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1. Bevezetés és célkituzések

Az ¢élesztoket szdmos ipari folyamatban hasznositjak, tobbek kozott alkohol tartalmu italok,
valamint biomassza ¢s kiilonféle anyagcsere termékek szintetizalasara. Az utobbi kategoriaba
tartoznak a kiilonb6zd enzimek, pigmentek, cukoralkoholok, aromavegyiiletek, szerves savak
¢s az etanol is. A Yarrowia nemzetség kiilonleges bioldgiai €s metabolikus tulajdonsagai révén
rendkiviil hasznos az ipari fermentacidokban, enzimatikus folyamatokban és a kornyezeti
szennyezOk csokkentésében. A folyamatosan n6vo ¢élelmiszer- €s agraripari szektorok miatt a
fenntarthat6 ipari gyakorlatok iranti igény egyre nagyobb, ¢és az 1j, hatékonyabb,
kornyezetkiméld biotechnoldgiai megoldasok keresése folyamatos. A Yarrowia fajok koziil a
Yarrowia lipolytica mar sz¢leskorlien alkalmazott az élelmiszeriparban és a gyogyszeriparban
egyarant. A Yarrowia yakushimensis a klad egyik legfrissebb tagja, igy még kevésbé ismert és
tanulmanyozott ezaltal az ipari alkalmazhatosaga vitatott.

A lipaz enzimek a szerin-hidrolazok csoportjaba tartoznak, amelyek a kiilonbozd zsirokat,
valamint olajokat hidrolizaljdk, s a hidrolizisiik soran az észterkotéseket bontjak. A
természetben mindeniitt megtaldlhatoak, szamos ndvény, allat és mikroorganizmus képes
szintetizalni 6ket. A lipaz enzimek a ndvények tekintetében kiilondsen a magok csirazasaban,
tovabba maganak a gyiimolcsnek az érési folyamatdban hasznosulnak. Emberi és allati
szervezetekben az emésztérendszerben termelddnek, a nyéalban, a gyomorban és a
hasnyalmirigyben. Az ipar leginkabb mikrobidlis lipazokat alkalmaz, mivel az adott
mikroorganizmusok konnyen tenyészthetok és hasznalhatok. A lipaz a gombdak, valamint a
baktériumok esetében gyakran extracellularis formaban van jelen, de sejtfalkotott vagy
intracellularis eléfordulasa is lehetséges. Az extracellularis térbe juttatott enzim feladata az,
hogy a lipid szubsztratot lebontsa olyan kisebb molekulakka, amelyeket a sejt mar hasznositasra
alkalmas modon fel tud venni a kornyezetébdl.

A Y lipolytica élesztégombaval kapcsolatos kutatdsok az elmult években e faj sokoldala
felhasznalasat tamasztottak ald, ezért meggydzddésem, hogy a nemzetség tovabbi eddig

kevésbé ismert fajai is hasznosak lehetnek az ipar szamara.

A munkam soran a Yarrowia lipolytica és a Yarrowia yakushimensis élesztotorzsek
lipdz termelésének tanulmanyozdsa mellett az extracellularis enzim kicsapasanak
optimalizalasat végeztem el, amely a biotechnoldgiai kutatdsok és ipari alkalmazasok

szempontjabol jelentds. Dolgozatom célja a Yarrowia lipolytica és a Yarrowia yakushimensis



torzsek kozotti kiilonbségek feltarasa, mind a lipaz termelés szempontjabol, mind a termelési
paraméterek, valamint a kiilonb6z6 kicsapasi technikak tekintetében.
Ezen célok eléréséhez az alabbi részfeladatok megvalositasat terveztem:
» Razatott lombikos és laboratoriumi méreti fermentor hasznalatanak &sszehasonlitasa
mellett.
» Lipaz enzim kicsapasanak optimalasa kiilonb6zé szerves olddszerek, valamint

ammonium-szulfat alkalmazasa soran.

Az alapvet6 kérdés az, hogy milyen feltételek mellett érhetd el a legmagasabb enzimaktivitas a
vizsgalt Yarrowia torzseknél, és milyen kiilonbségek figyelhetok meg az egyes torzsek
viselkedésében a fermentdcid soran, valamint milyen vegyszert érdemes valasztani

kicsapashoz, munkdm soran ezen kérdésekre kerestem a valaszt.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1 Elesztégombak

Az ¢élesztdgombak eukaridta, altalaban egysejtli vagy dimorf szervezetek. Ivartalan Uton
elsOsorban sarjadzassal vagy hasadassal szaporodd gombak, ivaros alakjuk, amennyiben ismert,
nem termotestben képzddik. Az élesztégombak a gombak okoszisztémajanak elterjedt tagjai,
napjainkban koriilbeliil 1500 feljegyzett fajuk van. Nemzetségi besorolasuk nem egységes;
¢lesztdgombakat fellelhetiink tomldsgombak, és bazidiumos gombak torzsében is (Kurtzman
¢s munkatarsai, 2011).

Az ¢€lesztOk részt vesznek a komplex szerves anyagok lebontasédban, biomassza eldallitdsaban,
tdpanyagok mineraliziciojaban, valamint a nitrogén- és kénkdrforgdsban. Elsddleges vagy
masodlagos lebontdként funkciondlnak az dkoszisztémakban (Buzzini és munkatérsai, 2017).
Az ¢élesztok kiilonbozd tipusti 6koldgiai kdlesonhatdsokat tartanak fenn mas szervezetekkel
(novényekkel, mas gombakkal, allatokkal, algakkal stb.), tobbek kozott mutualistak, parazitak
és korokozok formajaban is (Péter és munkatarsai, 2017). Eleszték optimalis hdmérséklete
laboratoriumi kézegben 20-30 °C koz¢ esik, az optimalis pH 4-6 kozott valtozhat, de ez fiigg a
hémérséklettdl, az oxigéntartalomtol és az adott €élesztd torzstdl is (Walker, 1998).

szarazfoldi teriiletekre oszthatok. Eleszt6ket kimutattak sos és édes vizbél, erdei,
mezOgazdasagi és antropogén hatds miatt nehézfémekkel erésen szennyezett talajbol is.
Izolaltak ket kiilonbozd termésekbdl, madarakbol és emldsokbdl is (Segal-Kischinevzky és
munkatarsai, 2022). Az emberi szervezet természetes mikrobiomjanak tagjai, fontos szerepiik
van a mikrobiom stabilitdsdban (Caetano és munkatarsai, 2023).

Az emberiség mar joval azeldtt felhasznalta az élesztdgombdkat, minthogy megértette volna
miikodésiiket. Mar az Okorban is Allitottak eld erjesztett italokat és élelmiszereket az
élesztdgombak enzimatikus potencialjat felhasznalva, mely jelentds mértékben hozzajarult a
tarsadalom fejlédéséhez és fenntarthatosdgahoz (Legras és munkatarsai, 2007). Régészeti
bizonyitékok igazoljak, hogy élesztdk altal erjesztett alkoholos italokat mar idészamitdsunk
elétt 8500-4000 kozott is eldszeretettel fogyasztottak Kindban, Irdnban és Egyiptomban,
valamint a vilag mas teriiletein is (Cavalieri €s munkatarsai 2003, McGovern, 2004).

Az ¢lesztokkel megvaldsitott hatékony erjesztési folyamatokhoz sziikséges gyakorlati
ismeretek generaciordl generaciora szalltak, anélkiil, hogy a folyamatokat irdnyité tudomanyos

elveket részletesen ismerték volna. 1864-ben lejegyezték, hogy a Saccharomyces cerevisiae
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eldallit egy anyagot, mely sejtmentes médiumban képes a cukrokat alkoholla redukalni. Az
anyagot ekkor még nem azonositottak, de megallapitottak, hogy nitrogént tartalmaz és etanollal
kicsaphato (Straathof és Adlercreutz, 2000). Ez a kisérlet vezetett az enzimek megismeréséhez.
Az elso eukariota szervezet, melynek teljes genomjat szekvenaltdk a Saccharomyces cerevisiae.
Goffeau ¢és munkatarsai (1996) felfedezése lehetdséget nyitott az eukaridta genom
miikddésének €s expresszaldsanak globalis tanulmanyozasara, mely hatalmas Iépést jelentett a

biotechnologia szamara.

