Sad
NP

1949

ASPERGILLUS FAJOK NEHEZFEM-SZENNYEZESEK
BIOREMEDIACOJABAN VALO ALKALMAZASANAK POTENCIALIS
LEHETOSEGEI

Egyetemi doktori (PhD) értekezés

BOCZONADI IMRE

Témavezeto:
Prof. Dr. Pdcsi Istvan

egyetemi tanar

DEBRECENI EGYETEM
Természettudomanyi és Informatikai Doktori Tanacs

Juhész-Nagy Pal Doktori Iskola

Debrecen, 2020



A doktori értekezés betétlapja

Ezen értekezést a Debreceni Egyetem Természettudomanyi és Informatikai Doktori
Tandcs a Juhasz-Nagy Padl Doktori Iskola Biologia doktori programja keretében
készitettem a Debreceni Egyetem természettudomanyi doktori (PhD) fokozatanak
elnyerése céljabol.
Nyilatkozom arrol, hogy a tézisekben leirt eredmények nem képezik mas PhD
disszertdcio részet.

Debrecen, 2020.

Boczonadi Imre

Tanusitom, hogy Boczonadi Imre doktorjelolt 2014-2017 kozott a fent megnevezett
Doktori Iskola Biologia doktori programjanak keretében iranyitisommal végezte
munkajat. Az értekezésben foglalt eredményekhez a jelolt onallo alkoto
tevékenységével meghatarozoan hozzdjarult. Nyilatkozom tovabba arrol, hogy a
tézisekben leirt eredmények nem képezik mas PhD disszertacio részét.

Az értekezés elfogaddsat javaslom.

Debrecen, 2020.

Prof. Dr. Pdcsi Istvan




ASPERGILLUS FAJOK NEHEZFEM-SZENNYEZESEK
BIOREMEDIACOJABAN VALO ALKALMAZASANAK POTENCIALIS
LEHETOSEGEI

Ertekezés a doktori (Ph.D.) fokozat megszerzése érdekében
a Biologia tudomanyagban
frta: Boczonadi Imre okleveles Biotechnoldgus

Késziilt a Debreceni Egyetem Juhasz-Nagy Pal Doktori Iskolja
(Biolodgia Doktori programja) keretében

Témavezeto: Prof. Dr. Pdcsi Istvan
A doktori szigorlati bizottsag:
elnok: Prof. Dr. Vasas Gdbor
tagok: Dr. Kredics Laszld6
Dr. Kundrat-Simon Edina ...
A doktori szigorlat idépontja: 2019. szeptember 11.
Az értekezés biraloi:

ElNOK: oo

Az értekezés védésének idépontja: 2020. ...........ceeeeen.



Tartalomjegyzék

1o BRVEZELES.......oeviiiieieec s 1
L1 CEIKITHZES ... 3

2. Irodalmi AtteKintés ...............cocviiiiiiiii 5
2.1. Aspergillus fajok altalanos jellemzEse. ........cooovririrerieieeiieicsese e 5
2.1.1. Az Aspergillus oryzae jellemzEse. ......cuvvuvviriienenieieieisesese s 6
2.1.2. Az Aspergillus nidulans jellemzEése..........cocuuvrerereiieiieiinineseseseeens 6

2.2. A ritkafoldfémek jellemzeEse. ........cuvvviiiiiiiiiiiiii e 7
2.3, A T8Z JEIIEMZESE ..ot 8
2.4. A kadmium JElleMZESE .......cccvvveeirerieiiiiiie e s 10
2.5. Bioremediacios teChnolO@IAK .........covvveiiiiiiinie i 11
2.5.1. Fémek bioszorpciodja és bioakkumulacidja.........ccvvvvvriveneiienninniieiiene, 14
2.5.2. A bioszorpciot és bioakkumulaciot befolyasold paraméterek ................. 15

2.6. Mikroorganizmusok bioremediacidoban betoltott szerepe.........ooovvvvvevvereennne. 18
3. Anyagok €S MOASZETeK .............ccoriiiiiiiiiiiiii e 22
3.1. A vizsgalt Aspergillus torzsek €s teny€sztésiik .......coovrmrrniinivniinienienieneiieneans 22
3.2. Az Aspergillus torzsek stressz érzékenységének vizsgalata.............ccoerveneee. 23
3.3. Az Aspergillus oryzae Rib40 torzzsel végzett bioszorpcids kisérletek .......... 25
3.3.1. A pellet atméro és a tenyészetek életképességének meghatarozasa......... 28
3.3.2. A tapkozeg pH értékének és NH4" tartalmanak meérése ...........oovvrvnnennns 29
3.3.3. Transzmisszids elektronmikroszkopos (TEM) vizsgalat............ccvveneene 29

3.3.4. Pasztazo elektronmikroszkopia-energia-szoro rontgenspektroszkopiai
(SEM-EDX) VIZSZAIAL ....c.voviiiiiiiiiieiieieee st 30

3.4. Az Aspergillus nidulans torzsek elemosszetételének meghatarozasa részecske
indukalt rontgenemisszids spektroszkopia-pasztazo transzmisszios

ionmikroszkopia (PIXE-STIM) moédszer alkalmazasaval.............cocoeecveiiciiennnnne 30

3.5. Aspergillus torzsek elemosszetételének meghatarozasa induktiv csatolasu

plazma-optikai emisszids spektrometrias (ICP-OES) modszerrel...........ccoovevuennn. 33
3.5.1. Aspergillus oryzae biomassza elemdsszetételének és fém felvételi
hatékonysaganak meghatarozasa ICP-OES meEréssel........cocovvvvniiniinniinninennnnn, 33

3.5.2. Az Aspergillus nidulans TNJ36 kontroll és MKL14 AcrpA mutans
torzsek kadmium- és réztartalmanak mérése ICP-OES modszerrel................... 35



3.6. StatiSZtIKal KIETTEKELES ....cviiiiieieieiii ettt rr e e e e s s e eaab e 35
4 Eredmeények .........ccooiviiiiiiiii s 36

4.1. Aspergillus oryzae stresszérzékenységének vizsgalata a banyavizben
meghatarozott femek eSEtEDEN ..........ccovvveiiiiiiiii 36

4.2. Az Aspergillus oryzae Rib40 torzs tenyészetének morfologiai és fiziologiai

JEUHEIMZOI ...ttt bbb bbbt bt e 37
4.3. Ritkafoldfémek bioszorpcidja Aspergillus oryzae Rib40 ipari torzzsel ......... 40
4.4. A fémek sejtfelszini vagy intracellularis megkotése ........ooovvvrvenviiviieinene 45

s

4.6. Az Aspergillus nidulans térzsek kadmium és réz tartalma.............cccverveennne. 52
4.6.1. Aspergillus nidulans torzsek vizsgalata celofan foliaval boritott (CCH)
szilard fazisit AMM tAptalajon ..........cceoveiirieiiiisie s 52
4.6.2. Aspergillus nidulans torzsek elemosszetételének vizsgalata és
LOKALIZACIO A ...ttt 55
4.6.3. Aspergillus nidulans torzsek fémtartalmanak meghatarozasa................. 58

5. Eredmények Ki€rtéKelése ..............ccooiiiiiiiiiiiiiiici e 59

5.1. Ritkafoldfémek bioszorpcioja Aspergillus oryzae Rib40 ¢é16 biomasszaval...59

5.2. Nehézfémek bioszorpcidja Aspergillus nidulans 4crpA4 hianymutans torzs

alkalmazasaval...........coviiiiii 64

5.3. Uj tudomanyos eredmENYek ............c.cceerrurererereeereesessesssesssssessssessessenseoas 68
6. OSSZEIOGIANAS ..o 70
A 81 11 0= 1 SRR 73
8. KOSZOnetnyilVANILAS............ccoiiiiiiiiii e 76
9. HIVAtKOZASOK..........coiiiiiiiicec e 78
10. Tudomanyos kézlemények jegyzékKe...............cccooviviiiiiiiiiniiici e, 103

T1FUGEEICK ... e 106



Fontosabb roviditések jegyzéke

ATP
CCH

DCM
DJ-PCR
EDTA
GRAS

HREE
ICP-OES

IUPAC

LREE
MIC
MREE

NSS
PIXE-STIM

REE

ROS
SEM-EDX
TEM

TES
USFDA

UTM
WHO

adenozin-trifoszfat

celofannal boritott taptalaj (,,cellophane-colony
harvest”)

szaraztomeg (,,dry cell mass™)

,»double joint” polimeraz lancreakcio
etilén-diamin-tetraecetsav

altalanosan biztonsagosnak itélt (,,generally
recognised as safe”)

nehéz ritkafoldfémek (,,heavy rare earth elements”)
induktiv csatolasu plazma-optikai emisszios
spektrometria

Nemzetkozi Elméleti és Alkalmazott Kémiai
Szovetség

konnyti ritkafoldfémek (,,light rare earth elements”)
minimalis gatlé koncentracio

kozepes ritkaféldfémek (,,middle rare earth
elements™)

nitratos sooldat

részecske indukalt rontgen emisszids spektroszkopia
pasztazo transzmisszids ionmikroszkopia
ritkafoldfémek

reaktiv oxigén formak (,,reactive oxygen species”)
energiaszord rontgenspektroszkopia
transzmisszids elektronmikroszkopia
nyomelemoldat

Egyesiilt Allamok Elelmezési és Gyogyszerészeti
Igazgatosaga

univerzalis Keresztiranya merkator (vetiilet)

Egészségiigyi Vilagszervezet



1. Bevezetés

A ritkafoldfémek (REE) a modern ipar ,vitaminjainak” szamitanak
koszonhetéen a folyamatosan novekvo igénynek €s keresletnek (Cardoso és mitsi,
2019). A REE, illetve ritkafoldfém-oxidok termelése 2016-ban meghaladta a 126 000
tonnat, igy a REE felhasznalasaval gyartott termékek Osszértéke elérte az 1,5-2,0
trilli6 amerikai dollart, ami a globalis brutté nemzeti termék kb. 5 %-a (Zhou és mitsi,
2017). Jelenleg olyan orszagok, mint Kina, az Amerikai Egyesiilt Allamok és
Ausztralia szolgaltatja a globalis REE termelés dontd hanyadat, kozilik is
kiemelkedik Kina, amely a vilag globalis termelésének 90 %-at adja (Zhou és mitsi,
2017). Az Eurépai Unio (EU) technoldgiai szempontbol kritikus elemeknek
nyilvanitotta a REE-ket, ugyanis az EU hatarain beliil nem léteznek olyan banyaszati
teriiletek, ahol belathat6 idén beliil nyereséges lenne a kitermelésiik. Ennek oka abban
keresendd, hogy a REE visszanyerése savas banyaszati vagy ipari szennyvizekbdl
nehezen megoldhato, hiszen kis koncentracidban, rendkiviil hig oldat formajaban
vannak jelen (Grawunder és mtsi, 2014; Cobelo-Garcia és mtsi, 2015; Cardoso és
mtsi, 2019). Tekintettel arra, hogy a REE iranti kereslet joval meghaladja a kinalatot,
a feltorekvében 1évé ,,z6ld-technologiak” szempontjabol elengedhetetlen olyan
modszerek kidolgozasa, amelyek segitségével megfeleld hatékonysaggal nyerhetdek
ki ezen fémek a talajbdl, illetve talajvizbdl (Anastopoulos és mtsi, 2016; Goodenough
¢s mtsi, 2018; Barros és mtsi, 2019; Owens és mtsi, 2019).

Az olyan technologidk kidolgozasa/alkalmazasa, melyekkel nemcsak a
gazdasagi szempontbol értékes fémek nyerheték ki, hanem adott esetben a toxikus
mennyiségben jelenlévok is, alapvetd jelentdséggel birnak.

A kornyezetszennyezés korunk egyik legnagyobb problémaja, mely
elsésorban olyan természetes, illetve antropogén tevékenységekbdl szarmazik, mint
az urbanizacio, technologiai fejlédés, a nem biztonsagos mezdgazdasagi munkak,
valamit a rendkiviil gyors titemben fejlédé iparosodas (Wu és mtsi, 2016; Ojuederie
¢s Babalola, 2017; Yuan ¢és mitsi, 2019). Noha a technologiai fejlédésnek
koszonhetéen az életszinvonal folyamatos emelkedést mutat, a nemkivanatos
anyagok, azaz a veszélyes hulladékok, szerves szennyezOk ¢és a nehézfémek

kornyezetben torténd feldusulasa stlyos kdrnyezeti és egészségiigyi problémakhoz



vezethet (Wu és mtsi, 2016; Anyanwu és mtsi, 2018; Kapahi és Sachdeva, 2019). A
talaj nehézfém-szennyezése miatt a kornyezetiink folyamatos és valtozatos
terhelésnek van kitéve, ami szarmazhat banyaszatbol, fémhulladékok, 6lmozott
tizemanyagok, festékek artalmatlanitdsabol, mtragyakbol, allati eredetii tragyabdl,
szennyviziszapokbol, peszticidekbdl, szennyvizek 0Ont6z€sébdl, szénégetési
maradvanyokbdl, petrolkémiai anyagok  kidmlésébol, valamint 1égkori
lerakodasokbdl (Khan és mtsi, 2008; Zhang és mtsi, 2010).

A réz (Cu) és kadmium (Cd) szennyezés egyre szélesebb korben megjelend
kornyezeti probléma, amely els6sorban mezdgazdasagi és ipari tevékenységekbdl
szarmazik (Archana és Jaitly, 2014). Ezen nehézfém-szennyezék kapcsan felmeriild
probléma, hogy nagy mennyiségli és hosszl tava alkalmazasuk miatt a talajban és a
talajvizben feldusulhatnak, ahol nem alakulnak at kevésbé toxikus vegyiiletekké
(Jacobson ¢és mtsi, 2005; Komarek ¢s mtsi, 2010). Mindkét fém mobilitasa és
elérhetésége a talaj tulajdonsagainak, mint szerves széntartalom, textira és pH
fliggvénye, igy az egyes orszagokban irdnymutatasokat és kiiszobértékeket hataroztak
meg ezen talaj értékek figyelembevételével (Carlon és mitsi, 2007). Szamos
technologiai megoldas ismert ezen nehézfémek kornyezetb6l torténé eltavolitasara,
illetve kinyerésére gy, mint kémiai kicsapas, ioncseréld gyantak alkalmazasa,
elektrokémiai kezelés, valamint membranokon torténd vagy aktiv szenes megkdotés,
am ezek a modszerek amellett, hogy nem alkalmazhatok megfelelé hatékonysaggal,
még rendkivill koltségesek is (Volesky, 1990; Wang és Huang, 2002; Yang és mtsi,
2005).

fgy napjainkban egyre nagyobb figyelem &vezi azon technologiai
modszereket, amelyek biologiai rendszereket, elsdsorban mikroorganizmusokat,
alkalmaznak a nehézfémek megkotésére (Wang és Chen, 2009; Soares és Soares,
2013; Johnson, 2014). Ezen eredetii sejtek sejtfalanak megvan az a rendkiviili
tulajdonsaga, hogy szamos, a fémionok megkotéséért felelés funkcids csoportot
tartalmaz. Ezért mint bioszorbensek olcson €s nagy mennyiségben hozzaférhetd
alapanyagot jelentenek, ezaltal jelentdsen csokkentve a bioremediacids projekt
koltségeit (Kapoor €s Viraraghaven, 1995; Wang €s Chen, 2006; Srivastava és mtsi,
2015).



1.1. Célkitiizés

Doktori munkamban célul tiiztem ki Aspergillus spp. (A. oryzae és A.
nidulans) biomasszajan alapuld bioremediaciés modszerek kidolgozasat, melyek a
jovében alapjat képezhetik olyan technologiai megoldasoknak, amikkel
biztonsagosan, kis anyagi raforditassal, illetve hatékonyan nyerhet6k ki REE,
masrészrél lehetové valik egyes nehézfémek, ugy, mint réz (Cu) és kadmium (Cd),

kornyezetbdl torténé megkotése is.

Ennek érdekében az alabbi kutatdsokat végeztiik el:

1. Ritkafoldfémek bioszorpcidja A. oryzae fonalas gombaval.

A természetes koriilményeket leginkabb tiikroz6 kisérleti paramétereket
alkalmazva vizsgaltuk az A. oryzae bioszorpcios folyamatait. A kisérletek alkalmaval
folyamatosan nyomon kovettiik a gomba élettani valtozasait, gy, mint szaraztomeg
(DCM) és pellet atmér6 valtozasat, talélési képességét, MICso, DCM/gliikoz fogyas,
valamint a tapkozegben megjelend NH," tartalom és pH érték valtozasat.
Mindekdzben azokra a kérdésekre kerestiik a valaszt, hogy a gomba képes-e mas
fémionok egyideju jelenléte mellett REE szelektiv és hatékony bioszorpciojara. E
kérdés megvalaszolasa érdekében induktiv csatolasii plazma optikai emisszids
spektrometriai (ICP-OES) vizsgalatot végeztiink, ahol is meghatarozasra keriilt mind
a tesztoldat, mind pedig a biomassza fémtartalma. Végezetiil pedig szerettiik volna
tudni, hogy a fémmegkotés mechanizmusa sejten beliil vagy sejten kiviil jatszodik-e
le, ezért el6szor transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM), majd energiaszord

rontgenspektroszkopiai (SEM-EDX) vizsgalatot végeztiink.



2. Nehézfémek bioszorpcidja A. nidulans gombaval.

Egy feltételezhetéen Cu és Cd transzporter (CrpA) fizioldgiai Szerepét
vizsgaltuk nehézfém stressznek kitett A. nidulans mutans torzsekben. Azokra a
kérdésekre kerestiik a valaszt, hogy a gombatelep mely régioiban zajlik a fémek
akkumulacioja, valamint a CrpA transzporter hianya eredményez-e mennyiségbeli
kiilonbséget a fémfelvételben, a kontroll torzshéz viszonyitva. A kisérletek soran
nyomon kovettiik mind a kontroll (TNJ36), mind pedig a mutans térzsek (MKLS5,
MKL10, MKL14) stresszérzékenységének valtozasait, el6szor normal tenyésztési
koriilmények kozott, majd a kivéalasztott MKL14 mutadns torzzsel celofannal boritott
(CCH) agarlemezeken is. A telepeken beliili fémionok (Cu?* és Cd?*) térbeli eloszlasat
részecske indukalt rontgen emisszids spektroszkopiaval kombindlt-pasztazo
transzmisszios ionmikroszkopiai (PIXE-STIM) modszerrel vizsgaltuk, majd a TNJ36
kontroll és a AcrpA gén delécids mutans torzs Cu és Cd bioszorpcids képességét ICP-

OES méréssel hataroztuk meg.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Aspergillus fajok altalanos jellemzése

Az Aspergillus fonalas gombak nemzetsége tobb mint 340 hivatalosan
elismert fajbol all (Bennett, 2010). Mivel az emberiség szempontjabdl kritikus
fontossaguak, szamos Aspergillus faj teljes genomjat mar feltérképezték. A kiilonbozo
Aspergillus fajok osszehasonlito és funkcionalis genomikai vizsgalata a nemzetség
egészére kiterjedd képet adott bioldgiai sokféleségiikrdl, valamint a genotipus és a
fenotipus kozotti kapcsolatokrdl (de Vries és mtsi, 2017; Orosz és mitsi, 2018).
Szaporodasuk elsdsorban aszexualis sporakkal (konidiumok) torténik, amelyek
specializalodott  tobbsejtli  konidiumtartokon  (konidioforokon)  talalhatok,
morfologidja (mérete, szine és az aszexualis sporak elrendezése) kulcsfontossagu
paraméterek az Aspergillusok nemzetségbeli azonositasahoz és osztalyozasahoz. Az
Aspergillusok igen fontos szerepet jatszanak mindennapi életiinkben, tobbek kozott,
mint opportunista és novénypatogének (Gugnani, 2003; Bennett, 2010). Egyes fajok,
mint példaul az A. fumigatus és az A. flavus nagy kihivast jelentenek az egészségligy
szamara a tid6 aszpergillozis vagy allergias bronhopulmonaris aszpergillozis
okozasaval (Hedayati és mtsi, 2007; Dagenais és Keller, 2009). Szamos faj, koztiik az
A. flavus és az A. parasiticus, képes a névényi alapti élelmiszereket és takarmanyokat
szennyezni mikotoxinokkal (példaul aflatoxin), amelyek a természetben eléforduld
legerésebb rakkeltd (karcinogén) anyagok. Az aflatoxinnal szennyezett ételek vagy
takarmanyok fogyasztasa olyan betegségek kialakulasat idézhetik elé, mint az
aflatoxikozis, majnekrozis €s/vagy majrak (Hedayati és mtsi, 2007; Amaike és Keller,
2011; Peles és mtsi, 2019; Raduly és mtsi, 2020). Masrészt viszont biotechnologiai
felhasznalasuk igen sokrétli, ugyanis szamos Aspergillus fajt hasznalnak az
¢lelmiszeriparban, fermentacios folyamatokban, de enzimek, szerves savak és
bioaktiv vegytiletek, valamint gyogyszerkészitmények nagyvolument eléallitdsaban
is részt vesznek.

Az Aspergillusok jelenleg 20 szekciora oszthatok fel, melyek kozil a
legnagyobb ipari jelentdséggel 2 szekcio, a Flavi és a Nigri bir (Houbraken és mtsi,
2014; Samson és mtsi, 2014; Hubka és mtsi, 2015).



2.1.1. Az Aspergillus oryzae jellemzése

Az Aspergillusok Flavi szekcigja mintegy 27 fajbol all, amelyet két 6
csoportra oszthatunk fel aszerint, hogy termel-e aflatoxint (Houbraken és mtsi, 2014).
Az A. oryzae, az A. flavus legkozelebbi rokona, azonban nem képes aflatoxint
termelni, de egyéb fenotipusbeli kiilonbségeket is leirtak a két faj kozott. Az A. oryzae
konidiumai simabbak és nagyobb méretiick, tobb amilazt termelnek, a konidiforok
hosszabbak, a micélium flokkozusabb, a telep szine pedig halvany barnaszold,
szemben A. flavus sargaszold szinével (Frisvad és mtsi, 2018).

Az A. oryzae koji penészgomba Japan nemzeti mikroorganizmuséanak
tekinthetd. Elelmiszeripari felhasznalasa hossz(i id6kre nyulik vissza, ugyanis tobb
mint tiz évszazada alkalmazzak hagyomanyos fermentécios eljarasokban, példaul
sz0jasz6sz, miso €s fekete szdjabab (douchi) vagy éppen a szaké (rizsbor) eldallitasara
(Kitamoto, 2015; Ichishima, 2016). Biztonsagos alkalmazhat6saga miatt az A. oryzaet
primer és szekunder metabolitok, kiilonféle hidrolitikus enzimek (laktazok, proteazok,
lipazok)  eloallitasara is  hasznaljak.  Mindezen  tulajdonsaga  idedlis
modellorganizmusava teszi a gombat génexpresszio és a fehérje szekrécid
kutatasoknak (Archer, 2000; Pariza és Johnson, 2001; Machida és mtsi, 2008).

Az A. oryzaet az Egyesiilt Allamok FElelmezési és Gyogyszerészeti
Igazgatosaga (USFDA) valamint az Egészségiligyi Vilagszervezet (WHO) egyarant
biztonsagos besorolasinak (GRAS) mindsitette (Taylor és Richardson, 1979).

2.1.2. Az Aspergillus nidulans jellemzése

Az A. nidulans az Aspergillusok Nidulantes szekcidjaba tartozo aszexualis és
szexualis ciklussal is rendelkezd fonalas gomba (Taylor és mtsi, 1993; Casselton és
Zolan, 2002; Chen és mtsi, 2016). Ezen csoportba tartozé fajok széles korben
elterjedtek és jelentds szerepet jatszanak a természetben lezajlé bomlasi
folyamatokban (Raper és Fennell, 1965). A legismertebb képviseldjiik az A. nidulans,
amelynek teljes genomjat 2005-ben szekvenaltak meg (Galaghan és mtsi, 2005).

Az A. nidulanst alkalmazé kutatasokat nagyban segiti, hogy a molekularis és

genetikai  eszkozok, illetve genomi informaciok széles korben allnak



rendelkezésiinkre, tovabba, hogy a fajrol széles korti alapismeretekkel rendelkeziink.
Gyakran, mint modellorganizmust alkalmazzak a szignal-transzdukcid, az aszexualis
fejlodés és a szekunder anyagcsere mechanizmusainak tanulmanyozasaban (Emri €s
mtsi, 2004; Yu, 2006; Balazs és mtsi, 2010; Yu, 2010; Park és Yu, 2012; Alkhayyat
és Yu, 2014; Leiter és mtsi, 2016). Ennek megfeleléen gyakran alkalmazzak az
iparban heterolog fehérjék (laktoferrin, kimozin), ndvényi édesitszerek (taumatin,
neokulin), valamint enzimek (endogliikanaz, -gliikkozidaz) eléallitasara, de mindezek
mellett szterigmatocisztint is termel, ami a penicillin és az aflatoxin prekurzora (Yu
¢és Leonard, 1995; MacCabe és mtsi, 2002; Nevalainen és mtsi, 2005; Kumar és mtsi,
2016).

Az A. nidulans metabolizmusahoz kapcsol6dd szabalyozasi utvonalak
megértése hozzajarulhat a kozeli rokonfajokban (A. niger, A. oryzae) hasonloképpen

mitk6dé mechanizmusok megértéséhez (MacCabe és mtsi, 2002).

2.2. Aritkafoldfémek jellemzése

A Nemzetkozi Elméleti és Alkalmazott Kémiai Szovetség (IUPAC) a REE-et
egy 17 elembdl allo csoportként definialja, amely 15 lantanoidabdl (La-Lu), valamint
a szkandiumbol és az ittriumbodl tevédik ossze (Tsamis és Coyne, 2015). A REE
harom nagy csoportra oszthatok fel, igy megkiilonboztetiink a lantanto6l a prométiumig
tartdé konnyl ritkaf6ldfémeket (LREE), a terbium és lutécium kozotti nehéz
ritkafoldfémeket (HREE) és az ugynevezett kdzepes ritkafoldfémeket (Szamarium,
europium és gadolinium; MREE), bar ezt a besorolast a szakirodalomban ritkan
alkalmazzak (Zepf, 2013).

Az ittrium (Y) egy sziirkés arnyalata atmenetifém, kémiai jellemzdi alapjan a
lantanoidak koz¢ sorolhat6. A természetben jellemzden mas REE-el egyiitt fordul eld
kiilonbozoé asvanyokban. Ipari alkalmazdsat tekintve, példaul szupravezetok,
mikrohullamu sziir6k, energiatakarékos izzok, valamint gyujtogyertyak eldallitasara
hasznaljak. Az Y-nak nincs ismert biologiai szerepe, azonban oldhatod s6i enyhén
mérgezdek. A La—Lu-ig terjed6 REE, beleértve az Y-ot, 3 vegyértékiiek, ezért nagyon
hasonld geokémiai tulajdonsagokkal birnak (OSHA, 2007).



A cérium (Ce) amely egy eziistfehér szinii nehézfém, a leggyakrabban
eléforduld és igen nagy reakcioképességii ritkafoldfém. Felhasznalasaval katalitikus
atalakitokat, szinezett livegeket, kémiai oxidaloszereket allitanak el6, de az
acélgyartasakor is alkalmazzak. Mint altalaban a REE, a Ce is enyhén toxikus, ugyanis
fiistje a tiid0 szovetére nézve mérgez0 hatasu lehet (Palmer és mtsi, 1987). A Ce
kivételt képez a REE korében, mivel nemcsak Ce®* formajaban, hanem joval
konnyebben immobilizalhaté Ce** formaban is eléfordul, ami az igynevezett negativ
Ce anomaliaval magyarazhatd, amikor a Ce** — Ce**-¢ torténd oxidéacioja torténik
meg (Leybourne és Johannesson, 2008; Grawunder és mtsi, 2015, 2018).

A neodimium (Nd) egy sziirkés szinli, viszonylag nehezen alakithatd
ritkafoldfém, melyet leggyakrabban a high-tech iparban, permanens magnesek,
akkumulatorok, mikrofonok el6allitasaban, valamint az optikai kabelek, 1ézerek és
hadiipari hardverek és autok gyartasaban alkalmaznak (Liu és mtsi, 2005; Binnemans
¢s mtsi 2013; Tsamis és Coyne, 2015; Yoon és mtsi, 2016; Yang és mtsi, 2017;
Miinchen és Veit; 2017;). A Ce-hoz hasonléan a Nd is konnyen oxidalodik, melynek
soran rozsaszin, lila/kék és sarga szinli vegyiiletek képzodnek (Grawunder és mitsi,
2015, 2018). Hasonloan a tobbi REE-hez a Nd is kis vagy kdzepes mértékben toxikus:
bér, szem, illetve nyalkahartya irritciot, valamit belégzése tiidéemboliat okozhat,

mig felhalmozddasa esetén majkarosodas is felléphet (Emsley, 2003).

2.3. A réz jellemzése

A Cu esszencialis nyomelem (akarcsak a Fe, Zn, Co és Mn), melynek jelenléte
alapvetden sziikséges az olyan biologiai folyamatokhoz, mint példaul sejt anyagcsere
vagy az elektron aramlas, illetve a redox potencial fenntartasahoz. Fontos azonban
megjegyezni, hogy egy adott kiiszobérték felett jelenléte toxikussa valhat, ugyanis
redoxaktiv tulajdonsaga miatt reaktiv oxigén formak (ROS) keletkezését idézi el6 a
Fenton-reakci6 ut révén (Soares és Soares, 2013; Antsotegi-Uskola és mtsi, 2017).
Képes tovabba olyan enzimek miikddését megzavarni, melyek katalitikus
kdzpontjaban a Cu-hez hasonl6 tulajdonsagl fémion talalhato, mig anaerob redukalod

kornyezetben a Fe-S klaszter miikodésére hat (Macomber és mtsi, 2007).



Az ¢élesztok, mint példaul Saccharomyces cerevisiae vagy Candia albicans
esetében az alacsony Cu szint, a Macl (MacA ortolog) transzkripcios faktor
aktivalodasahoz vezet (Jungmann mtsi, 1993; Marvin és mtsi, 2004). A Cu?" éhezés
alatt a Mac1 kotddése, arra specializalodott Cu transzporter €s metalloreduktaz gének
expresszidjahoz vezet, azok ,upstream” szabalyozo elemein keresztiil, mig Cu?*
felesleg esetén a Macl gyorsan lebomlik elkeriilve ezaltal a Cu?* okozta toxicitast
(Yamaguchi-lwai és mtsi, 1997; Zhu mtsi 1998). A Cu?* ionok emellett indukaljak a
ROS elleni transzkripcids faktorokat (AtfA és Yapl) AceA-fliggd utvonalakon
(Hagiwara és mtsi, 2016; Wiemann és mtsi, 2017).

A fonalas gombak, ahogy mas mikroorganizmusok is, képesek a fémek aktiv
felvételére, leadasara, valamint sejten beliili felhalmozasara (Veglio és Beolchini,
1997). Szamos fémion-kotd fehérje evoliicidosan konzervalt, igy valdsziniileg ezek a
fehérjék mar a foldtorténet korai szakaszaban kialakultak. Ilyen konzervalt domén
felelés A. nidulanshban a Cu felvételéért, kiillonosen Cu hianyos kornyezetben. Az A.
fumigatusban eddig négy tagjat azonositottak a Cu Ctr transzporter csaladnak, melyek
a CtrAl, CtrA2, Ctr2, valamint a CtrC, az utobbi bir a legnagyobb szereppel a Cu
importban (Cai és mtsi, 2017). A Cu homeosztazis szabalyozasaért Cu koté doménnel
rendelkezd, nagy cisztein tartalmu transzkripcios faktorok felelések. Az Aspergillus
fajokban mar azonositottak ortoldgjaikat, melyek a MacA, AceA és a CufA (Wiemann
és mtsi, 2017; Cai és mtsi, 2019). A fonalas gombaknal amig a MacA a Ctr
transzporterek aktivalasaért felelés Cu hiany esetén, addig az aceA a Cu és ROS
detoxifikalasaért felel6s géneket szabalyozza, mint példaul a Cu fiiggd sodl, catl,
cat2 géneket, valamint a Cu transzporter crpA-t is.

A gombak a szabad fémionokat peptidekhez, mint példaul fitokelatinokhoz
vagy metallotioneinekhez kotik, igy semlegesitve azok karos hatasat. A C. albicans
¢leszt6 a Cuplp (Mackie és mtsi, 2016), mig a Cryptococcus neoformans a Cmtl és
Cmt2 metallotioneinekkel védekezik a Cu®* ionok okozta stresszel szemben. Ezek
mivel nem tudnak védekezni a makrofagok altal kibocsatott Cu®* ionokkal szemben
(Ding és mtsi, 2013). A fémionokat tovabbi specifikus transzporterek juttathatjak ki
az extracellularis térbe, vagy kristalyok formajaban raktarozhatjak a vakuolumokban

(Wysocki és Tamas, 2010).



2.4. A kadmium jellemzése

A Cd-ot és annak vegyiileteit altalaban galvanizalashoz, 6tvézetek gyartashoz
és Ni-Cd elemek gyartasahoz hasznaljak fel. A Cu-el szemben a Cd egy rendkiviil
karcinogén nehézfém, ugyanis konnyen akkumulalodik az emberi szervezetben
(Nordberg, 2009; Satarug és mitsi, 2010). A gasztrointesztinalis traktuson és a
légzdrendszer tjan bejutd Cd sulyos karokat okozhat minden szervben, beleértve a
veséket, vazizomzatot és a majat, csdkkentheti a 1égzérendszer miikodését és idegi
rendellenességeket valthat ki (Jaishankar és mtsi, 2014; Zhou és mtsi, 2016).

Az élesztékben Cd?* tolerancia kialakitasaért felelés Cd** pumpét kodold
pcalp gén (fém altal indukalhatdo PIB-tipusi ATP-az) ortologjat (PcaA), mely a
plazmamembranon lokalizalodik, mar leirtak egyes Aspergillus fajokban, koztik az
A. fumigatus, A. versicolor, A. sydowii fonalas gombakban (Adle és mtsi, 2007, de
Vries és mtsi, 2017; Bakti és mtsi, 2018). Az S. cerevisiae esetében a pcalp gén
kivételesen nagy Cd, illetve Cu rezisztenciat biztosit a gomba szamara (Adle és mtsi,
2007). Az opportunista patogén dimorf éleszté C. albicansban ugyanezt a gént crpl
néven irtak le, ami a Cu, Cd és eziist detoxifikacioért felelds (Riggle és Kumamoto,
2000; Weissman és mtsi, 2000). A crpl ortologjat fonalas gombak, példaul az A.
nidulans, A. fumigatus esetében is azonositottak CrpA (P-tipusi ATP-4z) néven
(Wiemann és mtsi, 2017).

A Cd? ionok gombékra gyakorolt élettani hatdsai kozé tartozik, hogy
felboritja a redox egyensulyt, denaturalja a fehérjéket, gatolja a sejtosztodast és a
transzkripciot, karositja a nukleinsavakat, valamint gatolja a DNS javitd
mechanizmusokat és roncsolja a mitokondrialis fehérjéket (Ayangbenro és Babalola,
2017; Bakti és mtsi, 2018). Ez utobbiak degradacidjat a PimA LON-tipus (,,soluble
serine”) proteaz szabalyozza, ami a mitokondrialis fehérjék védelmével megnoveli a
mitokondriumok élettartamat. A pimA gén szabalyozza tovabba a mitokondriumok
stressz elleni védekezésben szerepet jatszo enzimek aktivitasat (Leiter és mtsi, 2016).
Mindezek mellett a Cd?* képes felboritani a gomba vas anyagcseréjét, mivel kiszoritja

a vas ionokat a vastartalmu fehérjékbdél, valamint chaperonok inhibitoraként gatolja a
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megfeleld fehérje szerkezet kialakulasat, tovabba a glutation-reduktaz enzim

gatlasaval hozzajarul az oxidativ stressz noveléséhez (Wysocki és Tamas, 2010).
Ezen megfigyelések fontosak lehetnek az Aspergillus alapti bioremediacios

technologiak kifejlesztésekor, hiszen nem csak fémtranszporterek, hanem egyéb

proteineknek is nagy szerepe van egyes fajok fémtoleranciajaban.

2.5. Bioremediacios technolégiak

A bioremediacié a mikroorganizmusok/névények felhasznalasat jelenti a
kornyezetet terheld szerves és szervetlen xenobiotikumok eltavolitidsdban vagy
kevésbé toxikus anyagokka (szén-dioxiddd, vizz¢, nitrogénné) térténd atalakitasaban
(Perelo, 2010; Kapahi és Sachdeva, 2019). A bioremediacid egyarant végrehajthato
in situ vagy ex situ modszerek alkalmazasaval, melyeket szamos tényez6 befolyasol,
mint a teriilet jellemz6i, a talaj szerkezete, hidrogeologiai allapota, a szennyezett talaj
mennyisége, a szennyez0 anyagok tipusai, hozzaférhetdsége, oldhatosaga és azok
koncentracioi, a jovobeni felhasznalds célja, valamint a rendelkezésre allo id6 és
koltségkeret (1. abra) (Frutos és mtsi, 2012; Smith és mtsi, 2015).

Altalanossagban elmondhaté, hogy az ex situ remediacios technikak
egyértelmiien dragabbak, mint az in situ technikak, mivel ezek a feltaras és kitermelés
soran nem vart koltségeket eredményezhetnek. Ugyanakkor az in situ bioremediacio
végrehajtasakor a helyszini felszerelés koltsége, valamint a szennyezett teriiletek
megfeleld feltarasa és a kezelés ellendrzése csokkentheti az alkalmazott technologia
hatékonysagat. Erthetd tehat, hogy egy sikeres bioremediacios projekt
végrehajtasahoz elengedhetetleniil sziikséges a megfeleld6 modszer Kivalasztasa,
amelynek segitségével egy elfogadhato szint ala csokkenthetd a szennyez6 anyagok
mennyisége (Archana és Jaitly, 2014; Azubuike és mtsi, 2016). A fémionok vizes
oldatbol torténd eltavolitdsara szolgald remediacids technologidk fizikai, kémiai és
biologiai modszerekbdl allnak. lde tartozik példaul a kémiai kicsapas, sziirés,
ioncserélok alkalmazasa, elektrokémiai kezelés, membran technoldgiak, aktiv szénnel
torténd adszorpcio, illetve a parologtatas (Wang és Chen, 2009).