2.2 Yarrowia nemzetség

A Yarrowia nemzetség, az Ascomycota torzsbe, a Saccharomycetes osztalyba,
Saccharomycetales rendbe, és a Dipodascaceae csaladba tartozik. A Yarrowia nemzetségrol
csupan egy évtizede ugy gondoltdk, hogy egyetlen mikroorganizmus alkotja. A kdzelmultban
marker-szekvenalasi vizsgalatok eredményei egyértelmiivé tették, hogy nemcsak egy
képviseldje van, 13 1j tagot soroltak a csoporthoz. A Yarrowia nemzetség a tudomany mai
allasa szerint négy ivaros fajbol all: Y. lipolytica, Y. deformans, Y. porcina és Y. parophonii,
valamint szamos aszexualis fajbol, koztik a Y. alimentaria, Y. galli, Y. hispaniensis, Y.
hollandica, Y. oslonensis, Y. phangngensis, Y. bubula, Y. divulgata, Y. keelungensis és Y.
yakushimensis (Scoch, 2020, Crous és munkatarsai, 2017). Az 1. abran lathaté a nemzetség

torzsfaja.

i [ Yarrowia oslonensis CBS 10146T AM2TI265AMIERATT
as Yarrowia parophonii D189T JQ02E37 1/JQ026370 |
= Yarnowig k==l ines <= 202 AANGET EF52 1560/EFE21561
Yarrowia porcing NCAIM Y02100T KFE49206/KFE49280
w‘j\’armwﬁa yakushimensis CBS 102524 AM2T5260/AM26847 2
Yamowia lipolytica NRRL YB-423T FJ153223/U40080
: |"_-'__ Yarrowia deformans CBS 2071T AM2T9254/EF405584
Yarrowia divulgata CBS 11013T KF425323/EU184451

Yarrowia galli NCAINY 0148687 EU343806/AY 346454
Yarrowia bubula MCAIMY 01998T KFE48301/JN256212
Yarrowia phangngaensis CBS 10407T MR 111357 /AB304T7T2
Yarrowia hollandica CBS 4855T AM2T9270/AM268482

Yarrowia alimentara CBS 10151T AM2T9260/AM2E8481
— Candida hispaniensis CBS 9996T AM27T9250/AYTBIE54

1o [——Trigonopsis variabilis NRRL Y-1579T KY105763/J0689074
oo~ Lipomycas starkeyi Y 11557T ABE14120045824
Dipodascapsis anomalia NRRL Y-7931T KY103362/J0689073
1. dbra: A Yarrowia nemzetség torzsfdja
(Forras: Crous és munkatarsai nyoman, 2017)




Szamos torzs koziiliik korabban a Candida nemzetséghez tartozott. A Yarrowia nemzetség
fajaira jellemz0 a tobboldalu sarjadzas, valamint az alhifak és valodi hifak képzédése. A tagok
szamanak novekedése a Yarrowia fajok ismert él6helyeinek kiszélesedését is eredményezte.
Szamos kornyezeti mintabol kimutattak Oket: olajszennyezett talajban, tengervizben, illetve
termeszek ¢s larvak bélrendszerében is (Nicaud, 2012). A klad legrészletesebben
tanulmanyozott tagja a Yarrowia lipolytica, melynek ipari jelentdsége nagy lipid-akkumulacios
képességében rejlik. A csoport gyors boviilésébdl addddan tobb élesztéfaj még nem jol
jellemzett a sejtndvekedés ¢€s a lipidfelhalmozas szempontjabol, melyek az ipari
felhasznalasban a legrelevansabb tényezOk (Ciurko és munkatarsai, 2023). A Y. lipolytica
sz¢leskort biotechnolédgiai alkalmazasa, felveti annak kérdését, hogy a csoport tovabbi tagjai

is eredményesen bevonhatok-e ipari folyamatokba.

2.2.1 Yarrowia lipolytica

A'Y. lipolytica teleomorf éleszté a Yarrowia nemzetség legrégebbi képviseldje, sokaig ugy
gondoltak, egyediili tagja a nemzetségnek. A fajt eredetileg a Candida nemzetségbe soroltak,
mert ivaros ton torténd szaporodasa nem volt ismert. 1945-ben egy kukorica feldolgozo lizem
rost nyesedéket tartalmazd edényébdl izolalt kultarardl kideriilt, hogy a mikroorganizmus
megfeleld taptalajon torténd inkubalasa utan aszkuszokat képez, melyek hifaelemekhez
kapcsolodnak (Wolf és munkatarsai, 1996). Wickerham és munkatarsai (1970) felfedezése utan
a faj uj neve Endomycopsis lipolytica lett, majd Saccharomycopsis lipolytica. Van der Walt és
von Arx (1980) azt a megfigyelést tették, hogy a S. lipolytica nom. inval. egyedi, tobb
szempontbol is eltér a Saccharomycopsis tobbi fajatol. Az aszkospora alakja, mérete és
felépitése egyediilallo volt a fajon beliil, illetve koenzim Q-9 jelenlétét mutattak ki, mig a faj
képviseldi jellemzden a Q-6, Q-7, vagy Q-8 koenzim rendszert mutattak. Ezen kiilonbségek
végett Van der Walt és von Arx (1980) 0j nemzetséget vezetett be, melyet Yarrowia névre
keresztelt, és megtették a Y. lipolytica-t tipusfajanak. A természetben gyakran izolalnak
kiilonb6z6 Y. lipolytica térzseket, magas zsir-, vagy fehérjetartalmu élelmiszerekbdl. Ilyenek a
fermentalt tejtermékek, mint érlelt sajtok, de tejben, kefirben, és vajban is dokumentaltdk mar
ajelenlétét, illetve hokezelt és nyers hlisokban is észlelték. Kornyezeti mintakban is fellelhetdk,
foleg olaj szennyezés érintette teriileteken, €s szennyvizbdl is kimutathatok (Groenewald és
munkatarsai, 2014).

A Y. lipolytica obligat aerob mikroorganizmus, ndvekedéséhez elengedhetetlen az oxigén

jelenléte. A torzsek széles hdmérsékleti és pH tartomdnyban tenyészthetdk; szaporodasukat
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megfigyelték 2 °C és 37 °C kozott, pH tlirési tartomanyuk pH 2,5 és 8 kozé esik. Homérsékleti
optimumuk 28-30 °C ko6z¢é tehetd, pH optimumuk 5,5 koriili, de ezt nagyban befolyasolhatja a

felhasznalt szubsztratum (Jach és munkatarsai, 2022).

Yarrowia lipolytica ipari alkalmazasa

A'Y. lipolytica széleskorii ipari felhasznalasanak egyik oka a mikroorganizmus magas lipid-
akkumulacids képessége. Szaraz sejttomegének 40%-4ig képes intracellularis lipid
felhalmozasra. Modell élesztéként szolgal a dimorfizmus, fehérje szekrécid és peroxiszoma
biogenezis tanulmanyozasa soran (Beopoulos és munkatarsai, 2011; Beopoulos és munkatarsai,
2009). Hatékonyan bontjdk a hidrofob szubsztratokat, példaul az n-alkénokat, zsirokat,
zsirsavakat és olajokat. Szénforrasként ritkdn hasznalnak fel cukrokat, de képesek szdmos
hexo6zt metabolizalni, mint gliikozt, fruktdzt, és mannozt (Fickers és munkatarsai, 2005; Flores
¢s munkatarsai, 2000). Rodrigues és Pais (1997) kutatdsai soran megallapitottak, hogy a Y.
lipolytica képes az ecetsav, tejsav, propionsav, almasav, borostyankdsav, citromsav és olajsav
felhasznalasdra, mint kizarolagos szén- ¢és energiaforrds. A felhasznalt szubsztratum
fiiggvényében szamos termék eldallitdsara alkalmas, melyek csoportositasat a 2. dbra

szemlélteti.

== ’_“.:‘y
’ Yarrowia lipolytica s ;::::
SCO Biomolekulak
(pl. telitetlen zsirsavak) l l (pl. citromsav, eritrit)

X
e S BB

Szennyezék csokkentése Enziniek Biomassza

(BOIL, KOI, fenolok) (pl. lipéz, proteaz) (pl. SCP, allattakarmany, starterkulturak)

2. abra: Yarrowia lipolytica altal termelt agrar- és élelmiszeripari termékek,
illetve hasznositdsuk
(Forras: Gottardi és munkatarsai, 2021)



A'Y. lipolytica egyik legelterjedtebb biotechnologiai alkalmazasa az SCP (single cell protien),
a mikrobidlis biomassza eléallitdsa. Ezen mikroorganizmus altal termelt SCP fehérjetartalma
magas, ¢s gazdag esszencialis aminosavakban is, igy kornyezetbarat fehérjeforrasként szolgal
allati takarmanyok szamara (Patsios és munkatarsai, 2020). A Y. lipolytica agraripari
alkalmazasa mellett, az ¢lelmiszeripari felhasznalasa is szdmottevd. Képes eritrit szintézisére,
melyet izfokozo és édesité hatasa miatt ¢lelmiszer-adalékként hasznalnak. Eléallithatd veliik
citromsav, mely izesitészerként, savanyitoszerként, antioxidansként és tartdsitoszerként is
alkalmazhatd. A citromsav, és a SCO eldallitasahoz sziikséges paraméterek megegyeznek, igy
egyes torzsek képesek szimultan szintetizalni mindkét terméket (Grembecka, 2015; Fickers és
munkatarsai, 2020).