Fontos azonban megjegyezni, hogy ezen mddszerek rendelkeznek bizonyos

limitaciokkal, példaul a kémiai kicsapas és az elektro-kémiai kezelés soran nagy
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mennyiségli szennyviziszap is keletkezik, melynek tarolasarol és megsemmisitésérol
kiilon gondoskodni kell, illetve kevésbé hatékonyak, ha a fémionok koncentracioja 1—
100 mg L? kozott mozog (Ahalya és mtsi, 2003). Az ioncseréld és membran
technologiak, valamint az aktiv szénnel torténd adszorpcié hatranya, hogy rendkiviil
koltségesek, foként akkor, ha ezen technoldgiakat nagy mennyiségi, de kis nehézfém-

Az utdbbi években egyre novekvo figyelem Ovezi a biotechnologiai
modszerek fémekkel szennyezett teriiletek remedialasaban torténd alkalmazasat. Ez
annak koszonhet6, hogy az algak, baktériumok és gombak (mint bioszorbensek)
széles korben allnak rendelkezése, olcson hozzaférhetok és nem utolsé sorban jo
hatékonysaggal, kornyezetbarat modon képesek a szennyezd anyagokat kivonni,

illetve megkdtni a kornyezetb6l (Wang és Chen, 2009; Soares és Soares, 2013).
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Természetes csillapitas

— Vakuumos leszivas (,,bioslurping”)

In situ
Talaj szelloztetés (,,bioventing”)
Indukalt —— Leveg6 bekeverés (,,biosparging”)
] . Fitoremediicio
Bioremediacios technologiadk ——
—— Biohalmozas (,,biopile”)
Ex situ Talaj halmozas (,,windrow”)
- Bioreaktor

Biokdr (,,Jandfarming”)

1. Abra Bioremediacios technikak (Azubuike és mtsi, 2016).
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2.5.1. Fémek bioszorpciodja és bioakkumulacidja

A bioszorpciot altalaban metabolikusan passziv folyamatnak tekintik,
amellyel lehet6ség van nehézfém-ionok szelektiv szétvalasztasara halott vagy inaktiv
biologiai anyagoktol (Hansda és mtsi, 2016). A megkotés mechanizmusa olyan fiziko-
kémiai folyamat, amely magéban foglalja az adszorpcio, feliileti komplex képzddés,
ioncsere, illetve kicsapddas jelenségét és/vagy ezek kombinacidjat (2. abra) (Srinath
és mtsi, 2002; Volesky és mtsai, 2003; Fomina és Gadd, 2014). Szamos funkcios
csoport jatszik kulcsfontossdgi szerepet a megkotésben, ilyenek a karboxil-,
imidazol-, szulfhidril-, amino-, foszfat-, szulfat-, tioéter-, fenol-, karbonil-, amid- és
hidroxilcsoportok (2. abra) (Volesky, 2007; Wang és Chen, 2009; Lo és mtsi; 2014).
A bioszorpcio els6 1épéseként a fizikai adszorpcio jelensége zajlik le, amely a Van der
Waals-er6khoz kothet6. A mikrobialis eredetli sejtfal kémiai Osszetétele rendkiviil
fontos tényezé a fémionok adszorpcidjaban, hiszen amellett, hogy ez az elsé
komponens, amely érintkezésbe keriil a fémionokkal, egyben védelmet is nyujt a
fémek okozta toxicitassal szemben (Crowell, 1966).

A bioakkumulacio a fémmegkotés komplex folyamataként értelmezhetd,
amely €16 sejtek révén megy végbe (2. abra). A folyamat két 1épésben zajlik le. Az
elsd 1épés megegyezik a bioszorpcids mechanizmusokkal, amikor is metabolizmustol
fliggetlen, extracellularis kotddési folyamatok jatszodnak le, mig a masodik 1épés egy
anyagcserétol fiiggd, ATP-vezérelt, viszonylag lassi intracellularis mechanizmus,
ami a fémionok sejten beliili transzportjaért felelds és olyan folyamatokhoz kothetd,
mint példaul oxidacio, redukcid, metilezés és demetilezés (Chojnacka, 2010;
Dhankhar és Hooda, 2011). A folyamat részeként az egyes fémionok a sejtek
vakuolumaiban lokalizalédhatnak, amelyek az intracellularis fém szekrécid és tarolas
elsédleges helyeit képviselik (Srinath és mtsi, 2002; Tamas és mtsi 2005). A
nehézfémek atjutasat a mikrobidlis eredeti sejtmembranon keresztiil vélhetéen
ugyanazok a mechanizmusok szabalyozzak, mint amelyek a metabolikusan fontos
ionok, példaul kalium, magnézium és natrium transzportjaért felelések (2. abra)

(Hansda és mtsi, 2016).
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fizikai adszorpcié I |i0ncsere folyamatokl I kicsapodas* | |k0mplexképz<’idés

Bioszorpcio

intracellularis akkumulacio

2. abra A bioszorpciéo és a bioakkumulacié mechanizmusai. A biologiai folyamatok
osztalyozasa a sejtek anyagcseréjének fiiggvényében (Lo és mtsi, 2014).

*A kicsapodas folyamata végbemehet metabolizmustol fiiggd utvonalakon keresztiil is.

2.5.2. A bioszorpciot és bioakkumulaciét befolyasolé paraméterek

A szennyez$ anyagok bioldgiai uton torténd eltavolitdsa egy rendkiviil
Osszetett folyamat, amely szamos tényez6tol fiigg. Ide sorolhatd a biomassza tipusa,
a pH-érték, a homérséklet, ozmotikus nyomas, redoxpotencial, ionerdsség,
elektronakceptorok, kontakt id6, szennyezé anyagok koncentracidja, biologiai
hozzaférhetéség, mas kompetitiv ionok vagy szennyez0 anyagok jelenléte,
tapanyagok jelenléte, talajszerkezet, valamint vizaktivitas. Ezért a bioszorpciot és a
bioakkumulacids folyamatokat befolyasold tényezok meghatarozasa dontéen fontos
az optimalis milkodési feltételének biztositasa szempontjabol (1. tablazat).

Megfigyelték ugyanis, hogy az oldat ionerdsségének novekedése csokkenti a

15



szennyez6 anyagok eltavolitasanak hatasfokat azaltal, hogy versengés alakul ki a
bioszorbens szabad kotohelyeiért, de példaul az akkumuldlandd szennyezd anyag
élettanaban (Donmez és Aksu, 2002; de Siloniz és mtsi, 2002; Alluri és mtsi, 2007).

Minden tényezét figyelembe véve elmondhatd, hogy a bioszorpcionak
vannak bizonyos eldnyei a bioakkumulacidval szemben, példaul a jo fémmegkdtd
képesség vagy a sejtfelszini adszorpcio képessége, tovabba, hogy egy gyorsan
végbemend, passziv folyamatrol van szd, valamint, hogy a sejt szamara kisebb
mértéki toxicitast jelent. Egy hatékonyan miikddd eltavolitasi folyamatnak tehat nem
csupan a detoxifikacidé a célja, hanem a fémionok olyan forméban torténd
visszanyerése is, hogy azok alkalmasak legyenek a késdbbi ujrahasznositasra. A
bioszorpcio legfébb elényei a deszorpcid révén megvalosuld biomassza
regeneralodasa, tovabba, hogy lehetéségiink van a fémek folyadékfazisbol torténd
visszanyerésére, ami kiemelt fontossagt a folyamat gyakorlati alkalmazasakor. Ezen
tényezOk pedig dontden befolyadsoljak a tervezett remediacids projekt koltségeit

(Hansda és mtsi, 2016).
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1. tablazat A mikrobialis eredetii sejtek bioszorpcidjat és bioakkumulacigjat befolyasolé paraméterek.

Tényezék Bioszorpcié Bioakkumulacié Referencia
Keverési sebesség ~ Egyenesen aranyos a bioszorbensek Egyenesen aranyos a bioszorbensek Park és mtsi, 2010
bioszorpcids képességével bioakkumulacios képességével
. ) ] . Kapoor és
Biomassza Holt (inaktiv) biomassza alkalmazasa El6 biomassza alkalmazasa )
Viraraghavan, 1995
Sejtméret Forditottan aranyos a bioszorpcids folyamattal Forditottan aranyos a bioakkumulacios folyamattal Park és mitsi, 2010
Bioma;sga Forditottan aranyos a bioszorpcids folyamattal Egyenesen aranyos a bioakkumulacios képességgel Li és mtsi, 2014
mennyisége

Kiinduld fémion
koncentracio

Tapanyagok
jelenléte

Mas szennyezdk
jelenléte

pH

Hoémérséklet

Kontakt id6

Egyenesen aranyos a bioszorbensek
bioszorpcids képességével

Nem sziikséges a jelenlétiik

Forditottan aranyos a bioszorbensek
bioszorpcids képességével

A folyamat széles pH-tartomanyban
mitkodtethetd

Nincs hatassal a bioszorpcios képességre, ha
inaktiv a biomassza

Egyenesen aranyos a bioszorpcios aktivitassal

Forditottan aranyos a bioszorbensek bioakkumulacids
folyamattal

Egyenesen aranyos a bioakkumulaciés folyamattal

Forditottan aranyos a bioszorbensek bioakkumulacios
képességével

A folyamatot nagymértékben befolyasolja a pH érték
valtozasa

Nagy hatassal van a bioakkumulacios képességre

Egyenesen aranyos a bioakkumulacids aktivitassal

Li és mtsi, 2014

Aksu és Donmez,

2005

Li és mtsi, 2010

Park és mtsi, 2010

Veglio és Beolchini,
1997
Li és mtsi, 2014
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2.6. Mikroorganizmusok bioremediiciéoban betoltott szerepe

Az utobbi években széles korben tanulmanyoztdk a mikroorganizmusok
(algék, baktériumok, gombak) bioremedidcioban valé alkalmazasanak lehetdségeit,
hiszen ezen organizmusok képesek szamos nehézfém megkotésére, kicsapasara vagy
oxidacios allapotanak megvaltoztatasara, igy kivédve a nehézfémek okozta toxicitast.
A bioremediacios technologiak tobbsége kihasznalja a mikroorganizmusok azon
tulajdonsagat, hogy kiilonb6zé kevert vagy autochton (6slakos) populaciok
segitségével még hatékonyabban képesek a nehézfémeket adszorbeélni vagy kevésbé
toxikus formava alakitani, feltéve, ha a kornyezeti feltételek kedveznek a
szaporodasuknak ¢és anyagcseréjiiknek (Gupta és mtsi, 2016; Kang és mtsi, 2016;
Verma és Jaiswal, 2016; Isildar és mtsi, 2018; Riva és mtsi, 2020).

A mikrobialis eredetli biomassza bioremediacioban torténd felhasznalasa
koltséghatékony lehet, ugyanis a nagyléptékii fermentacios folyamatokat kdvetden
visszamarad6 biomassza, mint melléktermék jelenik meg, mely igy olcsén nagy
mennyiségben beszerezhet6 és alkalmazhato (Kapoor és Viraraghaven, 1995; Wang
és Chen, 2006; Srivastava és mtsi, 2015).

Az algdk konnyen €s nagy mennyiségben elérhetdk minden édesvizi és
tengeri kornyezetbdl. Vorés (Asparagopsis armata), zold (Codium vermilara,
Spirogyra sp) és barna algakat (Cystoseira barbata) egyarant vizsgaltak adszorpcios
kisérletekben, azonban a figyelem a barna algakra iranyult azok jobb szorpcios
kapacitasa miatt (Romera és mtsi, 2007; Gupta és Rastogi, 2008; Yal¢in és mtsi, 2012;
Srivastava és mtsi, 2015). Osszehasonlitva mas mikrobialis eredetii bioszorbensekkel,
az algdk autotrof szervezetek, ezért kis tdpanyag igény mellett is képesek nagy
biomassza hozamot elérni (Abbas és mtsi, 2014). A fémionok kot6édését ez esetben is
szamos kondicié befolyasolja, ilyenek példaul a fémion toltése, az oldat kémiai
Osszetétele, vagy maga a faj. A fémek kotddése a sejtekhez legtobb esetben ioncseréld
mechanizmusok révén megy végbe, ahol is a kétértékli fémionok cserélodnek ki a
sejtfalat alkoté poliszaharidok ellenionjaival, igy példaul Na*, K*, Ca®* és/vagy Mg?*
ionok, Co?*, Cu?, Cd?* és a Zn*" ionokkal. Az algék sejtfalanak 6 Osszetevje a
celluloz, amely olyan potencialis fémkdtd csoportokkal bir, mint karboxilat, amin,

imidazol, foszfat, szulthidril, szulfat €s hidroxil csoportok (Crist és mtsi, 1981).
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Nehézfémek, mint példaul Cd?*, Cu?*, Ni?*, Pb?* és Zn?* vizes oldatbol vald hatékony
kinyerésének lehetOségét szamos algafaj esetében vizsgaltak (Romera és mtsi, 2007;
Gupta és Rastogi, 2008; Yal¢in és mtsi, 2012).

A baktériumok a leggyakoribb ¢és legsokoldalubb mikroorganizmusok a
Foldon, hozzavetdlegesen a teljes biomassza mennyiség ~108 g-os hanyadat teszik ki
(Volesky, 1990). Kis méretiiknek, elterjedésiiknek és gyors szaporodasuknak
koszonhetden széles korben alkalmazzak éket, mint bioszorbenseket (Urrutia, 1997).
Az olyan ipardgak, mint az élelmiszeripar vagy a fermentdciés ipar nagy
mennyiségben produkalnak bakteridlis eredetii biomasszat, mint mellékterméket,
mely tovabbi el6nyoket jelent a felhasznalasukat tekintve (Srivastava és mtsi, 2015).

Szamos baktérium (Micrococcus, Desulfovibrio, Pseudomonas, Bacillus és
Enterobacter spp.) bioszorpcios kapacitasat vizsgaltak mar a nehézfémekre (Co, Ni,
Cd, Cr, Pb, Cu) nézve. A Micrococcus luteus-t példaul nagy mennyiségii Pb
szintetikus k6zegbdl torténd eltavolitasara hasznaltak. Optimalis koriilmények kozott
a kotési kapacitas 1900 mg/g-ot is meghaladta. Kim és mtsi (2015) leirtak Cu, Cr, és
Ni tengervizb6l valo eltavolitasat immobilizalt Desulfovibrio desulfuricans
alkalmazasaval. Hét nap elteltével az eltavolitasi hatékonysag 98,2, 99,8 és 90,1 mg
g* volt. Egyes Bacillus fajok, mint példaul a B. licheniformis és a B. laterosporus
hatékonyan képesek Cd (159,5 és 142,7 mg g?) és Cr (72,6 és 62,0 mg g?)
eltavolitasara, mig a Pseudomonas aeruginosa a Co-ot képes igen hatékonyan (8,92
mg g1 kotni (Zouboulis és mtsi, 2004; Rajkumar és Freitas, 2008; Puyen és mitsi,
2012; Kang és mtsi, 2015; Kim és mtsi, 2015). Az, hogy a baktériumok ilyen
hatékonysaggal képesek megkotni egyes nehézfémeket, annak tudhatd be, hogy
sejtfaluk szamos alkotoeleme aktiv kotéhelyként szolgal a fémionok megkotésében.
Ide soroljuk a Gram-pozitiv baktériumok peptidoglikan rétegében megtalalhatéd
aminosavakat (alanin és glutaminsav), valamint a diamino-pimelinsavat és a
teichosavat, mig a Gram-negativ baktériumok sejtjeiben glikoproteinek,
lipopoliszacharidok, lipoproteinek ¢és foszfolipidek toltik be ezt a szerepet
(Ayangbenro és Babalola, 2017).

Az élesztok ¢és penészgombak, gyorsan tenyészthetOk, genetikailag és
morfologiailag ~ kdnnyen  manipulalhatok és  nagy  biomassza-hozamot

eredményezhetnek. Széles korben alkalmazzak Oket kiilonféle nagyléptékli ipari
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erjesztési/fermentacios folyamatokban, amelyek soran példaul antibiotikumokat
(penicillin, ciklosporin, gentamicin, ergotpeptidek, cefalosporin), enzimeket
(pektinaz, amilaz, proteaz, celluloz, lipaz, laktaz, gliikéz izomeraz, észteraz), vegyi
anyagokat (kojisav gallinsav, citromsav, glukonsav, fumarsav, gibberllinek,
karotinoidok), illatanyagokat (metil-ketonok, gomba aromak, laktonok), aromakat és
mikrobialis rovarirtokat allitanak veliik el (Park és mtsi, 2017; Baghban és mitsi,
2019).

Az élesztket (Saccharomyces spp.) és fonalasgombakat (Aspergillus spp.,
Mucor spp., Rhizopus spp., Penicillium spp.) gyakran alkalmazzak adszorbensekként
a toxikus mennyiségben jelen 1évé nehézfémek eltavolitdsara szennyvizbdl és
talajbol, hiszen a gomba eredetli bioszorbensek nagy része GRAS organizmus, igy
gyakorlati alkalmazasa a nyilvanossag altal elfogadott (Kapoor és Viraraghavan,
1995).

A gomba sejtfal Osszetételét tekintve elsGsorban poliszacharidokbol épiil fel,
amelyek jellemzben a szaraztomeg koriilbeliil 80 %-t teszik ki. A sejtfal glitkan (B-1-
3 és B-1-6 kotésekkel kapcsolt D-glitkoz molekulak), kitin (B-1-4 kotésekkel kapcsolt
N-acetil-D-gliikozamin), kitozan (p-1-4 kotésekkel kapcsolt D-gliikozamin), mannan
(B-1-4 kotésekkel kapcsolt manndz) és foszformanan (foszforilalt mannanok) tartalma
kovetkeztében a gombak szamos jo fémkotd képességli funkeios csoporttal birnak
nevezetesen, amin, imidazol, foszfat, szulfat, szulfhidril és hidroxil csoportokkal
(Crist és mtsi, 1981). Emellett a gombak (hasonléan a baktériumokhoz) vaskelat
képz6 anyagokat, ugynevezett szideroforokat termelnek, amelyek fokozzak a
szennyezO anyag mobilitasat, csdkkenti a fémek biohasznosulasat, igy a szennyezett
teriiletek végsé karmentesitést eredményezik (Fomina és Gadd, 2014). Elmondhato
tehat, hogy a gombak komplex védelmi rendszerrel rendelkeznek a nehézfém okozta
toxicitas semlegesitésében.

Az éleszt6 biomasszat (S. cerevisiae) sikeresen alkalmaztak bioszorbensként
az Ag, Au, Cd, Co, Cr, Cu, Ni, Pb, U, Th és Zn vizes oldatbdl valo eltavolitasakor
(Podgorskii és mtsi, 2004; Wang és Chen, 2006). Fonalas gombak esetében (Botrytis,
Phanerochaete, Rhizopus, Aspergillus fajok) pedig hatékony eltavolitasat figyelték
meg az olyan nehézfémeknek mint az Pb, Cr, Ag, Cu és Zn (2. tablazat) (Dursun és

mtsi, 2003; Igbal és Edyvean, 2004; Fu és mtsi, 2012).
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2. tablazat Gomba biomassza bioszorpcios kapacitasa.

] Hémérséklet Idé Fém koncentracié Szorpcids kapacitas .
Faj Fém pH ) L ) Referencia
(°C) (6ra) (mg L) (mgg™)
Ag - 100 25
Cu 4,5 100 7,1
Ni - 200 15 Wang és Chen, 2006;
Saccharomyces Zn 5 15-40 0517 200 3,5 Soares és Soares,
cerevisiae Cr 55 200 44 2012; Li és mtsi,
Cd 5,8 100 5 2014
Pb 5,8 350 144
U 5 1000 150
Botrytis cinerea Pb 6 25 15 350 107,1 Akar és mtsi, 2005
Pb 100 88,2 L es Ed
Phanerochaete Cu 6 20 1 100 68,7 Iqbal és Edyvean,
chrysosporium 2004
Zn 100 39,6
Pleurotus platypus Ag 6 20 2 200 46,7 Das és Das, 2010
Rhizopus oryzae Cu 4 35 2 100 34 Fu és mtsi, 2012
Cu 5 100 15,6
Aspergillus niger Pb 4,5 30 1 100 34,4 Dursun és mitsi, 2003
Cr(VI) 3,5 50 6,6
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3. Anyagok és médszerek

3.1. A vizsgalt Aspergillus torzsek és tenyésztésiik

Kisérleteinkben az Aspergillus oryzae Rib40 ipari torzzsel dolgoztunk, amelyet
malatakivonatot tartalmazo taptalajon (3 % malatakivonat, 0,5 % mikoldgiai pepton,
1,5 % agar, pH 6,0) sporaztattuk 25 °C-on, 6 napon keresztiil (de Vries és mtsi, 2017;
Orosz ¢és mtsi, 2018).

A vizsgalatainkban tovabba az A. nidulans TNJ36 (pyrG89 AfpyrG™ pyroA4
veA") kontroll, valamint a AcrpA (pyrG89; AcrpA: AfupyrG*; pyroAd; veA*) gén
delécios mutans torzseket tanulmanyoztuk. A AcrpA deléciés mutanst double-joint
PCR (DJ-PCR) modszerrel Jae-Hyuk Yu és mtsi. (University of Wisconsin, Madison,
USA) hoztak létre és bocsatottak rendelkezésiinkre (YU és mtsi, 2004). A kapott crpA
gén delécios transzformansok kozil harmat (MKL5, MKL10 és MKL14)
valasztottunk ki a stressz-fiziologiai kisérletekhez. Az A. nidulans torzseket szilard
Barratt-féle minimal taptalajon (AMM) novesztettiik 37 °C-on, 6 napon keresztiil
(Barratt és mtsi, 1965).

Az AMM taptalaj:

10,0 g/l gliikoz

5,0 v/v % 20x NSS oldat

0,1 v/v % TES oldat

pH 6,5

Szilard halmazallapotu taptalaj esetén 20 g/l agart adtunk a tapleveshez.

A 20xNSS:

6,0 g/l NaNO3

1,5 g/l KH2PO4

0,5 g/l MgSO4x4H,0
0,5 g/l KCI
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A nyomelem oldat:

22,0 g/l ZnSO4x7H,0

11,0 g/l H3BO3

5,0 g/l MnCl,x4H,0

5,0 g/l FeSO4x7H.0

1,6 g/l CoSO4x5H,0

1,6 g/l CuSO4x5H.0

1,1 g/l (NH4)sM0702:x4H,0
50,0 g/l EDTA

3.2. Az Aspergillus torzsek stressz érzékenységének vizsgalata

A torzseket a 3.1 pontban leirtak szerint sporaztattuk. A stressz generald
dgensekkel kiegészitett minimal tapkdzegre 5 ul (1x10° spora) sporaszuszpenzidt
cseppentettiink majd 5 napon keresztiil 37 °C-on inkubaltuk azokat (de Vries és mitsi,
2017; Orosz és mtsi, 2018).

Az A. oryzae Rib40 stressztiirését a konnytifémek kozé tartozd Mg?*, AP és
Li*, a nehézfémek kozé sorolt Fe®*, Ni?*, és Zn®*, valamint a Y?®*, Ce* és
Nd3*alkalmazéasaval vizsgaltuk, az alabbi koncentraciok mellett: 350-450 mM LiCl,
50-70 mM MgS0O4x7H0, 0,5-10,0 mM AICI3x6H0, 1,0-2,5 mM FeClsx6H-0, 1-8
mM NiSOsx7H20, 5-20 mM ZnSO,x7H;0, 5-10 mM YCI3x6H20, 1-10 mM
Ce(S04)2) és 0,5-5,0 mM NdClI3x6H0.

Az A. oryzae stresszérzékenységét MICso értékekkel is jellemeztik, amit a
vizsgalt fém minimalis gatlo koncentraciojaként (MIC) hataroztuk meg, amely a
koldnia atméréjének 50 % -os csokkenését eredményezte a kezeletlen tenyészetekhez
viszonyitva. A MICsp értékek kiszamitasdhoz a fémekkel kiegészitett agarlemezeken
rogzitett koloniadtméroket masodrendi polinomokkal illesztettik az 4agens
koncentraci6 fiiggvényében (Emri és mtsi, 2018).

Az A, nidulans torzsekkel végzett nehézfém stresszérzékenység
vizsgalatokkor a kovetkez6 koncentracioértékeket alkalmaztuk: 0,05-0,5 mM CuCl,
¢és 0,1-6,0 mM CdCl..
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A gombatelep elemdsszetételének térbeli eloszlasahoz és annak mennyiségi
meghatarozasahoz celofannal boritott (CCH) agarlemezeket alkalmaztunk (Balazs €s
mtsi, 2010; Kurucz ¢és mtsi, 2018). A TNJ36 kontroll, mind pedig a MKL14 AcrpA
torzseket a 3.1 pontban leirtak alapjan 6 napig sporaztattuk, majd steril, féligatereszto
celofan korongokkal boritott minimal taptalajra pontszerlien inokulaltuk (10° szamu
sporaval, 5 pl-es térfogatban). A 24 oras, 37 °C-on torténd eldinkubalast kovetden a
telepeket 0,1-0,4 mM CuCl,-al és 0,1-0,5 mM CdCly-al kiegészitett MNM
agarlemezre helyeztiik és tovabbi 5 napig inkubaltuk 37 °C—on.

A kisérleteket minden stresszt generalo agens esetében haromszor ismételtiik,
majd meghataroztuk a telepatmérdket (4tlag+SD) és a stressz érzékenységeket a
kontroll torzshéz viszonyitva jellemeztiik (de Vries és mtsi, 2017; Orosz és mitsi,
2018).
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3.3. Az Aspergillus oryzae Rib40 torzzsel végzett bioszorpcios kisérletek

A németorszagi Tiiringia tartomanyban 1évo elhagyott uran banyaszati teriilet
(Ronneburg) két helyszinén is tanulmanyoztak a REE megjelenését. Egyik helyszinen
Gessenhalde (UTM 32N: E721501, N5638350) zagytarozos szabadtéri kiltigozasi
miveleteket végeztek, mig a masik helyszin Nordhalde (UTM 32N: E722290,
N5638222), egy elhagyott kélerako volt. A banyaviz elemosszetételét Prof. Dr. Erika
Kothe (Friedrich Schiller University, Jena, Germany) bocsajtotta a rendelkezésiinkre,
melybdl kideriilt, hogy a Ronneburg kornyéki talajvizek igen magas ritkafoldfém
koncentraciéval birnak (Grawunder és Merten, 2012). Az éaltalunk alkalmazott
,,t0bbfazisu” tesztoldat fémkoncentracioit (100 ml steril desztillalt viz, kiegészitve
Li*, Mg?*, AP, Fe®, Ni?*, zZn?", Y3, Ce*" és Nd**-al) ezen két teriileten 2014.
szeptember 9-12 ko6zott vett tobb mint 20 mintavételi pontbol szarmazoé adatok alapjan

hataroztuk meg (3. abra).
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3. abra A ronneburgi volt uranbanya teriilete.

(A) Attekinté térkép, amely a Natural Earth, QGIS 2.18.18 Las Palma és a CorelDraw X5
(Corel Corporation) programok segitségével késziilt. Koordinatarendszer: ETRS89 / UTM
32N zéna (EPSG: 25832) (Grawunder és mtsi, 2018; Boczonadi és mtsi, 2020a). Készitette:
Anja Grawunder (Friedrich Schiller University, Jena, Germany). (B) A banyaszati teriileten
talalhaté mintavételi pontok.
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Az atlagértekek meghatarozasakor a detektalasi hatar alatti értékeket nem
vettiik szamitasba. A vizsgalt koncentraciokat az 3. tablazat tartalmazza. Lehetéség
szerint a fémeket szulfatok (MgSO4x7H,0, NiSO4x7H,0, ZnSO4x7H,0, Ce(SO4)2)
vagy Kloridok (LiCl, AIClsx6H,0, FeCl3x6H-0, YCl3x6H20, NdCl3x6H-0; Sigma-
Aldrich, Budapest) formajaban adtuk a rendszerhez Gsszhangban a természetet
tiikroz6 allapotokkal. A komplex ,,tobbfazis™ tesztoldat teljes Cl- és SO4? tartalma
6,08 mM ¢és 30,24 mM volt.

A kisérleteket megel6zéen A. oryzae Rib40 torzset 6 napon at 25 °C-on
novesztettiik malatakivonatot tartalmazoé taptalajon, majd a kisérletekhez a feliileti
tenyészetekr6l lemosott konidiosporakat hasznaltuk fel. A razatott lombikos
tenyészetek esetében (100 ml AMM) a leoltasat 108-on szamu sporaval végeztiik,
Biirker-kamrédban tortén6 sporaszamolast kdvetden. A tenyészeteket 25 °C-on 48 6ran
at 3,7 Hz frekvencian eldtenyésztettiik. A 48 6ras inkubalast kovetden a micéliumot
szlrtiik, majd haromszori steril desztillalt vizzel torténd mosast kdvetden a kontroll
(100 ml steril desztillalt viz), illetve komplex ,,tobbfazisu” tesztoldatot (3. tablazat)

tartalmazo lombikokba kertiltek.

3. tablazat A Gessenhalde és a Nordhalde banyaszati teriiletrdl vett vizmintak

osszetétele alapjan alkalmazott atlag fémkoncentraciok.

Li*  0,0620,03 mM (0,42£0.21 mg 19
Mg?* 30+14,4 mM (736,0+349,9 mg 1Y)
AP 14+1,6 mM (38,1+43,1 mg IY)

Fe¥ 0,6+2,1 mM (31,8£117,2 mg I'Y)

Ni2*  0,2+0,09 mM (11,5+5,8 mg I}

Zn?* 0,04+0,044 mM (2,75+2,90 mg IY)
Y®  0,007+0,008 mM (0,662+0,711 mg 1Y)
Ce*  0,0023+0,0018 mM (0,32+0,25 mg 1Y)
Nd®*  0,00094+0,00091 mM (0,136+0,131 mg I)
Cl  2,75+1,77 mM (97,4+63,1 mg I}
SO2 44+13,8 mM (423041333 mg 1))
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A biomassza dozisfiiggd fémfelhalmozodasanak tanulméanyozéasara két
biomassza koncentraciot hasznaltunk a kisérleteinknél. A ,.egyszeres dozisu”
tenyészetnél a kiindulasi szaraztomeg értéke (DCM) 3,7+0,5 g 11 DCM volt, mig
,kétszeres dozist” tenyészetnél két parhuzamos tenyészetb6l nyert biomassza
mennyiséget alkalmaztunk, melynek DCM értéke 6,0+0,4 g 1! volt.

A ,,tobbfazisi” tesztoldat kiindulasi pH-értéke 3,85+0,07 volt, ami a banyaszati
tertiletrdl vett és elemzett vizmintak atlagos pH-tartomanyaba esett (pH= 4,2+0,6). A
tesztoldat enyhén atlatszatlan és sargds szini volt, jelezve a madasodlagos fazis
kicsapodasanak kezdetét, valamint a Ce*" ionok hidrolizisét (4. abra). Amikor a
kiindulasi pH-t, 0,1 M KOH-al (VWR International, Budapest) 4,2-re noveltiik, az
oldat zavarossaga (A = 600 nm, Pharmacia LKB ultrospec plus spektrofotométer,
Stockholm, Svédorszag) jelentdsen megnott, ezért a tesztoldat kiindulasi pH-jat nem
modositottuk (4. abra).

Tekintettel arra, hogy a banyaszati teriiletr6l szdrmaz6 vizmintdk atlagos
hémérséklete 16,5+1,1 °C volt igy a szorpcids kisérleteket 16,5 °C-on, 3,7 Hz-en

torténd inkubalédssal zajlottak le 24 6ran at.

A B C D

4. abra A ,,tobbfazisu” tesztoldatban megjelené komplex csapadékok.

A turbiditast A=600 nm-en mértiikk (A: 0,19+0,02 0,25 6ras inkubalas utan; B: 0,22+0,02 24
ora utan; C: 0,278+0,004 0,25 o6ra inkubalas utan, amikor a pH-t 4,2-re allitottuk 0,1 M KOH-
al; D: 0,007+0,003 24 6ras gombakezelés utan).
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3.3.1. A pellet atméroé és a tenyészetek életképességének meghatarozasa

Az ,egyszeres dozisu” tenyészeteknél a DCM alakulasat, mig a ,kétszeres
dozisu” tenyészeteknél a DCM-en til nyomon kovettiik a pelletek atmérdjének
valtozasat és azok életképességét, amivel a szénéhez6 koriilmények k6zott kialakuld
esetleges autolizalo folyamatokat vizsgaltuk (Molnar és mtsi, 2004; Kovacs és mitsi,
2013).

A pellet atméroket (atlag+SD értékek) 50 pelletbdl szamitva az NIH (,,National
Institutes of Health”) ImageJ) szoftvercsomagjanak segitségével hataroztuk meg
(http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/install/windows.html).

A DCM meghatarozasakor 10 ml tenyészetet zsugoritott tivegsziirén (VWR
International, Debrecen, Magyarorszag) szlrtiink, majd a micéliumot desztillalt vizzel
mostuk és 60 °C-on 8 6ran at szaritottuk (Emri és mtsi, 1997).

A tenyészet életképességét Emri és mtsi (1997) altal leirt modszerrel hataroztuk
meg. A 24 6ran keresztil razatassal inkubalt kontroll és kezelt tenyészeteket
meghatarozott id6kozonként (0,25, 1, 6, 12 és 24 o6ra) mostuk és 100 ml AMM
tapkozegbe helyeztiik at (Barratt és mtsi, 1965). Az igy kapott mintakat 25 °C-on, 3,7
Hz-en torténd razatassal tovabbi 12 o6ran at inkubaltuk. A gliikéz fogyast és a DCM
mennyiségét 0, 6 és 12 ora elteltével hataroztuk meg. A tapkozeg glikoz
A reakcidelegy 4 kU/l glikéz oxidazt, 1 kU/l peroxidazt, 0,76 mmol/l 4-
aminoantipirint, 11 mmol/l fenolt tartalmazott 0,1 mol/l K-Na-foszfat pufferben
(pH=6,6) oldva. Az elegy végtérfogata 1 ml volt és 3 % (v/v) minta mellett tartalmazta
az egyes komponenseket. A mérés A=500 nm-en (Pharmacia LKB ultrospec plus
spektrofotométer, Stockholm, Svédorszag) 1 percen keresztil tortént (Pusztahelyi és
mtsi, 1997; Emri és mtsi, 1997; Farah és mtsi, 2007).
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3.3.2. A tapkozeg pH értékének és NH;" tartalmanak mérése

A vizsgalatot Dr. Pusztahelyi Tiinde (DE-MEK, Agrarmiiszerkozpont)
segitségével végeztik el.

A tapkozeg pH-értékét HI 1131 tipust elektroddal felszerelt HI 2211 tipusa pH
mérdvel hataroztuk meg (HANNA Instrument, Szeged, Magyarorszag).
Hillered, Dénia) tipusu késziilékkel mértiik. Az alkalmazott oldatok és reagensek a
kovetkezOk voltak; indikator oldat, 1000 mg/1, 100mg/1, 10mg/l NH," oldat, valamint
0,5 M NaOH-oldat. A kapott eredményeket az 5000-100 FIAstar™ 5000 szoftver,
SoFIA (Foss Tecator AB, Hillered, Dania) segitségével értékeltiik ki (Pusztahelyi és
mtsi, 1997; Emri és mtsi, 2004).

3.3.3. Transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) vizsgalat

A vizsgalatot Dr. Antal Miklos és Kis Gréta (DE—AOK, Anatomiai, Szovet-
és Fejlodéstani Intézet) segitségével végeztik el, a fémtartalmu csapadékok
lokalizacidjanak érdekében.

A micéliumokat 24 6ras inkubalast (16,5 °C, 3,7 Hz) kovetden szirtiik, majd
centrifugaltuk (13 000xg, 10 perc; 5415R, Eppendorf, Hamburg, Németorszag). A
mintakat 3 %-os glutaraldehid (Electron Microscopy Sciences, Miinchen,
Németorszag), majd 1 %-0S ozmium-tetroxid oldatok segitségével fixaltuk, majd
haromszor atmostuk kakodilat pufferben (15 perc). Ezt kovetden a mintakat felszallo
alkoholsorban (50 %, 70 %, 96 %) dehidrataltuk és a fixalt preparatumokat propilén-
oxidos mosast kovetben araldit miigyantaba agyaztuk (Sigma-Aldrich Merck,
Darmstadt, Németorszag). A metszeteket 56 °C-on 48 Ooran at termosztatban
inkubaltuk a teljes polimerizacios keménység eléréséig. Az igy elkészitett blokkokbodl
Leica Ultracut UCT ultramikrotémmal (Leica, Bécs, Ausztria) metszeteket
készitettiik. Az elektronmikroszkopos (JEOL JEM 1010, Peabody, Egyesiilt Allamok)
vizsgalat elott a mintakat uranil-acetattal és 6lom-citrattal festettiik meg, majd a
képeket egy Olympus Veleta CCD-kameraval készitettiik el (Olympus, Miinster,

Németorszag; Leiter és mtsi, 2005; Kovacs és mtsi, 2014).
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3.3.4. Pasztazé elektronmikroszkopia-energia-szoré rontgenspektroszkopiai
(SEM-EDX) vizsgalat

Ezen vizsgalatot Dr. Daroczi Lajos (DE-TTK, Szilardtest Fizikai Tanszék)
segitségével végeztiik el. A SEM-EDX moddszerrel a biomassza feliiletén megjelend
csapadék elemosszetételét vizsgaltuk.

A micéliumot 24 6ras inkubalast (16,5 °C, 3,7 Hz) kovetden sziirtiik, majd egy
¢éjszakan keresztiil fagyasztva szaritottuk (CHRIST Alpha 1-2 LDplus liofilizator,
Osterode, Németorszag). A liofilizalt mintak feliiletét szénréteggel vontuk be, majd a
SEM vizsgalatot Hitachi S 4300 pasztaz6é -elektronmikroszképpal (Hitachi,
Schaumburg, Egyesiilt Allamok) végeztiik, amely RONTEC energiaszoro
rontgenspektrométerrel volt felszerelve (Rontec, Berlin, Németorszag). A képeket 15
kV-os gyorsitofesziiltség mellett rogzitettik masodlagos elektron iizemmodban

(Huang ¢és Huang, 1996; Mohanty ¢és mtsi, 2017).

3.4. Az Aspergillus nidulans torzsek elemosszetételének meghatarozasa részecske
indukalt rontgenemisszios spektroszkopia-pasztazé transzmisszios

ionmikroszkopia (PIXE-STIM) mddszer alkalmazasaval

A mérést Dr. Torok Zsofia, Dr. Szoboszlai Zoltan, Dr. Doncz6 Boglarka és Dr.
Kertész Zsofia (Atommagkutatd Intézet, Debrecen) végezték el.

A TNJ36 kontroll és az MKL 14 AcrpA torzseket a 3.2. pontban leirtak alapjan
CCH modszerrel készitettiik el6 a PIXE-STIM elemzéshez (Balazs és mtsi, 2010;
Kurucz és mtsi, 2018). A PIXE-STIM méréseket az Atomki pasztazo nuklearis
mikroszondajan, az 5 MV-0s Van de Graaff gyorsitd 0°-os nyalabcsatornajan
végeztik (Rajta és mtsi, 1996; Kertész és mtsi, 2015). A mintak elemosszetételét
(Z>5) PIXE technika segitéségével hataroztuk meg, amely a mintabol a besugarzas
hataséara kilépd karakterisztikus rontgensugarzas detektalasan alapul, mig a STIM
modszer informaciokat szolgaltatott a minta morfologiajarol, vastagsagardl és a
feliileti stiriiségeloszlasarol.

A telepek kozepétdl kiindulva 0,5 cm szélességli vékony téglalapokat vagtunk

ki szike segitségével, melyeket egy 2,0 cm hossziisag mintatartora rogzitettiik.
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A gomba micélium elemosszetételének meghatarozasdhoz egy orvosbioldgiai
alkalmazasra kifejlesztett mérérendszert alkalmaztunk, amely tobb ionnyalab-
analitikai technika egyidejii alkalmazasan alapul (Kertész és mitsi, 2005). A
mérdrendszer sszetevoi két rontgendetektor, egy PIPS (,,Passivated Implanted Planar
Silicon”) részecske detektorbol és egy nyalabszaggato (,,beam chopper”) voltak. Az
alacsony és kozepes energiaju rontgensugarzas (0,2-12,0 keV, Z> 5) mérésére egy
ultravékony polimer ablakii SDD rontgen detektort alkalmaztunk (SGX Sesortech),
mig a kdzepes és nagy energiaju rontgen vonalakat (3-30 keV, Z>19) egy kapton
filterrel (125 um vastag) ellatott Gresham tipusu, Be ablakt detektor mérte (Kertész
és mtsi, 2015). Mindkét detektor 30 mm? aktiv feliilettel rendelkezett és 135 °-0s
szOget zartak be a nyaldbbal. A vizsgdlatkor a minta feliiletét egy 2 um X 2 pum
méretire fokuszalt, 2,5 MeV energidju, 200-300 pA erdsségli protonnyalabbal
pasztaztuk. A STIM mérésekhez 50 mm Canberra tipusu PIPS részecskedetektort (11
keV névleges energia feloldas) hasznaltunk, ami 50 mm? aktiv feliilettel rendelkezett.
A STIM méréseket mind csak kis ionaramokkal (max.~1000 ion/s) hasznalhat6 ,,on
axis”, illetve a nagyobb ionaramokkal is hasznalhatd ,,0ff-axis” geometriaban is
elvégeztiik. Az elobbi esetben a detektor a minta mdgott van elhelyezve, ekkor a
nyalab és a detektor normalisa altal bezart szog 0 °-os, mig az utobbi esetben ez a
sz0g~20°. A nyalabaramot egyrészt egy kis méretll kompakt nyaldbszaggatd
segitségével mértiik, masrészt a minta mogé helyezett Faraday-kalitkaval is
meghataroztuk a mintan athalad6é protonok toltésmennyiségét (Bartha és Uzonyi,
2000). A detektorokbdl érkezo Gsszes jelet egy Oxford tipusi, OMDAQ mérésvezérld
rendszerrel vettiik fel Gn. lista modban (Grime és Pearce, 1995).