Olajos élesztoként a Y. lipolytica képes mikrobialis lipid vagyis SCO felhalmozasara. Az SCO
(single cell oil) zsirsavosszetételétdl fliggden szamos ipar szamara hasznos vegyiilet.
Felhasznalhato biodizel gyartasra, gyogyszerek alapanyagaként, vagy emberi és allati
fogyasztasra szant esszencialis zsirsavak forrasaként (Spalvins és Bumberga, 2019). A'Y.
lipolytica-t nemcsak értékes termékek eléallitasara hasznaljak, nem kivant komponensek
felszamolasara is alkalmazhato. Az agrar- ¢és élelmiszeripari tevékenységek, magas
szennyvizhozammal jarnak, a keletkezett szennyviz tisztitidsra szorul, mieldtt a
szennyvizcsatornaba keriilhet, am ez koltséges folyamat. A Y. lipolytica bevonhaté névényi
olajok, allati zsirok vagy tejtermékek altal szennyezett viz, tisztasara. A szennyezd
komponensek szubsztratként valod felhasznéalasaval 40-80% kémiai oxigénigény csokkenést is

sikeriilt elérni (Wu és munkatarsai 2009; Taron és munkatérsai, 2020).

2.2.2 Yarrowia yakushimensis

Benno (2004) kutatasa soran azonositott éleszték kozé tartozott a (Y.) Candida yakushimensis.
Nevét a Japanban talalhaté Yakushima-szigetrdl kapta, itt izoladltdk a fajt eldszor, a
Hodotermopsis sjoestedti termesz bélrendszerébdl. A fajt késobb érvénytelenitették, mivel az
eredeti publikdcioban csak a faj nevét kozoltek, megfeleld angol vagy latin leirds nélkiil.
Groenewald és Smith (2013) kutatasuk keretein belill megallapitottak, hogy a Candida
yakushimensis nom. inval. szintén a Yarrowia kladba tartozik. Ok azonositottak elészor a Y.

yakushimensis aszexualis formajat. Az 1. tablazat bemutatja, hogy a Y. yakushimensis



rokonfajaitdl egyértelmiien megkiilonbdztethetd, a D-mannit asszimilacidja és a ndvekedési

hémeérséklet vizsgalata alapjan.

1. tablazat: Yarrowia yakushimensis és egyeb Yarrowia torzsek novekedésének
osszehasonlitisa, D-mannit szubsztraton, és 30 °C-os homérsékleten
(Forras: Groenewald és Smith, 2013)

Név D-mannit Szaporodas 30 °C-on
Y. yakushimensis + -
Y. alimentaria - -
Y. deformans + +
Y. galli +/ késleltetett szaporodas +
Y. hispaniensis + +
Y. hollandica gyenge szaporodas +
Y. lipolytica + +
Y. oslonensis - +
Y. phangngensis + +

2.3 Lipaz enzim

Az enzim felfedezése a francia kutatd Claude Bernard nevéhez fiizodik, aki 1856-ban
hasnyalmirigy valadékkal inkubalt zsirokat, olajokat €s vajat. Az inkubacios 1d6 leteltével az
elegyben zsirsav és glicerin jelent meg. O jegyezte le el3szor, zsirok és olajok lebomlasat egy
akkor még ismeretlen anyag 4ltal (Singh és Mukhopadhyay, 2012). Napjainkban tudjuk, hogy
a lipaz enzim (triacilglicerol-hidrolaz; EC 3.1.1.3) a triglicerideket szabad zsirsavakra és

glicerinre bontja, a reakcidt a 3. abra mutatja be.
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3. abra: Lipaz katalizalta hidrolizis
(Forras: Yew és munkatarsai, 2016 nyoman)

A karboxil-kétések hidrolizaldsa mellett, a lipdz enzim felhasznalhatd észterezési reakcidok

katalizalasara is, melyeknek menetét a 4. dbra szemlélteti.

Eszterezés
R,COOH + R,0OH > RCOOR,; + H,0O
Atészterezés
R,;COOR; + R3;COOR4 > R3COOR; + R{COOR4
Acidolizis
R,COOR, + R;COOH b R3COOR, + RiCOOH
Alkoholizis
R;COOR; + R3;0OH > R,COOR; + R,OH
Ammonolizis
R;COOR; + R3NH; > R;CONHR; + R,OH

4. abra: Lipaz altal katalizalt reakciok
(Forras: Houde és munkatarsai, 2004 nyomdan)

A lipaz enzim allatok, novények, penész- é€s ¢lesztogombak, valamint baktériumok
enzimkészletében is fellelhetd a természetben (Singh és Mukhopadhyay, 2012). Az eml6sokbdl
szarmazd lipadzokat 3 csoportba soroljak: emésztérendszerbe kivélasztott lipazok, szdveti
lipazok, és a tejbdl izolalhato lipadzok. Szamos szdvetben és szervben azonositottak: szivben,
agyban, izomban, artéridkban, vesében, majban, lépben ¢és zsirszovetben (Wooley és

munkatarsai, 1994). A ndvényvilag egyik legjelentdsebb lipaz termeldje a Ricinus communis,
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melynek lipolitikus aktivitasat 1890-ben jegyezték le (Gandhi, 1997). Az els6 bakterialis lipazt
1901-ben azonositottak B. prodigiosus és B. fluorescens vizsgalata soran.

A mikrobidlis lipdzokra jellemz6 a katalitikus aktivitdsuk sokfélesége, ami széleskorii ipari
felhasznalasra ad lehetdséget. A mikrobialis forrasbol eldallitott enzim az allattartasi eldirasok
szigorodasaval €s az etikai fenntartasok erdsodésével kézenfekvd megoldast nytjtott az ipar
novekvo igényére. Az ilyen mddon eldallitott enzim esetén nem kell szdmolni a szezonalis
ingadozassal, biztositott a rendszeres ellatas. Gyakran kiilonb6z6 génmanipulacios technikakat
alkalmaznak, a termeld mikroorganizmusok novekedési ratajanak ¢€s termékhozamanak
optimalizalasara, ezzel még gazdasdgosabba téve a technologiat. Az igy termelt lipaz enzimet,
por formajaban értékesitik, kihivast nem igényl6 szallitasa és konnytl felhasznalhatosdga miatt
ez a kivitelezés a fogyasztok altal is jobban preferalt (Liu és Kokare, 2017; Poeta és
munkatarsai, 2018).

A kovetkezd tablazatokban kiilonb6zé gombak (2. tdblazat) és baktériumok (3.tdblazat) altal
termelt lipdzokat, és felhasznalasi teriileteiket foglaltam Ossze.

Mint azt a 2. és 3. tablazatok is szemléltetik, a mikrobidlis lipazok alkalmazasi teriiletei szerte
agazoak: az ¢lelmiszeriparon keresztiil, a szépségiparon 4at, a konnyl ipar kiilonb6zo
szektoraiban, de még bioremedécios technologidkba is bevonhato. Az élelmiszeriparban
eloszeretettel alkalmazzak tejtermékek mindségének javitasara. A tejben talalhato zsirsavakat
bontja, ezzel roviditi a lanchosszt. A reakcid csOkkenti a sajtok érési idejét, €s eldsegiti a
jellegzetes izjegyek kifejez6dését (Law, 1999). Szdmos szépségipari termék Osszetevoi kozott
megtalalhato, példaul kiilonb6zd naptejekben és fiirdolajokban is, de a parfiimipar szdmara
egy felettébb fontos illatanyag-komponenst, a roézsaoxidot is mikrobidlis uton allitjak eld

(Flume és munkatarsai, 2016).
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2. tablazat: Penészgombak, élesztogombak daltal termelt lipazok felhaszndaldasi teriiletei
(Forras: Chandra és munkatdrsai, 2020 nyomdan)

Gombak Alkalmazasuk
Aspergillus flavus Polimerek, biodizel szintézise
Aspergillus niger Gyorsabb sajtérlelés
Aspergillus oryzae Telitett zsirsavak szintézise, gyorsabb sajtérlelés

Bacillus thermocatenulatus

Orvosi ipar

Candida antarctica

Farmeranyagok kikészitése, szurokszabalyozas a
papir ¢€s celluléz iparban

Candida lipolytica

Sajt érlelés, zsirsavtermelés

Candida parapsilosis

Elelmiszer adalékanyag

Candida rugosa

Elelmiszeripar, tapszerekben zsirpotld, aktiv
iszapkezelés, aerob hulladékkezelés

Candida tropicalis

Olaj szénhidrogének lebontasa

Fusarium solani NFCCL 4084

Biodizel eléallitas

Geotrichum candidum

Kiralis intermedierek eldallitasa, mely
gyogyszeriparban tobbet kozott az Alzheimer-kor
kezeléséhez elengedhetetlen

Penicillium abeanum

Tonhalolaj dusitasa

Penicillium chrysogenum

Elelmiszeripari hulladékkezelés

Penicillium roquefortii

Kéksajt jellegzetes izjegyinek eldallitasa

Pseudomonas aeruginosa HFE733

KOI csokkentése szerves anyagok bontasaval

Pseudomonas alcaligenes

Lugos lipazok termelése, mosopor gyartas

Pseudomonas plantarii

Anionos mososzer

Pseudomonas cepacia

Biodizel eldallitas

Rhizomucor miehei

Biokatalizator testdpolési termékekben (naptej,
fiird6olaj), kakadvajpotlok

Rhizopus arrhizus

[zfokozo észterek eldallitasa

Rhizopus nodosus

Borfeldolgozas, szortelenités €s zsirtalanitas

Trichoderma lanuginosus

Mososzer eloallitas

Yarrowia lipolytica

Nagyon hatékonyan bontja a hidroféb
szubsztratokat, és az olcsé szénforrasokat, mint n-
alkanok
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3. tablazat: Baktériumok altal termelt lipazok felhasznalasi teriiletei
(Forras: Chandra és munkatarsai, 2020 nyoman)