A mérések elsd 1épéseként a fagyasztva szaritott mintdk 1,5 mm % 1,5 mm
teriileteirdl késziilt elemtérképeket (6—9 pontban) rogzitettiik, melyek a telep széle
(beleértve azt a pontot is, ahol a micélium konfluencidja még nem volt 100 %-os) és
kozepe kozott helyezkedtek el. Annak érdekében, hogy a sugarzas karos hatasaitol
védjik a részecskedetektort, a tengelyen 1évé STIM méréseket 500-1000 proton/s
sugararammal végeztik.

A kapott PIXE spektrumokat a GUPIXWIN programkoddal értékeltiik
(Campbell és mtsi, 2010). A mintakat ,,.kdzepesen vastag” -ként kezeltiik. A liofilizalt

mintak konnyielem tartalmat (H, C, N, O és S) Elementar Vario Micro analizatorral
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(Hanau, Németorszag) hataroztuk meg, az igy kapott adatokat aztan a PIXE
spektrumok megfeleld illesztéséhez hasznaltuk fel (fiiggelék 1. tablazat). A két PIXE
detektor altal felvett spektrumban a 3,0 - 8,5 keV rontgenenergia-tartomanyba kozdos,

ezért az ezen tartomanyon beliili intenziv rontgenvonalakat (példaul kalcium Ko,

kalium Keq,) hasznaltuk a koncentracidk normalizaldsara. A legtobb esetben a két
detektor altal meghatarozott koncentraciok kozotti kiilonbségek 0-5 % kozott
mozogtak. A kdvetkez6 elemekre tortént illesztés: O, Na, Mg, Al, Si, P, S, Cl, K, Ca,
Ti, V, Cr, Mn, Fe, Cu, Zn és Cd. A fékomponensek PIXE mérésének bizonytalansaga
~5 %, mig a nyomelemek esetében ez az érték ~10-15 % kozé esett. A liofilizalt
biomasszabol mért koncentracio értékeket az egyes fémek esetében pg g -ban adtuk
meg.

A dozismérés ¢és a koncentracid meghatirozas mindségének, valamint
pontossaganak ellendrzése ¢érdekében, standard referenciaanyagokat (SRM)
hasznaltunk. A validalashoz hasznalt SRM-ek a kovetkezok voltak: egy sor tiszta fém
(Zn, Sn, Ti, Ta) és rétegelt mintak (6 um vastag Ti folia 50 um Ni-en és 6 um vastag
Ti folia 8 um Ta-n). A rétegelt standardokat a STIM mérések kalibralasara is
felhasznaltuk, tovabba a nyalabmegszakité kalibralasit minden mérés elott

elvégeztiik, hogy biztositani tudjuk az azonos mérési koriilményeket.
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3.5. Aspergillus torzsek elemosszetételének meghatirozasa induktiv csatolasu

plazma-optikai emissziés spektrometrias (ICP-OES) médszerrel

3.5.1. Aspergillus oryzae biomassza elemosszetételének és fém felvételi

hatékonysaganak meghatarozasa ICP-OES méréssel

Ezt a mérést Dr. Baranyai Edina (DE-TTK, Szervetlen és Analitikai Kémia
Tanszék, Agilent Atomspektroszkopiai Partner Laboratorium) és Toth Noémi Csilla
(DE-TTK, Szervetlen és Analitikai Kémia Tanszék) végezték el.

A kontroll és kezelt A. oryzae tenyészetek 10-10 ml térfogatat 25 pm
poérusmérett analitikai szlirdpapirral (VWR International, Debrecen, Magyarorszag)
fedett zsugoritott iivegsziiron szirtiik. A micéliumokat desztillalt vizzel mostuk és
60 °C-on 8 o6ran 4t szaritottuk, majd meghataroztuk a DCM (g 1!) mennyiségét
(Cetinkaya és mtsi, 1999; Farah és mtsi, 2007). A szaritott biomasszat nedves
roncsolassal készitettiik elé az elemanalizishez. A minta feltarasa teflonlapon 3,0 ml
65 % (m/m) HNO3 (Merck, Budapest) és 0,5 ml 30 % (m/m) H.O, (Merck, Budapest)
elegyével tortént. Az igy elokészitett mintakat 25 ml-es mérélombikokban 0,1 M
HNOs-al egészitettiik ki (Sajtos és mtsi, 2019).

A sztrletek pH-értékét 0,1 M HNOs alkalmazasaval pH 1,0 -re allitottuk be,
majd szaritdoszekrényben 80 °C-on szaritottuk savval elkezelt iivegpoharakban. A
fennmarado szerves anyag eltavolitasa céljabol 3,0 ml 65 %-0s (m/m) HNOs-hoz 1,1
ml ultratiszta vizet (MilliQ, Merck, Darmstadt, Németorszag) és 0,5 ml 30 %-0s
(m/m) H2O,-t adtunk. A mintak melegitését a teljes vizmentesség eléréséig folytattuk.
Az igy elkészitett mintakat 10 ml-es kalibralt mianyag kémcsdvekbe (VWR
International, Debrecen, Magyarorszag) 0,1 M HNOs-al jelig toltottik. A
mindségellendrzés szempontjabol minden mintat azonos modon kezeltiink (Sajtos és
mtsi, 2019).

Egy kiilonallo kisérletsorban a frissen elkészitett ,,tobbfazisu” tesztoldat
(biomassza nélkiil) 10 ml térfogatat 25 um poérusméretli szirdpapiron keresztiil
sztrtlik vakuumos tlivegszlird segitségével. A szlir6papiron narancssarga csapadék
maradt vissza, amelyet 60 °C-on 8 oran at szaritottuk. A szlirdpapirokat daraboltuk,

majd 7,0 ml 65 % (m/m) HNOs, 1 ml 30 % (m/m) H,O; és 1,1 ml ultratiszta viz
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elegyével mikrohullammal elésegitett nagy nyomasu roncsolast végeztiink (Milestone
Ethos Up, Budapest, Magyarorszag; Sajtos és mtsi, 2019). A mintaeldkészitéskor nem
hasznalt, tiszta sziirdpapirokat (N = 6) alkalmaztunk vak mintaként. Minden mintat a
tovabbi elemzés eldtt 6 °C-on taroltuk.

A biomassza és fermentlé mintak, tovabba a ,tobbfazisa” tesztoldat
elemkoncentracioit ICP-OES méréssel hataroztuk meg (ICP-OES 5100, Agilent
Technologies, Santa Clara, Egyesiilt Allamok). A mért elemek, kereskedelmi
forgalomban beszerezhet6 torzsoldatait (Merck, Darmstadt, Németorszag) hasznaltuk
a kalibralashoz, illetve szinkron vertikalis kettds nézet (SVDV) mddot hasznaltunk az
adatgytjtéshez (Sajtos és mtsi, 2019).

Az ICP-OES elemanalizis sordn meghatarozasra keriiltek az egyes mintak
fémkoncentracioi (mg 1), a biomassza fajlagos fémtartalma (mg g DCM™?), valamint
a bioszorpcid hatékonysaga (%).

A biomassza fajlagos fémtartalmat mmi-vel jeldltiik (mg g DCM™), kiszamitasa
a Cas/Mpem képlet alapjan tortént, ahol a Caps a biomassza altal abszorbealt fémek
,,t0bbfazisi” tesztoldatban (gocm ™). A kapott mmi értékeket minden esetben
korrigaltuk a kontroll A. oryzae micélium fémtartalmaval (fiiggelék 2. tablazat).

Az altalunk alkalmazott ,,tobbfazisu” tesztoldatban nem zarhatd ki csapadék
képzddése (Fe és Ce) az A. oryzae biomassza altali bioszorpcidé mellett, ezért két
bioszorpcios hatékonysagi értéket hataroztunk meg, a bioszorpcids hatékonysagot
(%) {[(Mpcm x mmi)/Cm] x 100} és a latszolagos bioszorpcids hatékonysagot (%)
{[(Mmpcm *x mmi)/Cmi] x 100}. A Cn és Cur jeloltiik a ,,tobbfazisi” tesztoldatban
meghatarozott koncentraciokat (mg 1), azaz a frissen elkészitett szlirés nélkiili

oldatbol (Cn), illetve szlirletbdl (Cme) mért értékeket.
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3.5.2. Az Aspergillus nidulans TNJ36 kontroll és MKL14 AcrpA mutans torzsek

kadmium- és réztartalmanak mérése ICP-OES médszerrel

A méréshez a 3.2. pontban ismertetett CCH agarlemezeken torténd
tenyésztést alkalmaztunk a kvantitativ elemanalizishez, ugy valasztottuk ki a
megfeleld gatlo koncentraciokat, hogy azok elegendd biomassza mennyiség mellett,
mar szignifikéns gatlast idézzenek eld, mind a kontroll, mind a AcrpA delécids mutans
torzs esetében. Az agar feliiletérdl eltdvolitott, micéliummal boritott celofan
korongokat -70 °C-on fagyasztottuk, majd mérést megel6ézéen egy éjszakan at
liofileztiik és 4 °C-on taroltuk (Kurucz és mtsi, 2018). A biomassza mintak
fémtartalmat a 3.5.1. pontban leirtakhoz hasonléan ICP-OES modszerrel hataroztuk
meg (Sajtos és mtsi, 2019).

3.6. Statisztikai kiértékelés

A statisztikai elemzésekhez az atlagokat és a szorasokat (SD) minden esetben
harom fiiggetlen kisérlet adataibol hataroztuk meg. A szignifikancia vizsgalatokhoz
Student-féle t tesztet hasznaltunk. Minden esetben a p<0,05 értéket tekintettiik
statisztikailag szignifikansnak.

Az A. oryzae fonalas gombaval végzett bioszorpcios kisérletekben a”
tobbfazisi” tesztoldat, valamint az A. oryzae ,,kétszeres dozisu” biomassza mintainak

elemzését hat parhuzamos kisérletbdl szarmazoé adat alapjan végeztiik el.
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4. Eredmények

4.1. Aspergillus oryzae stresszérzékenységének vizsgalata a banyavizben

meghatarozott fémek esetében

Az A. oryzae jol toleralta a nagy Mg?" (MICs0=60,4 mM), Li* (MICs=463
mM) és Zn** (MICs=22,4 mM) koncentraciokat. Ugyanakkor az Y3, Ce* és Nd**
tolerancia kisebbnek mutatkozott (MICsp=2,1-9,7 mM), hasonléan az AI**, Fe** és
Ni?* kezelés esetén tapasztaltakhoz, ahol a MICso érték 4,9 mM és 6,9 mM-nak
adodott (5. abra).

Li* Mg** AP Fe** Niz* Zn** Y Ce* Nd*
mM
. 0,06 30 1.4 0,6 0,2 0,04 0,007 0,002  0,0009
(Banyaviz)
mM

(MIC,)

463 60.4 6.9 6,0 4.9 22,4 9,7 2,1 7,7
Aspergillus 73 \
oryzae Rib40 e \ . e ’ . Q
kontroll - . i P .
p o P, gr— % ) e~ o~
(e ) (o - o | - 3
% / - 4 ~” \/

5. abra Az A. oryzae Rib40 torzs minimalis gatlo koncentraciéinak osszehasonlitasa a

Aspergillus
oryzae Rib40
kezelt

vizsgalt fémek esetében.

1 MICso értékek az egyes fémionok esetében mért 50 %-os novekedés gatlast jeldlik a
kezeletlen kontrollhoz viszonyitva.

36



4.2. Az Aspergillus oryzae Rib40 torzs tenyészetének morfolégiai és fiziologiai

jellemzoi

Az életképesség vizsgalatok alapjan elmondhatjuk, hogy a szaraztémeg
mennyisége az inkubacio teljes ideje alatt konstans maradt, azaz 5,9+0,3 és 6,0+0,3 g
It kozott valtozott (6/A. abra). A tenyészetek végig pelletes morfoldgiat mutattak,
atmérdjiik 0,25+0,03 cm — 0,3+0,09 cm kozott alakult a ,,tobbfazisu” tesztoldatban. A
fonalak fragmentalddasat, igy rovidebb hifa darabok megjelenését sem tapasztaltunk

(6/B. abra).

ok

oo =]

1 )
>

Szaraztomeg (g 1)

Ido (ora)

Pellet Atméro (mm)
) [

0 T T T T )
0 5 10 15 20 25
Ido (ora)

6. abra. Szaraztomeg értékek (A) és a pellet atmérdk (B) alakuldsa az A. oryzae Rib40

tenyészeteknél.

1)

(A) A ,.egyszeres dozisu” (fehér) és két paralel el6tenyészetb6l szarmazo ,.kétszeres dozist’
tenyészet (fekete) szaraztomeg értékeinek alakulasa 24 6ras inkubacios id6 alatt.

(B) A pellet atmérékben bekovetkezett valtozasok a kezeletlen kontroll (fekete) és a kezelt
(piros) A. oryzae ,kétszeres dozisu” kultarakban (50 pelletbél szamitott atlagértékeket+SD
mutattuk be) (Boczonadi és mtsi, 2020a).
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Eredményinkbdl kideriilt, hogy az egy napos (24 ora) fémkezelést kovetden,
a tovabbi 12 oras AMM tapkozegben torténd inkubacié utan, az A. oryzae tenyészet
ndvelte biomasszajanak tomegét (4,55+0,23-r61 7,43+0.35 g 1! DCM-re) és
elfogyasztotta a rendelkezésre allo gliikozt (8,59+0,09 g 171-r6l 0,18+0,09 g 1-1-re).
Fontos megjegyezni, hogy a fémekkel kezelt micéliumok novekedése és
gliikozfogyasztasa mindig Gsszehangban volt a kontroll tenyészeteknél mértekkel,
amelyeket nem tettiink ki fémkezelésnek a 24 6ras inkubacio alatt (7. abra).
Az A. oryzae Rib40 torzzsel végezett bioszorpcios kisérletkor nyomon kovettiik
a ,,t0bbfazisu” tesztoldat pH értékének és NH." tartalmanak alakuldsat 24 dran
keresztiil. A ,,kétszeres dozisti” tenyészettel végzett kisérlet alkalméval a ,,tobbfazist”
tesztoldat pH értéke folyamatosan emelkedett 3,85+0,07-r6l 4,78+0,06-ra az
inkubacios id6 24. érajara (8. abra). A NH4" tartalom az inkubacios id6 6. orajatol
(2,9+0,1 mg I"Y) kezdett emelkedésbe és az inkubacids id6 végére 43,5+4,6 mg 1!

koncentraciot ért el (8. abra).
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7. abra A Kkontroll (fekete) és kezelt (piros) micélium novekedése (DCM; A) és

gliikkézfelhasznalasa (o).

799

A 24 o6ran keresztill razatassal inkubalt kontroll és kezelt ,.kétszeres dozisu” tenyészetek
tovabbi 12 6ran at 25 °C-on, minimal tapkdzegben torténd razatasat kovetden mértiik a gliikoz
fogyasat és a DCM mennyiségét (Boczonadi és mtsi, 2020a).
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8. abra A ,kétszeres dozisu” A. oryzae Rib40 szénéhezé biomassza altal indukalt pH (A)
értékek, valamint NH4* tartalom (A) valtozasa a ,,tobbfazisu” tesztoldatban.

Az abran 3 fiiggetlen mérés atlagat és azok szorasat tiintettiik fel (Boczonadi és mtsi, 2020a).

4.3. Ritkafoldfémek bioszorpcioja Aspergillus oryzae Rib40 ipari torzzsel

Kisérleteinkben a természetes koriilményeket (Németorszagi Gessenhalde és
Nordhalde kdrnyéki banyavizek, 16,5 °C; pH 3,82) tiikr6z6 atlag fémkoncentracio
értékeket alkalmaztunk (3. tablazat). Els6 1épésben a biomasszat nem tartalmazo
atlatszatlan, sarga szinli ,,tobbfazisu” tesztoldatb6l hatidroztuk meg a
fémkoncentraciokat sziirés eldtt, azt kovetden, illetve a szlirépapiron (4. tablazat).
Ezen mérés célja, hogy megmérjiilk a gomba biomassza szamara ténylegesen
hozzaférheté fém koncentraciokat. Az ICP-OES modszerrel torténd elemanalizis
eredményei szerint a sziiretlen tesztoldatbol visszamért fémkoncentraciok kisebbek
voltak, mint a kalkulalt koncentraciok, kiilonosen a REE esetében. A legtobb fém
esetén tovabbi veszteség volt megfigyelhetd a sziirést kdvetden, kiilondsen a Fe és Ce
esetén (4. tablazat).

A 4. tablazatban feltiintetett értékek alapjan kiszamitottuk az A. oryzae Rib40
bioszorpcios hatékonysagat, illetve a latszolagos bioszorpcids hatékonysagat. Az

értékek megadasanal figyelembe vettilk a gomba biomassza altal megkotott fémek

crcr
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fémkoncentraciokat az A. oryzae micélium hozzaadasa elétt (4. tablazat). A
varakozasoknak megfeleléen bioszorpcids hatékonysagot mutatod értékek kisebbek
voltak a latszolagos bioszorpcios hatékonysagoknal (5. tablazat). Mivel mi a gomba
biomassza altal ténylegesen megkotott fémekre, illetve a megkotés hatékonysagara
voltunk kivancsiak, ezért a tovabbiakban a bioszorpcidés hatékonysag értékeket
hasznaltuk fel az elemzésekhez (5. tablazat).

A ,kétszeres dozisu” tenyészetekkel (6,0+£0,4 g DCM 1Y) végzett kisérletek
esetén a Li és Mg viszonylag Kis hatékonysaggal k6todott (2,6+0,1 % 6. ora és 5,1+1,0
% 24 6randl), mig az Al 76,9+2,7 %-a megkotddott az inkubaciotol szamitott 12 dran
beliil (5. tablazat, 9. és 10. abra). Erdekes, hogy a Fe és Ce megkotddésének a
hatékonysaga igen nagy volt, 6 6ras inkubalés utan kozel 68,8+16,4 % és 58,0+22.3
%-nak adodtak, mig a Ni és a Zn k&tési maximumai 12-24 6rés inkubacio kozé estek
36,3+14,4 és 61,6+6,2 %-al (5. tablazat, 9. és 10. abra). Fontos megjegyezni, hogy
az Y és Nd bioszorpciés mechanizmusa egymassal nagyon hasonl6d volt, 24 o6ras
inkubécio6 utan 81,5+11,3 % és 87,4+9,1 %-os kotési hatékonysaggal (5. tablazat, 9.
és 10. abra).

A ,egyszeres dozisu” tenyészettel (3,7+0,5 g DCM 171) végzett kisérletek
altalanosan lassabb folyamatokat és gyengébb kotési hatékonysagokat eredményeztek
(52,5£25,8 % Al a 24. oranal, 50,4+23,0 % Fe a kisérlet 6. 6rajanal). Fontos
megjegyezni, hogy a kisérletek reprodukalhatosaga szintén szignifikansan gyengébb
volt, melyet a kapott SD értékek is aldtdmasztottak (23-34,5 % Fe, Y, Ce és Nd
esetében; 5. tablazat, fiiggelék 1. és 2. abra).
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4. tablazat A biomassza nélkiili ,,tobbfazisu” tesztoldatban mért fémkoncentraciok.

Fémkoncentraciok Li Mg Al Fe Ni Zn Y Ce Nd
(mg 1)
[ , 0,42 736 38,1 31,8 11,5 2,75 0,66 0,32 0,136

Banyavizben

006mM)  (30mM)  (14AmM) (0,6mM) (0,2mM) (0,04mM) (7 uM) QuM) (0,9 uM)
Sziiretlen 0,3840,01 6972468  37,2+¢1,9  31,1£02  9,9+0,2  2,6403  0,5240,07 021+£0,03  0,10+0,02
tesztoldatban
Sziirt tesztoldatban 0,38+0,01 697,2+18,3 36,2+2,7 27,3+1,2 9,8+0,1 2,240,2 0,50+0,03 0,12+0,02 0,10+0,02
Sziirépapiron n.d 4349 2,6+0,6 18,0+2,9 1,0+0,2 0,2+0,1 0,05+0,11 0,5+0,3 0,01+0,01

Az ,n.d.” megjel6lés arra utal, hogy a koncentracio érték detektalasi hatar ald esett (Boczonadi és mtsi, 2020a).
5. tablazat A ,,egyszeres dozisu” és ,,kétszeres dézisu” A. oryzae Rib40 biomassza bioszorpciés hatékonysaga.

Fémek Li Mg Al Fe Ni Zn Y Ce Nd
Fémmegkotés maximuma
»kétszeres dozisu” 6 24 12 6 24 24 24 6 24
biomasszanal (6ra)
Bioszorpciés hatékonysag (%)  2,620,1 5,1£1,0 76,9427 68,8£16,4 36,3x14,4 61,6+6,2 81,5+11,3 58,0£22,3  87,449,1
Latszolagos bioszorpcids 2,6+0,1  5,1£1,0 78,7427  782+18,6 36,7145 70,6+7,1 853+11,8 98,1+21,6  90,3%9,5
hatékonysag (%)
Fémmegkotés maximuma
»egyszeres dézisu” 1 24 24 6 24 24 24 1 24
biomasszanal (éra)
Bioszorpcios hatékonysag (%)  1,841,6 2,1+1,1 52,5425,8 50,4+23,0 53+4,0  7,9414,7 39,74254  77,6434,5  40,9+282
Létsz6lagos bioszorpeids 1,8£1,5  2,1:1,1  53,94324 579426,1 5440  9,1168 41,5:353  80,6:288 42,2263

hatékonysag (%)
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9. abra A ,kétszeres dozisu” A. oryzae Rib40 biomassza bioszorpcios hatékonysaga.

Az értékeket a biologiailag hozzaférhetd fémkoncentraciokbol szamoltuk. Az atlag £SD értékek 6 parhuzamos mérésbdl lettek meghatarozva
(Boczonadi és mtsi, 2020a).
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10. a4

A biomassza fémtartalmat (fekete négyzetek, korrigalva a kezeletlen biomassza fémtartalmaval), és a ,,tobbfazisu” tesztoldat fémtartalmat (fehér

ogiai ismétlésbol szarmazo adatok alapjan hataroztuk meg (atlagértékek =SD) (Boczonadi €s mtsi, 2020a).
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4.4. A fémek sejtfelszini vagy intracellularis megkotése

A Kkezelt A. oryzae Rib40 micélium TEM elemzése egyértelmiien kimutatta,
hogy nagy elektronsiiriiségii, fémtartalmt aggregatumok jelentek meg a sejtfal kiilsé
felszinén (CSAgg; 11/B, C, D. abra). Néhany esetben az aggregatumok sejten beliili,
vakudlumokban, torténé megjelenését is detektalni tudtuk (VAgQQ; 11/E. abra).

A e _S00nm B

CSAgg 500 nm

D ‘CSAgg ; 200 nm

11. abra Az A. oryzae Rib40 ultrastrukturaja.

A kontroll (A) és a ,,tobbfazisii” tesztoldatban a kezelt ,,kétszeres d6zisii” biomasszarol (B-E)
késziilt TEM felvételek. Fémtartalmt aggregatumok a hifak feliiletén (CSAgg), fémtartalma
aggregatumok a vakudlumban (VAgg), sejtfal (CW), endoplazmatikus retikulum (ER),
mitokondrium (MT), sejtmag (N) és sejtmagvacska, (Nu), plazma membran (PM) és vakudlum
(V) (Boczonadi és mtsi, 2020a).
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A micéliumok feliiletén megjelend csapadék elemdsszetételét SEM-EDX
méréssel hataroztuk meg. (12/B, C. abra).

A kapott spektrumok alapjan elmondhatjuk, hogy az aggregatumok foként
Fe(lll)-és Al(IIT)- oxo-hidroxidok és/vagy foszfat kolloidok/csapadékok forméajaban
jelentek meg (12/D. abra). Fontos megjegyezni, hogy egyes sejtfelszini
aggregatumok Ni-t is tartalmaztak (ezeket az adatokat nem tiintettiik fel).

12. abra Az A. oryzae Rib40 micélium pasztazé elektronmikroszkopia- energia-szoro

rontgenspektroszkdopiai (SEM-EDX) elemzése.

A kontroll (A) és a ,tobbfazist” tesztoldaltnak Kitett, , kétszeres dozist” (B, C) liofilizalt
mintdkrol késziilt SEM felvételek, tovabba a kezelt tenyészet felszinén megjelent
aggregatumok EDX spektruma (D) (Boczonadi és mtsi, 2020a).
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srers

Az A. nidulans kontroll és AcrpA gén delécidos mutans torzsek nehézfém
stresszérzékenységét (0,05-0,5 mM CuCly; 0,1-6,0 mM CdCly kiilon megvizsgaltuk.

Az eredményeink alapjan mindharom A. nidulans AcrpA gén delécids
testvértorzs (MKLS, MKL10 és MKL14) megndvekedett érzékenységet mutatott
0,175 mM Cu? és 0,1 mM Cd? jelenlétekor (13. abra). A 0,125 mM vagy annal
kisebb Cu?* kezelés esetében minden testvértdrzsnél nagyon vékony, laza micélium
szovedék, az tgynevezett ,,réz fenotipus”, megjelenését tapasztaltuk, mely az MKL14
torzsnél 14,7+4,2 %-os névekedés stimulaciot okozott (Antsotegi-Uskola és mitsi,
2017) (14. abra). Figyelemre mélto, hogy mindharom AcrpA torzs jelentds toleranciat
mutatott a 0,05-0,125 mM Cu?* stresszel szemben, mig a 0,1-0,25 mM Cd?* kezelés a
testvértorzsek megnovekedett érzékenységét okozta, a kezelt kontroll torzzsel
Osszehasonlitva (15. és 16. abra).

Mindezen eredmények alapjan az ICP-OES ¢és PIXE-STIM moédszerekkel
torténd hifan beliili Cu?* és Cd?* tartalom feltérképezéséhez az MKL14 AcrpA gén
delécios torzset valasztottuk Ki. Erre a torzsre minden kisérletkor a harom vizsgalt

testvértorzsre jellemzé atlagos fenotipusos mintazat volt jellemzo.
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kontroll 0,05 mM CuCl, 0,075 mM CuCl, 0,1 mM CuCl, 0,125 mM CuCl, 0,15 mM CuCl, 0,175 mM CuCl,

TNJ36

MKLS5
(dcrpA)

MKLI10
(dcrpA)

MKL14
(derpA)

13. abra Az A. nidulans kontroll (TNJ36) és a AcrpA (MKL5, MKL10 és MKL14) mutins gombatiorzsek Cu?* érzékenységének

osszehasonlitasa.
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14. abra A kontroll és a AcrpA gén delécios torzsek feliileti tenyészeteinek Cu?* érzékenysége.

A kontroll (fehér oszlop) és a AcrpA mutans (sziirke oszlop) tenyészetek ndvekedését az 5. napon atmérdjiik lemérésével jellemeztik.

A tablazatban harom fiiggetlen mérés atlaga és szorasa szerepel. A *, # és 1 szimbolumok a szignifikans kiilonbségeket (p<0,05) mutatjak a kezelt
és a kezeletlen kontroll (TNJ36), a kezeletlen és a kezelt AcrpA gén delécids torzs kozott, illetve a kezelt kontroll és mutans torzs kozott (Boczonadi
és mtsi, 2020b).
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kontroll 0,1 mM CdcCl, 0,1SmM CdCl, 0,17SmM CdCl, 0,2 mM CdCl, 0,25 mM CdCl,

15. abra Az A. nidulans kontroll (TNJ36) és a AcrpA (MKL5, MKL10 és MKL14) mutins gombatiorzsek Cd?* érzékenységének

osszehasonlitasa.
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16. abra A kontroll és a AcrpA gén delécios torzsek feliileti tenyészeteinek Cd?* érzékenysége.

A kontroll (fehér oszlop) és a AcrpA mutans (sziirke oszlop) tenyészetek novekedését az 5. napon atmérdjiik lemérésével jellemeztiik.
A tablazatban harom fiiggetlen mérés atlaga és szorasa szerepel. A *, # és T szimbolumok a szignifikans kiillonbségeket (p<0,05) mutatjak a kezelt

¢és a kezeletlen kontroll (TNJ36) torzs kozott, a kezeletlen és a kezelt AcrpA gén delécios torzs kozott, illetve a kezelt kontroll és mutans torzs kozott
(Boczonadi és mtsi, 2020b).
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4.6. Az Aspergillus nidulans torzsek kadmium és réz tartalma

4.6.1. Aspergillus nidulans torzsek vizsgalata celofan féliaval boritott (CCH)

szilard fazisa AMM taptalajon

A 17. és 18. abran lathato, hogy mind a TNJ36 kontroll, mind pedig az MKL14
AcrpA delécios torzs megndvekedett toleranciat mutatott Cu?* és Cd?* kezeléssel
szemben, a 4.5. pontban ismertetett stressz agar kisérletekhez képest (13.-16. abra).

A 0,2-0,4 mM Cu? kezelés a AcrpA delécids torzsnél megndvekedett stressz
toleranciat eredményezett, a kezelt TNJ36 kontroll térzzsel 6sszehasonlitva. Fontos
megjegyezni, hogy az ugynevezett ,,réz fenotipus” (Antsotegi-Uskola és mtsi, 2017)
megjelenését nem tapasztaltuk a CCH kisérleti koriilmények kozott (17. abra).

Nem vart médon, a 0,1-0,5 mM CdCl; kezelés megnovelte az A. nidulans
MKL14 AcrpA torzs stressztoleranciajat a kezelt kontroll torzshdz viszonyitva, mely
jelenséget standard tenyésztési koriilmények kozott nem tapasztaltunk (16. és 18.
abra).

A CCH modszerrel kapott eredmények alapjan a 0,3 mM Cu?*, valamint a 0,3
mM Cd?* koncentracié értéket valasztottuk ki a PIXE-STIM és az ICP-OES

elemzésekhez.
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17. abra Az A. nidulans kontroll (TNJ36) és a AcrpA (MKL14) mutians gombatorzsek
Cu?* érzékenységének dsszehasonlitasa a celofannal boritott (CCH) minimal taptalajon.

A kontroll (fehér oszlopok) és a mutans (sziirke oszlopok) torzsek atlagos telepatméré adatait
harom fiiggetlen kisérletb6l kiszamitott atlag+SD-értékek alapjan jeloltik, kiegészitve a
tenyészetekrdl késziilt fotokkal.

A *, # és T szimbdolumok a szignifikans kiilonbségeket (p<0,05) mutatjak a kezelt és a
kezeletlen kontroll (TNJ36) torzs kozott, a kezeletlen és a kezelt AcrpA gén delécids torzs
kozott, illetve a kezelt kontroll és mutans torzs k6zott (Boczonadi és mtsi, 2020Db).
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18. abra Az A. nidulans kontroll (TNJ36) és a AcrpA (MKL14) mutians gombatorzsek
Cd?* érzékenységének dsszehasonlitasa a celofinnal boritott (CCH) minimal taptalajon.

A kontroll (fehér oszlopok) és a mutans (sziirke oszlopok) térzsek atlagos telepatméré adatait
harom fiiggetlen kisérletbdl kiszamitott atlag=SD-értékek alapjan jeloltiik, kiegészitve a
tenyészetekrol késziilt fotokkal.

A * # és T szimbolumok a szignifikans kiilonbségeket (p<0,05) mutatjadk a kezelt és a
kezeletlen kontroll (TNJ36) torzs kozott, a kezeletlen és a kezelt AcrpA gén delécids torzs
kozott, illetve a kezelt kontroll és mutans torzs kozott (Boczonadi és mtsi, 2020b).
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4.6.2. Aspergillus nidulans torzsek elemosszetételének vizsgalata és lokalizacidja

Az A. nidulans kontroll és deléciés mutéans telepekben a 0,3 mM Cu?* és 0,3
mM Cd?* térbeli eloszlasat PIXE modszer segitségével térképeztiik fel (19. és 20.
abra).

A 0,3 mM CuCl; esetén a TNJ36 kontroll térzs egyenletes Cu felhalmozddast
mutatott 4,5-6 mm-re a telep szélétdl (1100 ug (g DCM) ~* koncentracioban, a Cu-
koncentracid bizonytalansaga koriilbeliil 10 % volt). Azonban a kolonia kozepétdl az
oregedd régiok fel¢ haladva (13,5-15 mm kozott) egyenletesen csokkent a Cu
koncentracidja 590 pg (g DCM) 7 értékre (19/A abra). Az MKL14 AcrpA gén
delécios mutans torzs lassabb, de novekvo Cu akkumulacids dinamikat mutatott 1200
ug (g DCM) ! maximummal a metabolikusan inaktiv régiokban (10—13,5 mm kozott).
A kolodnia belseje felé haladva, hasonldan a kontroll tdrzsnél mérthez, azonban a Cu
koncentracié folyamatosan csokkent, melynek minimuma 870 ug (g DCM) -nak
adodott (19/B. dbra).

A Cd?* stressz kezelésnél a TNJ36 kontroll torzs maximalis kotési kapacitasa
a kolonia széle és kozéppontja kodzotti teriileten (7,5-9,0 mm) koncentralodott, 850
ug (g DCM) -o0s értékkel (a Cd koncentracid bizonytalansaga koriilbeliil 15 % volt)
(20/A. abra). A kontroll torzsnél tapasztaltakkal ellentétben a MKL14 AcrpA mutans
torzs folyamatosan névekvé Cd akkumulacios képességet mutatott a telep szEélétél az
oregedd régiok felé haladva 1300 pug (g DCM) ! maximalis koncentracio értékkel (a
telep szé1étél 16,5-19,5 mm tavolsagra) (20/B. abra).
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A fagyasztva szaritott mintdk 1,5 mmx1,5 mme-es teriileteinek elemtartalmat (ug (g DCM)™) 9 pontban mértiik le. Az x-tengely kiindulé pontja (0.
pont) a koldnia legsz€lét jelzi. A Cu és C elemtérképek, valamint a STIM képek az 1. pontban (100 %-o0s micélium konfluencia), 7 egymast kdvetd
pontban (a telep széle és kozepe kozott), tovabba a legutolsd 9. pontban (a telep kozepe) keriilnek bemutatasra. A szinskaldk az elemtartalom
valtozasat jelzik legnagyobbtdl (vords és fehér) a legkisebb (kék és fekete) koncentracioig (Boczonadi és mtsi, 2020b).
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20. abra Az A. nidulans TNJ36 kontroll (A) és MKL.14 AcrpA (B) mutans torzs Cd eloszlasanak PIXE-STIM elemzése.

A fagyasztva szaritott mintdk 1,5 mm>x1,5 mm-es teriileteinek elemtartalmat (ug (g DCM) ™) a TNJ36 esetében 8, mig az MKL14 térzsnél 6 pontban
mértiik. Az x-tengely kiindulé pontja (0. pont) a kolonia legszéle. A Cd és C elemtérképek, valamint a STIM képek az 1. pontban (100 %-0s
micélium konfluencia), 5 (TNJ36) és 3 (MKL14) egymast kovetd pontban (a telep széle és kozepe kozott), tovabba a legutolso 8. (TNI36) és 6.
(MKL14) pontban keriilnek bemutatasra. A szinskalak az elemtartalom valtozasat jelzik legnagyobbtol (voros és fehér) a legkisebb (kék és fekete)
koncentracidig (Boczonadi és mtsi, 2020b).
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4.6.3. Aspergillus nidulans torzsek fémtartalmanak meghatarozasa

Az A. nidulans TNJ36 kontroll és az MKL 14 AcrpA gén delécios torzsek fém
kotd képességének vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy a mutans torzs DCM-re
vonatkoztatott teljes Cd** akkumulacioja koriilbeliil 2,7-szer nagyobb volt a kontroll
torzshoz viszonyitva {1672,7+104,7 és 612,5+189,3 mg (kg DCM) '} (6. tablazat).

Fontos megjegyezni, hogy az A. nidulans MKL14 delécidés torzs
megndvekedett Cd?* bioszorpcios képessége nehézfémspecifikusnak bizonyult, mivel
a vizsgalt TNJ36 és MKL14 torzsek Cu?* felhalmozasdban nem volt szignifikans
kiilonbség 0,3 mM CuCly-al tortént kezeléskor (6. tablazat).

6. tablazat Az A. nidulans TNJ36 kontroll és a AcrpA gén delécios mutans torzs

réz- és kadmium adszorpcidja.

Fémtartalom?®
Kezelés
TNJ36 MKL14 (4dcrpA)
665,6+182,9 (mg kg 1) 697,1£106,9 (mg kg 1)
+03mM CuCl. 10,5+2,9 (mmol kg 10,9+1,7 (mmol kg %)
71 71 *
+0,3mM CdCl, 612,5+£189,3 (mg kg ™) 1672,7+104,7 (mg kg ™)

5,4+1,7 (mmol kg ') 14,9+0,9 (mmol kg %)*

2 Harom egymastol fliggetlen kisérletb6l szarmazo adatok alapjan kiszamitott atlagos
fémtartalmat £SD értékeket tiintettiik fel.

A * szimbolum szignifikans kiilonbséget jelol (p<0,05, Student-féle t-teszt alapjan) a
kadmiummal kezelt kontroll (TNJ36) és a AcrpA gén delécidos mutans (MKL14) torzsek kozott
(Boczonadi és mtsi, 2020b).
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5. Eredmények kiértékelése

A kornyezeti biotechnologiat egyre ndvekvé érdeklédés 6vezi mind a kutatok,
mind a nagyko6zonség és a kdrnyezetipar részérdl, éppen ezért az elmult két évtizedben
szamos eldrelépés tortént a bioremediaciot alkalmazo technikakban, melyeknek végso
célja a szennyezett terliletek hatékony és kornyezettudatos helyreallitasa
kornyezetbarat megoldasok alkalmazasaval és kis anyagi raforditas mellett. Egyre
szélesebb korben kezdték el vizsgalni olyan technologidk alkalmazhatosagat, amelyek
képesek csokkenteni az antropogén tevékenységek karos kdrnyezeti hatdsait. Ennek
érdekében kiilonboz6 bioremediacios technikakat fejlesztettek ki és modelleztek,
azonban a természet és/vagy a szennyez$ anyag tipusa miatt nem létezik egyetlen
olyan altalanosan alkalmazhat6 bioremediacios technika, amely ,,csodafegyverként”
szolgal a szennyezett kornyezet helyreallitasaban (Azubuike és mtsi, 2016; Gupta és
mtsi, 2016; Kang és mtsi, 2016; Isildar és mtsi, 2018; Riva és mtsi, 2020). Ezért
doktori disszertacioban azokra a kérdésekre kerestiik a valaszt, hogy: (i) az A. oryzae
€16 biomassza alkalmas-e REE rendkiviil hig oldatbol torténd szelektiv és hatékony
bioszorpcidjara mas nehézfém ionok jelenlétében? (ii) az A. nidulans mutans torzsek

esetében a Cu?* és Cd?* transzportot biztosit6 CrpA pumpa hidnya, hogyan

crer

5.1. Ritkafoldfémek bioszorpciéja Aspergillus oryzae Rib40 é16 biomasszaval

A REE iranti novekvd igény miatt megnétt az érdeklédés az elhagyott
banyaszati teriileteken talalhato szivargo vizek ipari mértékii kiaknazasara (Merten és
mtsi, 2004; Grawunder és mtsi, 2018). Nem meglepd tehat, hogy az elmult idészakban
szamos tanulmany sziiletett az értékes REE mikrobidlis eredetli biomasszaval,
,masodlagos forrasokbol” torténd visszanyerésérdl (Andrés és mtsi, 2003; Merten és
mtsi, 2004).