Baktériumok Felhasznalasuk

Achromobacter sp. HEGN 014

Olajjal szennyezett viz kezelése
Virgibacillus pantothenticus HEGN 114

Acinetobacter radioresistens Detergensek

Bacillus cereus Szennyvizkezelés

Bacillus subtilis Stitdipar, kenyérkésztés
Bacillus thermocatenulatus Orvosi ipar

Geobacillus stearothermophilus Fokozott stabilitds metanolban
Marinobacter lipolyticus Szerves oldoszer tolerans lipaz

KOI csokkentése szerves anyagok
Pseudomonas aeruginosa HFE733

bontasaval
Pseudomonas alcaligenes Lugos lipazok termelése, mosdpor gyartas
Pseudomonas fluorescens Rovar6lészer
Pseudomonas mendocina Moso6- és mosogatdszer ipar
Pseudomonas plantarii Anionos mososzer
Pseudumonas cepacia Biodizel el6allitas
Staphylococcus pasteuri Olaj lebontas
Staphylococcus warneri [zészterek elballitasa

2.4 Mikrobialis lipaz enzim tisztitasa

A lipaz enzim termelddhet intra- és extracellularisan, illetve kotddhet a sejtfalhoz is.
Altalanossagban, az extracellularis lipaz enzim termelé mikroorganizmusokat alkalmazzak
ipart folyamatokban. Az extracellularis lipazt a fermentaciot kovetden, ki kell nyerni a
folyékony matrixbol. A biomasszat ¢és az oldhatatlan részecskéket sziiréssel vagy
centrifugalassal, elvalasztjak. A feliiliszot ezutan rendszerint kicsapjak, majd tobbszordsen
tisztitjak, kiilonb6z6 bioszeparacios technologiakkal. Az enzimtisztitasi folyamatok jelentds
részének elsé 1épéseként a fehérjét kicsapjak az oldatbol. Erre a célra legelterjedtebben
alkalmazhatok a szerves oldoszerek, valamit az ammonium-szulfat. A kromatografias tisztitast

megel6zd kicsapas nagyobb termékhozamot biztosit (Saxena és munkatarsai, 2003).
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Kromatografia

A lipaz enzim tisztitasdra szamos enzimtisztitasi mddszer all rendelkezésiinkre. Egyetlen
tisztitasi 1épéssel nem tudunk kelld tisztasagh lipaz enzimet eldallitani, ezért tobb egymast
kovetd tisztitasi 1épés sziikséges. Jelenleg 3 f6 kromatografias elvalasztason alapuldé modszert
alkalmaznak mikrobidlis eredetli lipdz enzim tisztitdsara: ioncserés kromatografia, hidrofob

kolcsonhatds kromatografia, és gélkromatografia, vagyis gélsziirés (Saxena és munkatarsai,

2003).
Ioncserés kromatografia

Az ioncserés kromatografia a molekuldk feliileti toltés kiilonbségén alapszik. Ioncserés
kromatografia esetén két tipust kiilonboztetink meg: kationcseréld, és anioncseréld. A
leggyakrabban hasznalt toltetek anioncseréld esetén dietil-aminoetil csoport (DEAE),
kationcseréld esetén pedig, karboximetil (Tan és munkatarsai, 2015). A kationcseréld
kromatografidban a negativ toltésii oszlop pozitiv toltésti molekuldkat kot magahoz, mig az
anioncseréld oszlop pozitiv toltésii ligandumai a negativ toltésti molekulakat kotik. A szeparalni
kivant komponens, egészen addig kotddik az oszlophoz amig a puffer ion-erdssége nem
semlegesiti feliileti toltését, ezutan levalik az oszloprol. Az eluciot pH és ionerdsség
valtoztatasaval is elérhetjiik. Ez az egyik leggyakrabban hasznélt kromatografidss modszer
gyogyszeripari fehérjék €s peptidek tisztitasara (Gronberg, 2023). Massadeh €s munkatérsai
2012-es tanulmanyukban Bacillus stearothermophilus &ltal termelt lipdz enzim tisztitasast
végeztek. A kutatdcsoport 40%-os telitettségli ammonium-szulfatos kicsapast kovetden,
DEAE-celluloz ioncseréld kromatografiat alkalmazott. A két tisztitasi 1épéssel 2,49%-os
kitermelést értek el. Yu és munkatarsai (2007) Y1Lip2 gén altal kodolt extracellularis lipaz
enzim tisztitasanak lehetOségeit vizsgaltak, az altaluk alkalmazott fehérjetisztitas elsé 1épése
soran 100 ml fermentlevet ultrasziirén vezettek at, majd Q Sepharose FF ioncserés

oszlopkromatografiat alkalmaztak, 72%-os kitermelést eredményezve.

Hidrofob kolcsonhatas kromatografia

A hidrofob kolesonhatdsu kromatografia (HIC) olyan elvélasztasi technika, amelyben az oldott
anyagokat semleges vagy enyhén hidrofob allofazisra adszorbealjik. Altalaban az oldott
anyagok HIC allofazisokra adszorbedlodnak olyan eluensekben, amelyek sokat, példaul

ammoOnium-szulfatot nagy koncentracioban tartalmaznak allnak, amelyek eldsegitik az oldott
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anyagok hidrofob feliileteken torténd adszorpcidjat (Roettger, 1989). Az oldott anyagok a
mobilfazisban 1éve sokoncentracid csokkentésével deszorbealdodnak, és a feliilet
hidrofobicitasanak novekvd sorrendjében eludlodnak. Elészeretettel alkalmazzak lipaz enzim
tisztitdsa soran, hiszen az enzim aktiv helyét koriilvevd feliilet hidrofob tulajdonsagu.
Altalanossagban elterjedt hidrofob abszorbensek butil, metil, oktil és a fenil funkcids
csoportokat tartalmaznak (Yagmurov €s munkatarsai, 2017). Sharon és munkatarsai (1998)
kutatasukban Pseudumonas aeruginosa eredetii lipdz enzimtisztitdsat végezték. A kicsapast
ammoOnium-szulfattal végezték, a 1épés 74%-os kitermelést eredményezett. A kisdzott fehérjét

ezutan hidroxyapatit oszlopra vitték fel, ezzel 11-es tisztitasi tényezot értek. el

Gélsziirés

Gélszlirés esetén az elvalasztas alapja nem kémiai kolcsonhatdsok, hanem fizikai tulajdonsag,
a méret. Az oszlop tdltete egy finom szemcsés porozus, hidrofil gél, a mozgodfazissal kitolti a
gél porusait. A nagyobb molekuldk gyorsan atmosddnak az oszlopon, mig a kisebbek atjarjak a
porusokat, lassan érnek az oszlop aljara. A visszatartds, azaz a retencid mértéke az oldott
anyagmolekula méretétdl fligg a porus méretéhez viszonyitva (Bélanger,1997).

Az enzimtisztitas valasztott technologidja fligg a kivalasztani kivant anyag fizikai és kémiai
tulajdonsagaitol. Tan és munkatarsai (2015) tanulmanyukban Y. lipolytica esetén YILip2 enzim
tisztitdsahoz Q-Sepharose FF ioncserés kromatografiat, majd butil-Sepharose FF hidrofob-
kolesonhatas kromatografiat javasol. A technikdk alkalmazasa végett 26,5-es tisztulasi faktort

allapitottak meg valamint 23 % fehérje visszanyerést értek el.
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3. Anyagok ¢s mddszerek
3.1 Anyagok

3.1.1 Felhasznalt mikroorganizmusok

Kisérletem soran két a Yarrowia nemzetségbe tartoz6 torzset vizsgaltam:

e Yarrowia lipolytica 854/4 torzs, daralt sertéshusbol izolalva
o Yarrowia yakushimensis NCAIM Y.02052, Hodotermopsis sjostedti termesz

bélrendszerbdl izolalva

A torzsek a Mezdgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gy{ijteményébdl (NCAIM)

kerultek beszerzésre.

3.1.2 Alkalmazott tapkozegek

Minden alkalmazott tapkozeget autoklavban sterileztem, 121 °C-n 15 percig.
Elesztékivonat-pepton-gliikoz ferdeagar

A Yarrowia torzsek fenntartasahoz és felszaporitasara YEPD ferdeagart alkalmaztam, melynek

Osszetételét a 4. tablazat tartalmazza.

4. tablazat: YEPD ferdeagar

Komponens Mennyiség
Gliikoz 209
Pepton 109
Eleszt6kivonat 5¢

Agar 25¢
Desztillalt viz 1000 ml
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Inokulum tapkozeg

Az inokulum tapkozeg Osszeallitasahoz sziikséges anyagokat az 5. tablazat mutatja be.

5. tablazat: Inokulum tapkozeg

Komponens Mennyiség
Gliikoz 209
Pepton 209
Elesztkivonat 109
Desztillalt viz 1000 ml

Fermentaciohoz felhasznalt tapkozeg

A lipaz fermentacidhoz mind a fermentoros, mind a razatott lombikos eljaras esetén YEPD

taplevest alkalmaztam, melyhez kiegészitésként 1%-os koncentracioban oliva olajat és 0,5 g/l

mennyiségben Tween 80 feliiletaktiv anyagot adtam. A fermentacids tapkdzeg dsszetevoit a 6.

tablazatban szemléltetem.

6. tablazat: Fermentacios tapleves

Komponens Mennyiség
Gliikoz 209
Pepton 6,4 ¢
Elesztékivonat 109
Olivaolaj 10 ml
Tween 80 0,5¢g
Desztillalt viz 1000 ml

3.1.3 Enzimaktivitas méréshez hasznalt oldatok

Sorensen puffer (pH = 7,2)

Az enzimaktivitas méréshez 7,2-es pH-ju puffert hasznaltam. Elkészitéséhez m/15

NaxHPO4*2H>0 (11,876 g/1) és m/15 KH2PO4 (9,078 g/1) oldatokat mértem 6ssze. 100 ml pH

7,2 pufferhez dinatrium-hidrogén-foszfat oldatbol 72,6 ml és kalium-dihidrogén-foszfat

oldatbol 27,4 ml sziikséges. Az Osszemérés utan a pH-t ellendriztem.



Szubsztratum

25 mM-os para-nitrofenil-laurat szubsztratumot alkalmaztam, melyet 96 %-os etanolban
oldottam fel. A mérések soran mindig frissen készitettem el a szubsztratumot, figyelembe véve,

hogy a szubsztratum szobahémérsékleten bomlékony.
Leallit6o reagens

Leallité reagensként 0,1 N-os NaxCOs3 oldat szolgalt. 500 ml reagens elkészitéséhez desztillalt

vizbe 2,65 g natrium-karbonatot oldottam fel.

3.1.4 Kicsapas soran felhasznalt anyagok
Mcllvaine puffer (pH = 6,5)

A puffert pH=6,5 értéken készitettem el 0,2 M dinatrium-hidrogén-foszfat (25,192 g/1) és 0,1
M citromsav (21,008g/1) oldatok megfeleld ardnyu 0Osszemérésével. 100 ml pufferhez

dinatrium-hidrogén-foszfat oldatbol 69,25 ml-t mértem, majd kiegészitettem a citromsavval.
Szerves olddszerek

A szerves oldoszerek kicsapasi hatékonysaganak vizsgalata sordn 6t kiilonb6zo vegyiiletet

hasznaltam fel: etanolt, metanolt, acetont, n-propil alkoholt, n-butil alkoholt.
Ammonium-szulfat oldat

Munkdm sordn ammonium-szulfttal torténd kisézast is végeztem, ehhez 6t kiilonbozo
koncentracioban mértem hozza az ammonium-szulfatot a fermentléhez, ezt a 7. tablazatban

foglaltam Ossze.

7. tablazat: Alkalmazott ammonium-szulfat koncentrdciok

Telitettség (NH4)2S04
60% 361 g/l
70% 436 g/l
80% 516 g/l
90% 603 g/l
100% 697 g/l
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3.2 Felhasznalt eszk6zok

o Fermentor

o Razdgép

o Steril lamindris fiilke

o Elektromos pH mér6

o Spektrofotométer

o Centrifuga

o Eppendorf centrifuga

o Vizfird6

o Egyéb laboratoriumi eszkozok: analitikai mérleg, pipetta, Erlenmeyer lombik,
f6z6pohar, vortex keverd, magnes keverd, mérdhenger, Eppendorf csd, centrifuga cso,

kémcso, kiivetta stb.

3.3 Modszerek

3.3.1 Enzim fermentacio

A ferdeagaron frissen felszaporodott tenyészeteket az 5. tdblazatban bemutatott inokulum
tapkozegbe oltottam. A fermentaciokat 24 6ras inokulum tapkézegbdl inditottam, melyeket 27
°C-n inkubaltam, 160 rpm razatasi sebesség mellett. Az optimalis sejtkoncentracid
meghatarozasadhoz Perez (2023) munkdjat vettem alapul. Eredményei szerint a Yarrowia térzsek
a fermentécios tapkozegeket. Kisérletem sordn Biostat B laboratoriumi fermentorban, és
razatott lombikban parhuzamosan futtattam a fermentaciokat. A fermentor térfogata két liter,
am a megfeleld levegOztetés érdekében a fermentort 80%-ig toltdttem, 1600 millilitert
hasznaltam a 6. tablazatban bemutatott fermentacios taplevesbol. A razatott lombikos eljarashoz
150 ml fermentacios taplevest alkalmaztam. A fermentaciokat 160 rpm-es fordulatszammal

vezettem, 27 °C-on, 168 oraig.

3.3.2 Optikai denzitds mérése

Az optikai denzitas (OD) mérése képet ad a sejtek szaporodasardl. Optikai denzitds mérésére
Helios o spektrofotométert hasznaltam, a mintdkat 600 nm-es hulldmhosszi fénnyel
vilagitottam meg. Mérés el6tt a késziiléket desztillalt vizzel nullaztam. Amennyiben a mért

minta OD értéke meghaladta a 0,7-et, higitast alkalmaztam.
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3.3.3 pH meres
A pH értékek megallapitdsara Mettler-Toledo tipusu elektromos pH mérét hasznaltam, mely
kombinalt ivegelektroddal van felszerelve. Mérés elott az eszkdzt pH 2 és pH 9 értékek kozott

kalibraltam, kalibralé oldatokkal.

3.3.4 Extracellularis lipazaktivitas meghatarozasa

A fermentlevekbdl 1-1 ml mintdt mértem Eppendorf csdvekbe, majd 10 percen at 4 °C-on
10.000 rpm-en centrifugaltam. A minta ekkor két frakciora valt, az Eppendorf cs6 oldalara kitilt
szilard fazis tartalmazza a sejteket, az extracellularis enzim pedig a folyadék fazisu
feliiliszoban talalhato. A feliiliszot ledntottem €s a mintakat sziikség szerint higitottam, majd
két parhuzamos aktivitds mérést végeztem. Az enzimaktivitdas méréshez sziikséges elegyek
mennyisége a 8. tdblazatban lathat6. A megfelelden higitott enzimoldat kivételével minden
komponenst dsszemértem, majd 37 °C-os vizfiirdébe helyeztem. Az elémelegitést kdvetden
belemértem az enzimoldatot, ezzel parhuzamosan elinditottam egy stopperoérat. 10 perces

reakcioidd leteltével 250 ul Na,COs oldat hozzaadasaval ledllitottam az enzimreakciot.

8. tablazat: A lipaz aktivitas mérés reakcioelegyei

Desztillalt viz Szubsztratum Enzimoldat Puffer
(ul) (ul) (ub) (ub)
Miszervak 125 — — 725
Szubsztratumvak 25 100 — 725
Enzimvak 100 — 25 725
Minta — 100 25 725

A reakcioelegyeket Eppendorf-csdvekbe ontottem €s a fent megadott paraméterek szerint ujra
centrifugéltam. Az jboli centrifugalas a minta zavarossagat hivatott csokkenteni. A reakcid
soran a para-nitrofenil-laurat szubsztrat enzimatikus bontasa sordn felszabadult p-nitrofenol
abszorpcids maximuma 450 nm. Az enzimaktivitds meghatarozasahoz ezen a hullamhosszon

mértem a mintdk abszorbanciajat, a késziiléket miliszervakra nullaztam.

A lipaz aktivitds meghatarozasahoz a kovetkezd egyenletet hasznaltam:

21



Mintay,s — Enzimvaky,s — Szubsztratumvak

Lipéz aktivitas (U/, ) = * higitas

meredekség x reakci6 id6

Egy egységnyi (U) lipaz az az enzimmennyiség, mely a para-nitrofenil-laurat szubsztratumbol

Iumol p-nitrofenolt szabadit fel egy perc alatt a vizsgalt reakcio koriilményei kozott.

A kalibracios egyenes meredeksége: y = 11,561x

3.3.5 Szerves olddszeres kicsapas

A szerves oldoszerrel torténd kicsapas soran hat kiilonb6z6 alkohol hatékonysagat vizsgaltam.
A fermentlevet 10 percen at 4 °C-on 10.000 rpm-en centrifugéltam. A minta ekkor két frakciora
valt, az extracellularis enzimet a feliiliszobol nyertem ki. 10 ml feliiliszoéhoz az egyes kisérleti
beallitdsoknak megfeleld szerves olddszert mértem (1:1 — 1:6 fermentlé:szerves oldoszer
aranyig), majd 10 percre a hiitészekrénybe helyeztem. A 10 percet kdvetden a kicsapott fehérjét
centrifugdlassal gytjtottem Gssze a korabbival megegyezd paraméterek szerint. Ezt kovetéen
6vatosan ledntdttem a feliiluszot, tigyelve, hogy a csapadék el ne valjon a centrifuga falatol. A
csapadékot ezutan 2 ml Mcllvaine (pH= 6,5) pufferben oldottam vissza. Az enzimaktivitast

ezutan a 3.3.4 fejezetben leirtak szerint mértem.