Ahhoz, hogy informaciokat gytijtsiink a REE hatékony bioszorpcidjahoz
alkalmazhato technologia kifejlesztéséhez, egy komplex ,,tobbfazisu” tesztoldatot
allitottunk &ssze, amely tartalmazott hdrom konnytfémet (Li*, Mg?*, AI*"), harom

nehézfémet (Fe**, Ni?*, Zn?*) és harom ritkafoldfémet (Y3, Ce**, Nd®"), a természetes
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koriilményeket tiikr6z6 mennyiségben. Minden kisérleti paramétert ugy allitottunk be,
hogy azok megfeleljenck a Németorszagi Gessenhalde és Nordhalde kornyéki
banyaviezkbo6l szarmazo adatoknak, kiilonds tekintettel a pH értékre €s homérsékletre
(3. abra, 3. tablazat). A bioszorpcios folyamatok fejlesztésekor elengedhetetlen
bizonyos paraméterek optimalizalasa, ezek koziil is az egyik legfontosabb a pH érték
(Karavaiko és mtsi, 1996; Das és Das, 2013). A savas pH tartomanyban ugyan
novekszik a REE ionok oldhatosaga, viszont oldatban maradnak mas olyan fémek
ionjai is, mint példaul Fe és Al, amelyekrdl koztudott, hogy negativan befolyasoljak
a REE kémiailag indukalt bioszorpcidjat (Karavaiko és mtsi, 1996). Nagyobb pH
értékek  esetén  Fe(lll)- és  Al(Il)- oxo-hidroxidok és/vagy  foszfat-
kolloidok/csapadékok jelennek meg a rendszerben, igy a szervetlen kémiai és a
bioszorpcios folyamatok egyiittesen mennek végbe (Merten €s mtsi, 2004).

A sejtfal feliiletén lezajlodo bioszorpcios folyamatokrol mar leirtak, hogy
nagymértékben fiiggenek a gombdk sejtfalaban talalhatdo funkcios csoportok
jelenlététdl (Glinther és mtsi, 2014). Megkiséreltiik igy leirni a hifa feliiletén, biologiai
aktivitds nélkiil lezajlodd fémkotési mechanizmusokat, tekintettel arra, hogy az
adszorpcid vizsgalatakor nem minden esetben tudunk detektalni transzport
rendszerekhez kotott bioldgiai fémfelvételt (Andrés és mtsi, 2003; Merten és mitsi,
2004; Moriwaki és Yamamoto, 2013; Wang és Chen, 2009; Soares és Soares, 2012).

A szorpcios kisérletekhez az A. oryzae Rib40 é16 biomasszajat hasznaltuk,
mint bioszorbenst, amely egy jol ismert GRAS organizmus (Machida és mtsi, 2005).
Egyes irodalmi adatok alapjan az A. oryzae hatékonyan képes nehézfém ionokat,
példaul Cd?*, Pb?* vagy Zn?", kivonni akér fémoldat elegyekbdl is (Das és Das, 2013).
Mivel az A. oryzae jelent6s mértékben képes toleralni az erés oxidativ, ozmotikus és
sejtfal-integritasi stresszt generald agenseket, azt feltételeztik, hogy a REE-el
szemben is ellendllo lesz nagy koncentraciok esetén is (Grawunder és Merten, 2012;
de Vries és mtsi, 2017; Orosz €s mtsi, 2018).

A kolloidok/csapadékok pH-fiiggo képzddése tipikus fiziko-kémiai folyamat,
amely a szivargd vizekbOl mar ismert, és altalaban a REE Fe-sal egyiitt torténd
kicsapodasaval jar egyiitt (Bau, 1999; Verplanck és mtsi, 2004).

Vélhetéen ezen folyamatok csokkentik ezen értékes fémek biologiai

hozzaférhet6ségét, azonban fontos megjegyezni, hogy a Fe(lll)- és Al(III)-oxo-
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hidroxidok vagy foszfat-kolloidok/csapadékok kémiai képzddése is megkezdddott,
amit a tesztoldat opalosodasa és jelentds mennyiségli, Fe-at és Ce-0t tartalmazo
narancssarga szinli csapadék megjelenése is jelzett (4. abra). Ez magyarazatot ad a
Fe és Ce egyidejii kicsapddasara, amit mar korabbi tanulmanyokban is leirtak savas
korlilmények kozott (Bau, 1999). Ezen megfigyelések alatamasztjak azt az
elképzelésiinket, hogy a Ce komplex fémoldatbdl torténé megkotése Fe(l11)- és Al(III)
-oxo-hidroxidok vagy foszfatok képz6déséhez és kicsapodasahoz kapcsoltan megy
végbe. Bar az altatunk beallitott kisérleti koriilményekben igen nagynak szamito Al
(1,4+1,6 mM) és Fe (0,6+2,1 mM) koncentraciok mérhetdk, melyek egyértelmiien
negativ hatassal vannak a REE bioszorpcidjara, mégis majdnem 60 %-os kotési
hatékonysagot mértiink Ce(IV) esetében 6 oras inkubaciot kovetden (5. tablazat, 9.
és 10. abra).

A Ce-mal ellentétben az Y és Nd kotési maximumai egyértelmiien a kisérlet
24. orajara tolodtak, ahol is 80 %-ot meghalad6 szorpcids hatékonysagokat tudtunk
mérni, amely jelenségért valosziniileg a biomasszaban lezajlodo, lasst, de aktiv
mechanizmusok tehet6k feleléssé (5. tablazat, 9. és 10. abra). Ugyanakkor
megfigyelhetd volt Ni ¢és Zn kotddése is, de relative gyengébb kotési
hatékonysagokkal (5. tablazat, 9. és 10. abra). A Ni esetében mar korabban leirtak,
hogy Zn, Pb és Cd jelenlétében gyengébb hatékonysaggal képes megkotddni (Das és
Das, 2013). Az Y és Nd késoi bioszorpcidja egybeesett a pH érték novekedésével és
a megnovekedett NH4* koncentraciokkal (8. abra), ami az é16 hifakban végbemend
élettani folyamatokra vezethetok vissza. Az éhezd tenyészetekben a fizioldgiai
folyamatok elérehaladasa 0Osszefliggésben all az intracellularis fehérjetartalékok
jelentds mértékii lebontasaval és a progressziv makroautofagiaval (Pusztahelyi és
mtsi, 1997; Emri és mtsi, 2004; Szilagyi és mtsi, 2013). Azon folyamatokat, ahol az
NH,* felszabadulasa a pH értékek novekedéséhez vezet, féként fonalas gombakban
figyelték meg, példaul a Schizophyllum commune esetében (Merten és mtsi, 2004).

A TEM vizsgalatkor mind sejtfelszini, mind intracellularis aggregatumokat is
megfigyeltiink. Ezen eredményiink kapcsan fontosnak tartom megjegyezni, hogy az
altalunk vizsgalt bioszorpcios mechanizmusokra az extracellularis fém megkotés volt
inkabb jellemz6, ugyanakkor a mérgez6 fémek intracellularis kompartmentalizacioja

a vakudlumokban, nemecsak aktiv felvételi mechanizmusok jelenlétét jelzi, hanem az
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€16 hifakban lezajlodo méregtelenitési folyamatokat is (11. abra) (Pocsi és mtsi, 2004;
Schlunk ¢és mtsi, 2015). Ezek alapjan megkiilonboztethetiink egy tilnyomorészt a
sejtfalon lezajlodd, gyors, Fe(lll)- és  Al(ll1)-oxo-hidroxid és/vagy foszfat
kolloidok/csapadékok megjelenésével jard megkotést és egy lassabb, de aktivabb
intracellularis fémfelvételt, ami Osszhangban van az eddig leirt bioszorpcios
mechanizmusokkal (Wang és Chen, 2009). Az EDX vizsgalatoknal Ni-tartalmu
aggregatumok megjelenését is megfigyeltiikk a hifa egyes részeinek felszinén (ezen
adatokat nem tiintettiik fel), amely aldtdmasztja azt a nézetet, miszerint a Ni a
,,tobbfazisu” tesztoldatbol torténd megkotése idében és térben eltolodik a Fe(lll)- és
Al(I)-oxo-hidroxid és/vagy foszfat kolloidok/csapadékok megjelenésétdl (12.
abra).

Mindezen eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy lehet6ség nyilik a
manapsag egyre nagyobb jelentséggel bird és értékes REE banyaszati teriileteken
abra).

Megfigyeléseink szerint egy kétfazisu bioszorpcios rendszer alkalmazéasaval
tovabb lenne névelhet6 a REE megkotésének hatékonysaga, oly mddon, hogy az elsé
fazisban a Fe és Al megkotése torténne egy viszonylag rovid inkubacios id6
alkalmazasaval, majd ezt kovetné a masodik fazis, amikor is egy uj biomassza toltet
alkalmazasaval a fennmarad6 REE még hatékonyabb megkdtése zajlana le. Habar
ezen korillmények kozott a Ce** kicsapodasa egybeesne a Fe(lll)- és Al(Il1)-oxo-
hidroxid és/vagy foszfat kolloidok/csapadékok megjelenésével, de a Ce** vélhetden

az Y vagy a Nd szorpcios mintazatat mutatna (Boczonadi és mtsi, 2020a).
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21. abra Az A. oryzae Rib40 Y és Nd kotési profilja.

Az abran a REE (Y és Nd) 24 6ranal bekdvetkezd specialis bioszorpcidja figyelhetd meg,
amely szoros Osszefliggésben all a tesztoldatban mérhet6, dinamikusan névekvé pH és NH4*
koncentraciokkal. A fémek Fe(Ill)- ¢és  Al(Ill)-oxo-hidroxid és/vagy foszfat
kolloidok/csapadékok formalyaban a hifak felszinén jelentek meg.

63



5.2. Nehézfémek bioszorpcioja Aspergillus nidulans AcrpA hianymutans torzs

alkalmazasaval

A gombak szamos fehérjecsaladdal rendelkeznek, amelyek részt vesznek a
Cu homeosztézis fenntartisaban, ide tartoznak példaul a Cu?* és Cd?* megkotésében

szerepet jatszo transzkripcids faktorok, vagy maguk a transzporterek. Utobbiak a

c gy

crer

kevés irodalmi adat all rendelkezésiinkre a modellorganizmusként hasznalt A.
nidulans fonalas gomba esetében. Kisérleteinkben az AN3117 (crpA) gén
A. nidulansban.

A fenotipus vizsgalat alapjan elmondhatjuk, hogy az altalunk tesztelt AcrpA
gén delécios mutans torzsek (MKL5, MKL10, MKL14) megndvekedett stressz
érzékenységet mutattak mind a Cu?*, mind pedig a Cd?* nehézfémstressz kezelésekre
(13.-16. abra), mely eredmények Osszhangban allnak az Antsotegi-Uskola és mtsi.
(2017) altal kozzétett korabbi kisérleti adatokkal (Antsotegi-Uskola és mtsi, 2017).
Az ugynevezett ,réz fenotipus” megjelenését (nagyon vékony, laza micélium
szovedék) csak a AcrpA torzsekkel végzett feliileti stresszérzékenység vizsgalatok
esetén figyeltik meg (13. abra). Az MKL14 t6rzzsel, CCH koriilmények kozott
elvégzett kisérleteknél nem tapasztaltuk ezen fenotipus megjelenését, mely azzal
magyarazhatd, hogy ezen tenyésztési koriilmények kozott a micélium ellenallobb a
nehézfém okozta stresszel szemben (17. abra). A kapott eredmények felhivjak a
figyelmet arra, hogy ezen specidlis ,réz fenotipus” megjelenése szervesen
esetén (Antsotegi-Uskola és mtsi, 2017).

Nem meglep6 modon, mind a TNJ36 kontroll, mind az MKL 14 mutans torzs
megndvekedett toleranciat mutatott CCH tenyésztési koriilmények kozott (17. és 18.
abra). A szilard fazisu kisérletekhez képest eltolodott koncentracio értékeket a
torzsek egy napos eléndvesztésének tulajdonithato. llyen jelenséget figyeltek meg a

lipid-peroxidaciot inicialo vegyiiletnek (terc-butil-hidroperoxid) kitett A. nidulans
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AatfA (bZIP tipust transzkripcios faktor) mutans torzs esetében Hagiwara és mtsi
(2008), Balazs és mtsi (2010), Emri és mtsi (2015), valamint Orosz és mtsi (2017).

Mindkét nehézfémstressz esetén tapasztaltunk paradox stressz-érzékenységi
fenotipust, amikor az MKL14 AcrpA torzs megnovekedett nehézfém toleranciat
mutatott a kezelt kontroll torzshéz viszonyitva. Ezen jelenség kialakulasat normal
kezelésnél, mig CCH agarlemezeken végzett kisérletkor a legkisebb 0,1 mM Cd?
koncentracional figyelhettik meg (13. és 18. abra). Hasonld tulkompenzacios
mechanizmusokat irtak le Emri és mtsi (1997, 1999), illetve Pocsi és mtsi (2011),
mikor nem vart médon megnovekedett stressz tolerancia alakult ki. A Penicillium
chrysogenum figyelemre mélto ellenalloképességet mutatott az olyan oxidativ stressz
generalo agensek, mint a hidrogén-peroxid, terc-butil-hidroperoxid, vagy menadion
alkalmazasa esetén, ami a megnovekedett glutation peroxidaz és katalaz
aktivitasokkal volt magyarazhat6. Ezen eredmények alapjan elmondhat6, hogy a
CrpA elsésorban Cu?* transzporter, de emellett szallithat Cd?* ionokat is, ha mas {8
Cd?* detoxifikalo rendszerek, mint a Cd?* pumpak és a glutation/fitokelatin rendszer
telitettek (Antsotegi-Uskola és mtsi, 2017). Ezen megallapitassal 6sszhangban a
tilkompenzacidés mechanizmusok hatékonyabban miikddtek a Cd?* stressznek Kitett
CCH tenyészetekben, ami jelentésen megndvekedett Cd?* toleranciét és bioszorpciot
eredményezett a delécios térzsben (17. abra és 6. tablazat).

A PIXE-STIM mérések alapjan elmondhatjuk, hogy a TNJ36 kontroll
torzsben a Cu?* és a Cd?* is hasonld térbeli eloszlasi mintazatot mutat, azaz mindkét
fém jellemzden a telep kozepe és széle kozott halmozodik fel. Ez azzal magyarazhato,
hogy a CrpA mas nehézfém ion transzporterekkel egyiittmiikodve, a hifak apikalis és
szubapikalis régidiban taldlhato sejtekbdl aktivan pumpalta ki a Cu?* és a Cd*
ionokat, igy a telep szélén Kisebb koncentracio értékeket hataroztunk meg (19/A. és
20/A. abra) (Wiemann és mtsi, 2017; Antsotegi-Uskola és mtsi, 2017; Bakti és mtsi,
2017; Cai és mtsi, 2018; Yang és mtsi, 2018; Raffa és mtsi, 2019).

Az MKL14 AcrpA torzs esetében a telep szélen jelentdsen kisebb nehézfém
ion koncentraciot mértiink, szemben az 6reged6 régiokkal. Ezen eredmények jelzés
értékiliek, ugyanis alternativ detoxifikdld6 mechanizmusok, mint példaul Cu?

metallotioneinek vagy a Cd?* glutationnal alkotott komplexei a citoplazmaban, illetve
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a vakuolumokban raktarozodnak, igy valészintileg hozzajarulnak a nehézfém tartalom
szabalyozasahoz ¢és a fémek okozta toxicitds semlegesitéséhez (Canovas és mitsi,
2003; Guelfi és mtsi, 2003; Antsotegi-Uskola és mtsi, 2017; Cai és mtsi, 2018; Guo
és mtsi 2019; Sacky és mtsi, 2014 és 2019) (19/B. és 20/B. abra).

Az ICP-OES elemanalizis ramutatott, hogy az MKL14 AcrpA torzs jelentésen
megnovekedett Cd akkumulacios képessége {1672,7+104,7 mg (kg DCM) 1 0,3 mM
Cd?* 6. tablazat} kiemelkedd a gombék korében. Az eddig rekordernek szamito A.
fumigatus Af293 torzs CCH tenyészetei csupan 850+110 mg (kg DCM)* Cd-ot képes
felhalmozni 2 mM koncentracidban alkalmazott Cd?* kezelésnél (de Vries és mtsi,
2017; Bakti és mtsi, 2017; Orosz és mtsi, 2018; Kurucz és mtsi, 2018). Fontos
megjegyezni, hogy Kurucz és mtsi (2018) altal végzett kisérletek esetében a leoltas
kodzvetleniil a Cd?* kiegészitett taptalajra tortént, szemben az altalunk alkalmazott egy
napos telep stresszorral kiegészitett taptalajra torténd atvitelével (Kurucz és mitsi,
2018).

Korabbi tanulmanyokban mar leirtdk magnetotaktikus baktériumok Co
bioszorpcidjat geologiai mintakbol (Maenhaut, 1987), valamint nehézfémet
akkumulalé Citrobacter ssp. fajok (Jeong és mtsi, 1997; Tajer-Mohammad-Ghazvini
és mtsi, 2016), tovabba arbuszkularis mikorrhiza gombak, Cynodon dactylon és
Fusarium culmorum obligalt n6vény patogén, Fomes fomentarius farontd6 gombak
(Koay és mtsi, 1996; Weiersbye és mtsi, 1999; Wallander és mtsi, 2002; Kral és mtsi,
2005; Olsson és mtsi, 2008 és 2011; Hammer és mtsi, 2011a; és 2011b), tovabba
emberi mintak koztiik vér, szérum, vizelet és daganatos szovetek elemosszetételének
nagy felbontast modszerekkel torténd vizsgalatat (Maenhaut és mtsi, 1980; Sabbioni
és mtsi, 1996; Kumar és mtsi, 2002).

Az altalunk elvégzett PIXE-STIM elemzéssel fény deriilt az A. nidulans
kontroll és mutans térzsek nehézfém eloszlasi mintazatai kozotti kiilonbségekre. A
jovében ez a modszer mindazon alap és alkalmazott kutatas gerincét képezheti, ahol
kiilonosen fontos a szaprofita gombak nehézfémek bioszorpcidjanak feltérképezése.
Tovéabbi eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a bizonyitottan Cu?* és Cd*
transzportért felelés CrpA pumpa hianya pozitivan befolyasolja a gomba bioszorpcios
kapacitasat, koszonhetéen a paradox moddon megjelend tilkompenzacios

mechanizmusoknak (22. abra) (Boczonadi és mtsi, 2020b).
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22. abra A. nidulans MKL14 AcrpA térzs Cd?* kotési profilja.

Az 4bran a Cd?*-al kiegészitett celofannal boritott taptalajon (CCH) felndvesztett AcrpA
torzzsel elvégzett PIXE-STIM elemzés figyelhetd meg. Az eredményekbdl kideriilt, hogy
CrpA hianya jelent6sen megvaltoztatta a Cd térbeli eloszlasat a CCH tenyészetekben. Az ICP-
OES elemdsszetétel meghatarozas ramutatott, hogy AcrpA torzs 2,7-szer nagyobb Cd
bioszorpcids kapacitassal bir a kontroll torzsh6z viszonyitva.
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5.3. Uj tudomanyos eredmények

Munkam soran két Aspergillus faj (A. oryzae és A. nidulans) alkalmazasanak
lehetdségeit vizsgltam REE visszanyerésére, valamint olyan toxikus mennyiségben
jelen 1évd nehézfémek eltavolitasara, mint a Cu és Cd.