3.3.6 Ammonium szulfatos kicsapas

A fermentaciot kdvetden a fermentlevet 10 percen at 4 °C-on 10.000 rpm-en centrifugaltam. A
feliilusz6 10 ml-es mennyiségéhez hozzamértem, a 7. tdbldzatban leirt ammonium-szulfat
mennyiségeket, majd egy €jszakara a hiitdszekrénybe helyeztem Oket. Masnap a kicsapodott
fehérjéket centrifugalassal elvalasztottam (10 perc, 4 °C, 10.000 rpm). A feliiliszot elontottem,
a csapadékot 2 ml Mcllvaine pufferben oldottam vissza, majd meghatdroztam az

enzimaktivitast.

3.3.7 Anyagmeérleg
Az anyagmérleg az enzimtisztitasi folyamatok hatékonysagarol ad atfogd képet,
elengedhetetlen eleme a kiilonbozd tisztitasi folyamatok dsszehasonlitdsanak. Az anyagmérleg

elkészitéséhez a kovetkezd szdmitasokat végeztem el:
Osszaktivitas (U) = térfogat (ml) * aktivitas (_l)
m

0sszaktivitas az adott lépésnél

Kitermelés (%) = = — —
(%) kiindulasi 6sszaktivitas
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4. Eredmeények ¢és értekelésiik

A Y. lipolytica és a Y. yakushimensis torzsek extracellularis lipaz enzimének tisztitasahoz, a
legkedvezobb fermentacios eljarast alkalmaztam Sipiczki €s munkatarsai (2024) altal optimalt
tapkozegben és koriilmények kozott az enzim eldallitasdhoz. A folyamat soran Iéptéknovelést
is megvalositottam, igy laboratoriumi fermentort is alkalmaztam, és ezt hasonlitottam 0ssze a
razatott lombikos fermentacioval. Mindkét beallitas esetén olivaolaj s Tween 80 tartalmt YEPD
tapleves volt a fermentacidos kozeg, illetve a fermentacio koOrnyezeti paraméterei is
megegyeztek. A fermentaciot 168. oraig futtattam, majd a meghatadroztam az extracellularis

enzimaktivitast.

4.1 Rézatott lombikos fermentacio

A razott lombikos fermentacid soran a tapleves térfogata 150 cm?® volt, a fermentici6 27 °C-on
zajlott, 160 RPM-es razatasi sebességgel 168 oraig. A fermentacids tapleves beoltasat kovetden
megmértem a kezdeti OD és pH értékeket, majd mindkét torzs esetében vizsgaltam ezen
jellemzok valtozasat a fermentacié soran, illetve a lipdz enzimaktivitds alakuldsat. A
fermentéaciéo nyomon kovetése érdekében mintavételezés tortént a 24., 72., és 168. oraban. Az

optikai denzitas valtozasat a fermentacio sordn, az 5. dbra mutatja be.

35
30
25

20

15

10 __/
5 /
0

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
1d6 (6ra)

ODgoonm

=@-Yarrowia lipolytica Yarrowia yakushimensis

5. abra: Yarrowia lipolytica és Yarrowia yakushimensis torzsek szaporodasanak
alakulasa optikai denzitas alapjan olivaolajjal és Tween 80-nal dusitott YEPD
tapkozegben

(Forras: sajat munka)
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A beoltast kovetéen mért OD értékek kiilonbsége elhanyagolhatd volt a két torzs kozott. 24. €s
72. 6ra kozott a Y. yakushimensis szaporodasi sebessége nagyobb volt, mint a Y. lipolytica-nal
tapasztalt, ugyanebben az iddintervallumban. A Y. yakushimensis torzsrél elmondhatd, hogy a
fermentacio sordan végig egyenletes volt a szaporodasi sebessége. A fermentacid végén, a
168.6rdban mértem a legnagyobb OD értékeket, ami a Y Ilipolytica esetén 31,59, a Y.
vakushimensis esetén 24,96. A Y. lipolytica szaporodasanak kedvezdbbek voltak a fermentacios
koriilmények. A szaporodds nyomon kovetése mellett a pH alakuldsat is megfigyeltem. A 6.

abran lathatok a fermentéacio soran mért pH értékek.
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6. abra: pH alakuldasa Yarrowia lipolytica és Yarrowia yakushimensis torzsek fermentdcioja
soran alapjan olivaolajjal és Tween 80-nal dusitott YEPD tapkézegben
(Forrds: sajat munka)

A beoltast kovetden a két torzs pH-ja kozel megegyezett, Y. lipolytica esetén a kezdeti pH 6,49,
Y. yakushimensisnél pH 6,55.A Y. lipolytica esetén a 24. déraban a pH valtozas elhanyagolhat6.
A'Y. yakushimensis esetén a tapkozeg pH-ja nagyobb mértékben valtozott, pH 6,55-r61 6,18-ra
esett ebben az iddintervallumban. A 72. éréra a két térzs pH-ja kozelitett egymashoz, ahogy a
szaporodas mértéke is megegyezett. A 168. 6raban elhanyagolhat6 eltérést dokumentéaltam. A
fermentécio végén a torzsek pH-ja 5,4 és 5,6 kozé esett, a Y. yakushimensis pH-ja alacsonyabb

volt, mint a Y. lipolytica esetében tapasztalt.

A fermentécid soran a térzsek esetében vizsgaltam az enzimaktivitast, a 24., 72. és 168. oraban.

Az enzimaktivitas €rtékek alakulasat a 7. dbra abrazolja.
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7. abra: Yarrowia lipolytica és Yarrowia yakushimensis torzsek extracellularis
lipaz aktivitasa a fermentacio soran
(Forrds: sajat munka)

A 24. 6raban mért lipaz enzimaktivitds a két torzs esetében kis kiilonbséget mutatott, ez a
kiilonbség joval jelentdsebb lett a 72. 6rdban. Mig a 24. 6raban a Y. lipolytica esetén 248,19 U/l
volt, addig a Y. yakushimensis esetén 214,75 U/l. Ezek az értékek a 72. érara a Y. lipolytica
esetén 678,83 U/l, Y. yakushimensis-nél pedig 430,88 U/l-re emelkedtek. A fermentacid végén
a 168. oraban mértem a legnagyobb enzimaktivitdst mindkét torzs esetén. A Y. lipolytica
nagyobb extracellularis lipaz aktivitast mutatott, ami 1129,22 U/l volt, a Y. yakushimensis
aktivitasa ehhez képest 16,5%-kal volt kevesebb, 969,2 U/l. Mindkét térzsrdl elmondhato, hogy
a fermentaciot kovetden a fermentlében nagy extracellularis lipaz aktivitas volt megfigyelhetd.
Corzo és Revah (1999) kutatasai soran megallapitottak, hogy a Y. lipolytica 681 lipaztermelését
szignifikdnsan (p <0,05) fokozta az olivaolaj, ha mind szén-, mind induktorforrasként
hasznaltak. A Tween 80 feliiletaktiv anyag szintén noveli az extracellularis lipaz aktivitasat, Y.

lipolytica esetén (Sipiczki és munkatarsai, 2024).

4.2 Léptéknovelés
A kutatdsom soran léptékndvelést is megvalositottam, igy laboratoriumi fermentort is
alkalmaztam, €s ezt hasonlitottam 0ssze a razatott lombikos fermentacidoval. Mindkét beallitas

esetén olivaolajjal és Tween 80-nal dusitott YEPD tapleves volt a fermentécios kozeg, illetve a
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fermentacio kornyezeti paraméterei is megegyeztek. Mindkét esetben 27 °C-os fokra allitottam
a hémérsékletet, és 160 rpm-es volt a rdzatasi sebesség. A fermentaciot 168. oraig futtattam,
majd a meghatiroztam az extracellularis enzimaktivitast. A lipdz enzimaktivitds alakulasat
fermentorban, illetve lombikban torténd termeltetés utan, a 8. abra abrdzolja Y. lipolytica és Y.

yakushimensis esetében.
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8. dbra: Yarrowia lipolytica és Yarrowia yakushimensis aktivitasanak
osszehasonlitasa, fermentorban és razatott lombikban 7 napos fermentdcio sordn
(Forras: sajat munka)

A Y. yakushimensis esetén a fermentorban 76,84 U/l lipaz enzimaktivitasi, mig a razatott
lombikos eljarasnal 993,4 U/l aktivitdsu lipaz enzimet tartalmazd fermentlevet sikeriilt
eléallitani. A Y. lipolytica a fermentorban 86,48 U/l aktivitassal rendelkezett, a rdzatott lombikos
minta ugyanennél a torzsnél 1097,6 U/l aktivitast mutatott. Alapjaban véve a Y. lipolytica
bizonyult a jobb termeldnek, bar a kiilonbség egyik eljarasnal sem jelentds, koriilbeliil 10%-kal
termelt tobb lipazt a Y. lipolytica, mint a Y. yakushimensis. Mindkét torzsnél a razatott lombikos
eljaras eredményezett nagyobb, tobb mint tizszeres extracellularis lipaz aktivitast.
Eredményeim egybevagnak Deive és munkatarsai (2010) altal tett megallapitasokkal. A
kutatocsoport Y. lipolytica extracellularis lipaz termelését az altalam is alkalmazott térfogatban,
2 dm3-es fermentorban torténd fermentacié esetén vizsgalta. Megéllapitottak, hogy 200 rpm
keverési sebességli kulturak esetén, a bioreaktor kevertetése nem volt optimalis. A vizes kdzeg

¢s az alkalmazott olajok nem keveredtek megfelelden, két fazis volt megfigyelhet6 a bioreaktor
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tetején, ami meglehetdsen gyenge termeléssel parosult. A csoport altal végzett kisérletben, a
fermentlében 48 - 36 U/l aktivitds volt megfigyelhetdé 25 mM-os para-nitrofenil-laurat
szubsztratumon. Mivel felméréseim alapjan a razatott lombikos eljaras eredményezett nagyobb

extracellularis aktivitast, ezzel a beallitassal dolgoztam tovabb.

4.3 Szerves oldoszeres kicsapas

A Yarrowia sz€leskori ipari felhasznalasa miatt, elengedhetetlen, hogy az élesztd altal termelt
enzimeket magas tisztasdgi fokon tudjuk eldallitani és forgalmazni. Munkam sordn az
enzimtisztitas els6 1épésének szerves oldoszerrel torténd kicsapast valasztottam. A szerves
oldoszerek kicsapas soran mutatott hatékonysagukat 6t kiilonbozo alkohol esetén vizsgaltam;
etalon, metanol, aceton, propil-alkohol és butil-alkohol. E16szor felmértem, hogy a felhasznalt
torzsek lipaz enzime esetén melyik alkohol a leghatdsosabb az enzim kinyeréséhez, ehhez 1:3
aranyban mértem szerves oldoszert a centrifugalt fermentléhez. Az eredményeimet az

alabbiakban mutatom be a két kiilonb6z0 faj esetén.

4.3.1. Lipaz aktivitas alakulasa Yarrowia yakushimensis esetén
A szerves olddszerrel megvaldsitott kicsapas utan mért enzimaktivitasokat, illetve kitermelést

Y. yakushimensis esetén a 9. tablazat tartalmazza.

9. tablazat: Kiilonbozo szerves oldoszerek hatékonysaga Yarrowia yakushimensis eredetii
lipaz enzim esetén
(Forrds: sajat munka)

, ) L Ossz. ) ,
Minta Térfogat | Enzimaktivitas akfivitds Kitermelés
ml U/mi U %
Kiindulsi 10 0,9670 9,6704 | 100,00%
fermentlé
Etanolos 2 0,0984 01968 | 2.03%
kicsapés utan
Metanolos 2 0.1505 03010 | 3.11%
kicsapds utan
Propanolos 2 0.1838 03676 | 3.80%
kicsapds utdn
Butanolos 2 0.1881 03763 | 3.89%
kicsapds utan
Acetonos 2 0,2132 04264 | 4.41%
kicsapds utan
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A kiindulasi fermentlé enzimaktivitasa 0,967 U/ml volt. Az 1:3 ardnyu szerves olddszeres
kicsapas utan a kitermelés 2,03% ¢és 4,41% kozé esett. A kitermelés alacsony értéke mutatja,
hogy a kicsapas nem volt til hatékony. A propanolos és butanolos kicsapas utan kozel azonos
enzimaktivitast tapasztaltam. A legnagyobb kitermelést az acetonos kezelés utan tapasztaltam,
az acetonnal torténd kicsapast tovabb vizsgaltam a fermentléhez képest nagyobb és kisebb 1:1

¢és 1:6 kozotti aranyban is.

10. tablazat: Aceton hatékonysdaga Yarrowia yakushimensis eredetii lipaz enzim esetén, 1:1-
1:6 aranyban
(Forras: sajat munka)

Minta Térfogat | Enzimaktivitas algisjizt.és Kitermelés
mi U/ml U %
Kiindulasif 4, 05445 | 54450 | 100,00%
fermentlé
11 2 0,1135 0,2271 4,17%
1:2 2 0,1259 0,2517 4,62%
1:3 2 0,1083 0,2167 3,98%
1:4 2 0,1367 0,2733 5,02%
1.5 2 0,2091 0,4182 7,68%
1:6 2 0,2534 0,5069 9,31%

A Y. yakushimensis acetonnal torténd kicsapasa soran a kezdeti aktivitas 0,54 U/ml. Bér az 1:2
aranyban vizsgalt minta aktivitdsa nagyobb volt, mint az 1:3-ndl tapasztalt, ettdl eltekintve
elmondhatd, hogy az aceton mennyiségének nodvelése jobb kitermelést eredményezett. A

leghatasosabb beallitas az 1:6 aranyl volt, itt a kitermelés 9,31%-os volt.
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4.3.2. Lipaz aktivitas alakulasa Yarrowia lipolytica esetén
Y. lipolytica esetén a fent leirtakhoz hasonldan jartam el. A Y. lipolytica eredetli lipaz enzim
szerves oldoszerekkel torténd kicsapasa utani aktivitdsat €s a kitermelését a 11. tablazat

szemlélteti.

11. tablazat: Kiilonbozo szerves oldoszerek hatékonysaga Yarrowia lipolytica eredetii lipaz
enzim esetén
(Forras: sajat munka)

) Enzim Ossz. . .
Minta Terfogat| oiivitds | aktivitas | <Ml
ml U/ml U %
K11ndu1a§1 10 0,8607 | 8,6065 | 100,00%
fermentlé
Etanolos ’k1csapas 2 0,0774 | 0,1547 1,80%
utan
Metanolos’ kicsapas 2 0,0770 | 0,1540 1,79%
utan
Propa’nolo"s 2 0,0281 | 0,0562 0,65%
kicsapas utan
Butanolos’ kicsapas 2 0,0718 | 0,1436 1,67%
utan
Acetonos kicsapis 2 0,0404 | 0,0809 0,94%
utan

A kezdeti enzim aktivitas Y. lipolytica-nal 0,806 U/ml. Kisérletem soran nagyon alacsony
kitermelést mutatott a torzs minden alkalmazott alkohol esetén. Az etanol és a metanollal
torténd kicsapas hasonld kitermeléssel jart, az etanollal kezelt minta kitermelése 0,01%-kal
magasabb, mint a metanolnal tapasztalhato. Bar az eltérés igazan csekély, eredményeim alapjan
az etanollal végeztem tovabbi kisérletet. Etanol esetén kiilonboz6 koncentracidoban is

megvizsgaltam a kicsapas effektivitasat, eredményeim a 12. tdblazatban lathatok.
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12. tablazat Etanol hatékonysaga Yarrowia lipolytica eredetii lipaz enzim esetén, 1:1-1:6
aranyban
(Forras: sajat munka)

, Enzim | Ossz. . )
Minta Térfogat aktivitas | aktivitas Kitermelés
ml U/ml U %
Kiindulasi| 6 | 1105 | 11054 | 100,00%
fermentlé
11 2 0,0033 | 0,0066 | 0,59%
12 2 0,0074 | 0,0148 | 1,34%
13 2 0,0080 | 0,0160 | 1,45%
14 2 0,0088 | 0,0176 | 1,60%
15 2 0,0102 | 0,0205 | 1,85%
16 2 00194| 0,0388 | 3,51%

Y. lipolytica etanollal val6 kicsapas soran a fermentlé:szerves olddszer aranyanak ndvelése és a
kicsapas hatékonysaga kozott ardnyossadg figyelhetd meg, a koncentracid ndvelésével
magasabb kitermelést értem el. Optimalis beallitdsnak az 1:6 arany bizonyult. A kitermelés
Yarrowia lipolytica esetén sem lett megfeleld, etanolos kicsapas maximalis kitermelése csupan

3,51%.

4.4 Ammonium-szulfatos kicsapas
A kisézés az egyik leggyakrabban alkalmazott eljaras enzimtisztitas soran. Kisérletem keretein
beliil kiilonbozo telitettségli ammonium-szulfat oldatokat hasznalok fel és vizsgalom kicsapasi

hatékonysagukat.

4.4.1.Lipaz aktivitas alakulasa Yarrowia yakushimensis esetén

A Y. yakushimensis-szel végzett kis6zasi 1épés eredményeit a 13. tablazat tartalmazza.
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13. tablazat: Yarrowia yakushimensis eredetii lipdz enzim kicsapdsa kiilonbozo telitettségii
ammonium-szulfat oldatokkal
(Forras: sajat munka)

) Enzim Ossz. : \
Minta Terfc:gat aktivitas aktivitas Kitermelés
m U/l u %
Kiindulasi 0
fermentlé 10 0,2709 2,7091 100,00%
60% 2 0,0982 0,1963 7,25%
70% 2 0,1053 0,2106 1,77%
80% 2 0,4022 0,8044 29,69%
90% 2 0,4193 0,8387 30,96%
100% 2 0,2164 0,4328 15,98%

A 70% és a 80%-os telitettségli oldatokkal valo kicsapashoz tartozo kitermelési szazalékok nagy
mértékben eltérnek, csupan 10%-o0s ammoénium-szulfat koncentracié novelés négyszeres
kitermelést eredményezett. A kitermelés a 90%-0s beallitasnal volt a legnagyobb, 30,96%.
Eredményeim alapjan a Y. yakushimensis esetén ammonium-szulfatos kicsapas soran az

optimalis telitettség 90%.