Az elvégzett kisérletek és a kapott eredmények fényében megfogalmazhatd

Uj tudomanyos eredmények a kovetkezok:

Az A. oryzae Rib40 ipari torzs €16 biomasszaja alkalmas REE bioszorpcidjara.

A Ce komplex fémoldatbdl torténd megkdtése Fe(Il)- és AI(II)- oxo-
hidroxidok vagy foszfatok képzddéséhez és kicsapodasdhoz kapcsoltan, egy idoben
zajlik, addig az Y és Nd bioszorpcids hatékonysaganak maximuma idében eltolodott

ezekhez képest.

A torzs tobb fémion, kiilonds tekintettel a Fe és Al, egyidejii és nagy
koncentracidju jelenléte mellett is alkalmas ritkafoldfémek szelektiv €s hatékony

bioszorpciojara.

A fémek Fe, illetve Al tartalmi csapadékok forméajaban a sejtfalhoz
kapcsolodva, illetve néhany esetben intracellularisan (a vakuolumokban) jelentek

meg.

Lehetdség nyilik egy j gomba biomasszan alapul6 hatékony bioremediacios
technologia fejlesztésére, ugyanis egy kétfazisu bioszorpcios rendszerrel tovabb

novelhetd a REE bioszorpcidjanak hatékonysaga.
Az A. nidulans MKL14 AcrpA torzs esetében, mind a Cu, mind pedig a Cd

kezelés hatasdra megfigyeltiink paradox modon megjelend tilkompenzacios

mechanizmusokat.
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A PIXE-STIM elemzés ramutatott az A. nidulans kontroll és mutans torzsek

nehézfém eloszlasi mintazatai kdzotti kiilonbségekre.

Az MKL14 AcrpA térzs megddbbentden nagy, 1672,7+104,7 mg (kg DCM™1)
Cd koto képességgel bir, mely igy alkalmas lehet Cd-al szennyezett teriiletek

bioremedialasara.

A bizonyitottan Cu?" és a Cd?* transzportért felelds CrpA pumpa hidnya

pozitivan befolyésolja a gomba bioszorpcids kapacitasat.

A PIXE-STIM elemzés kombindlva az ICP-OES elemanalizissel
hozzajarulhat a megndvekedett Cd?* tolerancia mdgotti molekularis mechanizmusok
mélyebb megértéséhez, és hasznos lehet a jovOben, 0j bioremedidcios célokra

alkalmazhato torzsek fejlesztésekor.
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6. Osszefoglalas

Napjainkban a ritkafoldfémekre (REE) egyre nagyobb figyelem iranyul,
koszonhetéen  egyedi  tulajdonsagaiknak  és  rendkiviil  széles  ipari
alkalmazhatosaguknak. Ennek eredményeként a REE szennyezett talajbol, talajvizbol
vald kinyerése egy igen jelent6s kutatasi feladat. Szamos modszer 1étezik ezek
visszanyerésére, példaul kicsapas, sziirés, olddszeres extrahalas stb., &m ezek a
modszerek gazdasagi szempontbol nem bizonyultak eddig elég vonzonak
(Anastopoulos ¢és mtsi, 2016). Nem szabad viszont elfelejteniink, hogy ezen értékes
fémek jelenléte mellett kornyezetiinket egyre nagyobb mértékben terheli nehézfém
szennyezés, mely els6ésorban az olyan antropogén hatasokbol ered, mint a
mez6gazdasagi vagy ipari tevékenységek (Wu és mtsi, 2016; Ojuederie és Babalola,
2017). A nehézfém-ionok, példaul a Cu?* és Cd?*, eltavolitasa a szennyezett talajbol
vagy szennyvizboOl elengedhetetlen az egészségre €s kornyezetre gyakorolt karos
hatasaik elkeriilése érdekében, kiilonds tekintettel, ha ezen szennyezdk nagy
koncentracioban vannak jelen (Jaishankar és mtsi, 2014).

Kisérleteinkben az A. oryzae Rib40 fonalas gombat alkalmaztuk a REE vizes
oldatbdl torténd bioszorpcidjara. A gomba biomassza nagy mennyiségben és konnyen
eléallithatdo a biofermentacios folyamatok végtermékeként, amely aztan
felhasznalhat6 olyan komplex, ,,tobbfazisa” oldatban, amely leginkabb tiikrozi a
természetben el6forduld banyaszati teriiletekrdl szarmazo vizmintak elemdsszetételét
és egyéb paramétereit (pH, hoémérséklet). Annak érdekében, hogy
megbizonyosodjunk arrdl, hogy a gomba képes tulélni ezen koriilményeket, az egyes
fémekre vonatkozoan megvizsgaltuk a minimalis gatld koncentraciokat (MIC),
valamint a kisérlet teljes iddtartama alatt nyomon kdovettik a biomassza
¢életképességét. Eredményinkbdl kideriilt, hogy az A. oryzae nemcsak toleralni képes
az altalunk alkalmazott fém koncentracidkat, de 16,5 °C-on, 24 o6ran at tartd
fémkezelés utan is életképes maradt a micélium.

Az ily médon Osszeallitott ,,tobbfazisu” tesztoldatban a Ce, Al és Fe
fazisokkal egy id6ben torténd kicsapodasat figyeltiik meg a REE (Y és Nd) 24 oranal
bekovetkezd specialis bioszorpcidjat megeldzéen. Mindez azért figyelemremélto,

mert annak ellenére sikeriilt az Y-ot és Nd-ot idében elkiilonitve Kivonni, hogy az Al
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és Fe zavardan nagy koncentracioban voltak jelen. Az egyes fémekre jellemzd
kétfazisa kotddési mintazat szoros Osszefiiggésben all a tesztoldatban mérhetd,
dinamikusan novekvé pH és NH4* koncentraciokkal, ami azzal magyarazhato, hogy
glilkozmentes koriilmények kozott szénéhezés alakult ki, melynek kovetkeztében a
sejtek fehérjetartalma bomlasnak indult, igy a tesztoldatban folyamatosan emelkedd
ammonia koncentraciot mértiink.

A transzmisszios (TEM) és rontgenspektroszkopiaval egybekotott pasztazo
elektronmikroszkopos (SEM-EDX) vizsgalatkor képet kaptunk a fémfelvétel
mechanizmusardl, melybdl kidertilt, hogy a fémek Fe, illetve Al tartalmt csapadékok
formajaban a sejtfalhoz kapcsolodva, valamint néhany esetben intracellularisan (a
vakuo6lumokban) is megjelentek.
kisérleteink elsé 1épésében a CrpA transzporter élettani szerepét vizsgaltuk az A.
nidulans hianymutans torzsekben. Eredményeinkbdl kideriilt, hogy a CrpA P-tipusu
ATPaz fontos Cu?* és Cd?" pumpaként miikddik, jelentdsen hozzajarulva a gomba
nehézfém-stressz elleni védekezéséhez. Varakozasainkkal ellentétben paradox modon
megndvekedett toleranciat tapasztaltunk normal agarlemezeken Cu?*, mig a
celofannal boritott taptalajon (CCH) tortént tenyésztési koriilmények kozott Cd?
stressznek Kitett AcrpA torzs esetében. Ezen megfigyeléseink mas hatékony Cu?* és
Cd?* detoxifikacios rendszerek aktivalodasat valosziniisitik crpA hianyaban, amelyek
egyuttal tilkompenzaljak a pumpa hianyat.

Ezen megfigyelések fényében adodott tehat a kérdés, hogy a gombatelepen
beliil van-e kiilonbség a Cu®* és Cd?* térbeli eloszlasaban. E kérdés megvalaszolasa
érdekében részecske indukalt rontgen emisszios spektroszkopiaval kombinalt
pasztazd transzmissziés ionmikroszkopiai (PIXE-STIM) elemzést végeztiink,
melybdl kideriilt, hogy crpA hidnya jelentésen megvaltoztatta a Cu?* és Cd?" térbeli
eloszlasat a CCH tenyészetekben, mégpedig oly modon, hogy a mutans térzs esetében
mindkét fém felhalmozddasanak sulypontja az oregedd (vakuolizalt) régiok felé
tolodott el.

Az induktiv csatolasti plazma optikai emisszios spektrometriai (ICP-OES)
méréssel megnéztiik, hogy az el6z6 eredmények hogyan nyilvadnulnak meg az egész

gombatelepre vonatkoztatott fémmegkdté képességben. Meglepd mddon a AcrpA
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torzs 2,7-szer nagyobb Cd bioszorpcids kapacitast mutatott a CCH tenyészetekben
{1672,7£104,7 és 612,5£189,3 mg (kg DCM)*}. Mindez azért nagyon érdekes és
fontos megfigyelés, mert az eddig irodalmi adatok alapjan Cd akkumulacioban
rekordernek szamito A. fumigatus Af293 csupan 850110 mg (kg DCM)? Cd-t képes
felhalmozni (Kurucz és mtsi, 2018). Az A. nidulans AcrpA gén delécids torzs igy jo
alternativaja lehet az opportunista human patogén A. fumigatusnak a Cd-al
szennyezett teriiletek bioremediacidjaban. Reményeink szerint az altalunk
alkalmazott modszerek hozzajarulhatnak a megndvekedett Cd?* tolerancia mogotti
molekularis mechanizmusok mélyebb megértéséhez, valamint hasznos lehet
bioremediacids célokra alkalmazhatd torzsek fejlesztésére.

Mindezen képességiiknek koszonhetéen mindkét Aspergillus faj potencialis
jeloltje lehet a hatékony és egyben biztonsagos gomba biomasszan alapuld

bioszorpcids technologiak Kifejlesztésének (Boczonadi és mtsi, 2020a és 2020b).
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7. Summary

Nowadays, rare earth elements (REE) are receiving more attention due to their
unique properties and extremely wide industrial applicability. As a result, the
extraction of REE from soil and groundwater is a very urgent issue. There are several
methods for recovering REE, such as precipitation, filtration, solvent extraction, etc.,
but these methods so far did not prove to be economically feasible (Anastopoulos et
al, 2016). However, we should not forget that in the presence of these precious metals,
our environment is increasingly burdened by heavy metal pollution, which stems
primarily from anthropogenic impacts such as agricultural or industrial activities (Wu
et al, 2016; Ojuederie and Babalola, 2017). Removal of heavy metal ions such as Cu?*
and Cd?* from contaminated soil or wastewater is essential to avoid their adverse
effects on health and the environment, especially when these contaminants are present
in high concentrations (Jaishankar et al, 2014).

In our experiments, we used the filamentous fungus A. oryzae Rib40 to
biosorb REE from aqueous solution. Fungal biomass can be produced in large
quantities and easily as a final product of biofermentation processes, which can be
used in a complex, “multiphase” test solution represents the elemental composition
and other parameters (pH, °C) of naturally occurring water samples from mining
areas. To ensure that the fungi was able to survive these conditions, the minimal
inhibitory concentrations (MIC) for each metal were examined and biomass viability
was monitored throughout the whole experiment. Our results showed that A. oryzae
biomass was not only able to tolerate the metal concentrations we used, but the
mycelium remained viable even after metal treatment at 16.5 °C for 24 hours.

In the “multiphase” test solution, precipitation of the secondary Al and Fe
phases simultaneously with Ce was observed before the special biosorption of REE
(Y and Nd) at 24 h. This is remarkable because Y and Nd were successfully separated
in time despite the presence of disturbingly high concentrations of Al and Fe. The
biphasic binding pattern of each metals is closely related to the dynamically increasing
pH and NH4* concentrations measured in the test solution, which can be explained by
the fact that under glucose-depleted conditions, carbon starvation developed and the

protein content of the cells began to degrade. Presumably, these conditions positively
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affected the efficiency of biosorption as there was no active detoxification
mechanisms in the cell.

The transmission (TEM) and scanning electron microscopy combined with
X-ray spectroscopy (SEM-EDX) provided an image of the exact location of the metal
uptake, which revealed that the metals are located in the form of iron- and aluminium-
containing complexes attached to the cell wall and, in some cases, also appeared
intracellularly (in vacuoles).

Throughout our project, we studied the bioremediation of heavy metals such
as Cu or Cd and we were interested to reveal the physiological role of CrpA
transporter in A. nidulans mutant strain. Our results showed that CrpA P-type ATPase
acted as an important Cu?* and Cd?* pump, contributing significantly to protect the
fungi against the heavy metal stress. As expected, Cu?* and Cd?* stress sensitivity
studies carried out on agar plates revealed that the deletion of crpA caused a decreased
heavy metal tolerance. On the other hand, increased tolerance was observed in both
standard Cu?* stress agar plate experiments and cellophane colony harvest (CCH)
cultures, when the AcrpA strain was exposed to Cd?*. These observations suggested
the activation of other efficient Cu?* and Cd?* detoxification process in the absence of
crpA, which overcompensated for the lack of the pump.

Thus, the question arose whether there was a difference in the spatial
distributions of Cu?* and Cd?* within the fungal colony. To answer this question, we
performed a particle induced X-ray emission spectroscopy - scanning transmission
ion microscopy (PIXE-STIM) analysis, which revealed that the absence of crpA
significantly altered the spatial distribution of Cu and Cd in CCH cultures in the case
of the mutant strain, by shifting the centres of gravity of the accumulation of both
metals towards the aging (vacuolated) regions.

By using inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-
OES) measurement, we were interested to find out how the previous results were
appears in metal-binding capacity for the whole fungal colony. Surprisingly, the
AcrpA strain showed a 2.7 higher Cd biosorption capacity in CCH cultures
{1672.7£104.7 vs. 612.5+189.3 mg (kg DCM)'}. All these observations are very
intriguing and important because based on the literature dates, the A. fumigatus Af293,

which is a recorder in Cd accumulation, can only accumulate 850+110 mg (kg
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DCM)™ Cd (Kurucz et al, 2018). A. nidulans AcrpA strain may be a good alternative
for the opportunistic human pathogen A. fumigatus in the field of Cd-contaminated
bioremediation. We believe that the methods we described will contribute to further
understanding the molecular mechanisms behind increased Cd?* tolerance, as well as
to the development of new strains for bioremediation purposes.

Summing it up, both Aspergillus species may will be potential candidates for
the development of efficient and at the same time safe fungal biomass-based
biosorption technologies in the future (Boczonadi et al, 2020a and 2020b).
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8. Koszonetnyilvanitas

Elsésorban nagy tisztelettel szeretném O&szinte koszonetemet kifejezni
témavezetdmnek Prof. Dr. Pdcsi Istvdn egyetemi tandrnak, hogy lehet6vé tette és
szakmai iranyitasaval, értékes tanacsaival timogatta munkamat.

Koszonettel tartozom tovabba Dr. Emri Tamas és Dr. Leiter Eva egyetemi
docenseknek, valamint Dr. Jakab Agnes egyetemi adjunktusnak, akik
lelkiismeretesen segitették munkamat.

Koszonet illeti Prof. Dr. Erika Kothet (Friedrich Schiller University, Jena),
Dr. Anja Grawundert és Dr. Dirk Mertent (Friedrich Schiller University, Jena), a
doktori munkam alapjat képez6 adatokért és hogy hasznos tanacsaikkal tamogattak
munkamat.

Szeretném megkdszonni Jae-Hyuk Yunak (University of Wisconsin,
Madison) Mi-Kyung Leenek (Korea Research Institute of Bioscience and
Biotechnology), hogy rendelkezésemre bocsajtottak a delécidos mutans torzset.

Koszonettel — tartozom  Dr.  Pusztahelyi  Tiindének  (DE-MEK,
Agrarmiiszerkdzpont) az ammonia mérésben, Dr. Baranyai Edinanak és Toth Noémi
Csillanak (DE-TTK, Szervetlen és Analitikai Kémia Tanszék) az ICP-OES mérésben,
Dr. Torok Zsoéfianak, Dr. Szoboszlai Zoltannak, Dr. Déncz6 Boglarkanak és Dr.
Kertész Zséfianak (Atommagkutatd Intézet, Debrecen) a PIXE-STIM mérésben, Dr.
Daroczi Lajosnak (DE-TTK, Szilardtest Fizikai Tanszék) a SEM-EDX mérésben,
Prof. Dr. Antal Miklésnak és Kis Grétanak (DE-AOK, Anatomiai, Szdvet- és
Fejlodéstani Intézet) a TEM mérésben nyujtott nélkiilozhetetlen segitségiikért.

Kiilon koszonettel tartozom Prof. Dr. Csernoch Lészlo (DE-AOK, Elettani
Intézet) és Prof. Dr. Fabian Istvan (DE-TTK, Szervetlen és Analitikai Kémia Tanszék)
hasznos tanacsaikért és hogy timogattdk munkamat, szakmai fejlédésemet.

Szeretném megkdszonni Kéanya Klaudia, Csernai Beatrix, Szabo Gréta,
Gyurcso Klaudia és Konya Gabor szakdolgozoknak a lelkes és odaadd munkajukat.

Kiilon koszonettel tartozom Toth Gaborné laboratoriumi asszisztensnek, aki
nélkiilozhetetlen szakmai segitséget nyujtott a laboratoriumi munkamban, tovabba a
Molekularis Biotechnoldgiai és Mikrobiologiai Tanszék minden dolgozojanak, hogy

munkamat kellemes 1égkorben baratok kozt végezhettem.
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Nem utols6 sorban halas vagyok Sziileimnek, Novéremnek ¢és Csaladjanak,
Barataimnak a tamogatasukért, biztatasukért. Kiilon koszonettel tartozom Paromnak,
aki végig mellettem allt és hatalmas segitséget nyujtott, nemcsak a dolgozat végsd
formaban valo elkészitésében, hanem a doktori munkam teljes id6szaka alatt is.

A dolgozatot az EFOP-3.6.1-16-2016-00022 szamu ,,Debrecen Venture
Catapult Program” és az Innovacios és Technologiai Minisztérium altal meghirdetett
NKFIH-1150-6/2019 Fels6oktatasi Intézményi Kivalosagi Program, a Debreceni
Egyetem Biotechnologia témateriileti programja tamogatta. A dolgozat az Eurdpai

Uni6 tdmogatasaval, az Eurdpai Szocidlis Alap tarsfinanszirozasaval valosult meg.
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11. Fiiggelék

1. tablazat A nehézfém stressznek kitett A. nidulans TNJ36 kontroll és AcrpA gén
delécios mutans torzsekbol szarmazoé micélium szén (C), hidrogén (H), nitrogén
(N) és kén (S) tartalma.

Elemek (%0)?

Mintak

C H N S
kezeletlen TNJ36 39,23+0,47  6,25+0,04  4,66+0,08  0,334+0,006
+ 0,3 mM CuCl, 41,84+0,23  6,57+0,06  4,52+0,03  0,351+0,011
+ 0,3 mM CdCl, 41,07+£0,21  6,53+0,06  5,23+0,05 0,415+0,001

kezeletlen MKL14 (AcrpA)  42,48+0,12  6,38+0,05 5,76+0,05 0,488+0,011
+ 0,3 mM CuCl; 41,17+£0,42  6,18+0,06  5,65+0,13  0,502+0,014
+ 0,3 mM CdCl; 42,31+0,15  6,39+0,02  5,92+0,04 0,537+0,004

2 — Harom egymastol fiiggetlen kisérletbl szdrmazé adatok alapjan kiszamitott atlagos
fémtartalmat £SD értékeket tiintettiik fel (Boczonadi és mtsi, 2020b).

2. tablazat A kezeletlen A. oryzae biomasszabol mért fémkoncentraciok (mg g?).

Fémek Li Mg Al Fe Ni Zn Y Ce Nd
Keé

:i()z(;tssﬁz’?res n.d 2,75 0,07 0,085 n.d 0,086 nd. nd. nd
. 2022 +0,28 0,026 10,004 - - -
biomassza

B pg 182 008 0030077
. 40,21 +0,004 +0,01 T +0,013 e e e
biomassza

1 Az A. oryzae biomasszajaban mért fémkoncentracio6 értékeket korrigaltuk a kezeletlen gomba
biomasszaban mért koncentraciokkal. Az ,,n.d.” megjelolés arra utal, hogy a koncentracio érték

detektalasi hatar ala estek (Boczonadi és mtsi, 2020a).
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