4.4.2. Lipaz aktivitas alakulasa Yarrowia lipolytica esetén
Kisérletemben a Y. lipolytica lipaz enzim kis6zdsanak hatékonysagat vizsgaltam ammonium-

szulfat alkalmazasaval. A kis6zés soran kapott eredményeimet a 14. tadblazat mutatja be.

14. tablazat: Yarrowia lipolytica eredetii lipaz enzim kicsapasa kiilonbozo telitettségii
ammonium-szulfat oldatokkal
(Forrds: sajat munka)

Enzim | Ossz.
. : Kitermelés
Minta Terrf1()lgat aktivitas | aktivitas
U/ml U %
Kiindulasi 0
fermentlé 10 0,1100 | 1,1003 | 100,00%
60% 2 0,0759 | 0,1518 | 13,80%
70% 2 0,1185 | 0,2370 | 21,54%
80% 2 0,3249 | 0,6498 | 59,06%
90% 2 0,4126 | 0,8252 | 75,00%
100% 2 0,4577 | 0,9155 | 83,21%
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Y. lipolytica esetén az ammoOnium-szulfat oldat telitettségének ndvelése a kitermelésre is
pozitivan hatott. A Y. lipolytica esetén a kitermelés széles skalan mozgott értéke 13,80%-tol
83,21%-1g terjedt. 100%-os telitettség esetén mértem a legjobb eredményeket. Iftikhar és
munkatarsai (2011) Rhizopus oligosporus var. extracellularis lipdz enzim tisztitdsa sordn 80%
telitettségli ammonium-szulfat oldatot alkalmazva 77,01% kitermelést €s 2,34-es tisztulasi

faktort allapitottak meg. Brigida és munkatarsai (2023) Y. lipolytica extracelluléris enzimtisztas

cyey
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

O

2 dm?-es fermentorban 160 rpm-es kevertetési sebességgel mind a Yarrowia lipolytica
854/4 mind a Yarrowia yakushimensis NCAIM Y.02052 extracellularis lipaz aktivitasa

elmaradt a razott lombikos fermentacidhoz képest, batch fermentacio soran.
» Javaslat: Deive és munkatarsai (2010) 600 U/l-es extracellularis lipaz aktivitast

értek el, nagyobb 400-700 rpm-es keverési sebességgel, illetve lejegyezték,

hogy a folytonos fermentécio is emeli a termelt lipAz mennyiséget.

Kutatasi eredményeim alapjan megallapithatd, hogy a Yarrowia lipolytica 854/4 ¢és a
Yarrowia yakushimensis NCAIM Y.02052 torzsek szaporodasa kozott olivaolajat és
Tween 80-at tartalmazo tapkodzegben eltérés van. A Yarrowia lipolytica 854/4 azonos
fermentacios koriilmények mellett magasabb OD értéket ért el a fermentacid végén,

tehat eredményesebben szaporodott.

A lipaz aktivitas értékeket tekintve lathato, hogy a két vizsgalt torzs koziil a Y. lipolytica
volt a hatékonyabb enzimtermeld olivaolajjal és Tween 80-nal dusitott YEPD
taplevesben. Ugyanis a vizsgalatom soran 2 dm-es fermentorban 160 rpm-es
kevertetési sebességgel 7 napon 4t tartd fermentaciod soran a Y. lipolytica 854/4 élesztd
86,48 U/l extracellularis lipadz aktivitdssal rendelkezett, addig a Y. yakushimensis
NCAIM Y.02052 torzs 76,84 U/l aktivitdst mutatott. Az azonos paraméterek kozott
elvégzett razatott lombikos fermentacio esetén a Y. lipolytica 854/4-nél 1097,6 U/l, a Y.
vakushimensis NCAIM Y.02052 torzsnél pedig 993,4 U/1 aktivitas értéket detektaltunk.

Kutatdsom soran alkalmazott szerves oldoszerek esetében a kicsapas alacsony
kitermelést eredményezett mind a Y. lipolytica 854/4, mind a Y. yakushimensis NCAIM
Y.02052 torzsek esetén. A lipdz enzim szerves oldoszerekkel torténd kicsapasaval
maximalisan 1,80-3,50%-o0s kitermelést értem el, igy megallapithatd, hogy nem

hatékony a modszer.

Kisérletem eredményei alapjan kijelenthetd, hogy az ammoénium-szulfattal torténd
kis6zas hatékony kezdeti lépésnek bizonyult az enzim tisztitasi eljards soran.

Ugyanakkor az adott torzs tulajdonsagai befolyasoljak, hogy melyik telitettségi beallitas
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az optimalis. A Y. lipolytica 854/4 esetén a 100%-0s ammonium-szulfat telitettség
mellett 83,21%-o0s kitermelést értem el, mig a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 esetén

a 90%-os szaturacid volt a legkedvezobb itt a kitermelés 30,96%.
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6. Osszefoglalas

A mikrobidlis eredetii lipaz enzimeket egyre szélesebb korben alkalmazzak a kiilonbdz6
iparagakban, ennek oka tobbek kozott a kiemelkedd ho- és pH-stabilitasuk, valamint a
szubsztratspecifitasuk, tovabba igen elonyds, hogy a természetben nagy mennyiségben
megtalalhatok. Az elmult évtizedekben a Yarrowia nemzetség leginkdbb kutatott fajat a Y.
lipolytica-t szamos iparag felhaszndlta a citromsav, a lipdz, illetve mas anyagcseretermékei
végett.

A kutatasom soran a Y. lipolytica 854/4 és a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 térzsek
lipaz termelést vizsgaltam. Elsé 1épésként razatott lombikos enzimfermentacidt hajtottam
végre. A két torzs esetén megegyeztek a fermentacios koriilmények. A 7 napos fermentaciod
soran monitoroztam a tapleves pH értékének valtozasat, illetve megmértem az optikai denzitast,
valamint kdvettem a lipaz aktivitds alakulasat a 0., 24, 72., és 168. ordban. A két torzs pH-ja a
fermentéacio végén 5,4-5,6 kozé esett, szamottevd kiilonbség nélkiil, azonban az OD értékek
szerint, a Y. lipolytica 854/4 nagyobb sejtszaporulatot produkalt. A razott lombikos modszerrel
megvaldsitott enzimfermentécio soran az altalam hasznalt kornyezeti paraméterek mellett a Y.
lipolytica hatékonyabb volt, ugyanis e térzsnél nagyobb enzimaktivitasi értékeket detektaltam.

Munkam soran vizsgéaltam, hogy a razatott lombikos fermentécio 1éptékndvelése milyen
hatékonysaggal valosithatd meg. Az alkalmazott 2 literes mechanikus kevertetésti fermentorban
a fermentaciés tapkozeg, a homérseklet és a kevertetési sebesség megegyezett a razatott
lombikos fermentacional hasznalt beéllitasokkal. Mind a kettd Yarrowia torzs extracellularis
lipaz aktivitasa elmaradt a razott lombikos fermentacié értékeihez képest, a batch fermentaciod
soran. Megallapitottam, hogy ilyen mddon nem valosithaté meg eredményesen a 1éptékndveleés.
Alapjadban véve a Y. lipolytica bizonyult a jobb termeldnek a fermentaciok soran, bar a
kiilonbség egyik eljarasnal sem jelentds, koriilbeliil 10%-kal termelt tobb lipadzt mint a Y.
yakushimensis.

Mivel a razatott lombikos fermentacio soran mértem a nagyobb lipazaktivitast, az igy eldallitott
fermentlevekkel kezdtem meg az enzim tisztitdsara irdnyuld kisérleteimet. Az enzimtisztitas
elsd 1épéseként szerves oldoszerrel torténd kicsapas hatékonysagat vizsgaltam 6t kiilonb6zo
alkohol esetén melyek a kovetkezok voltak: etalon, metanol, aceton, propil-alkohol és butil-
alkohol. El6szor felmértem, hogy a felhasznalt térzsek lipaz enzime esetén melyik alkohol a

leghatasosabb az enzim kinyeréséhez, majd tovabbi optimaléast végeztem a fermentlé:szerves
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olddszer arany mennyiségének valtoztatasaval. Az eredményeket nézve mig a Y. yakushimensis
esetén az aceton bizonyult a leghatékonyabbnak addig a Y. lipolytica élesztonél etanol és
metanol volt a legideélisabb, a két oldoszer haszndlata hasonld kitermelést eredményezett. A
lipaz enzim szerves olddszerrel torténd kicsapasaval maximalisan 1,80-3,50%-os kitermelést
értem el, igy megallapithato, hogy nem hatékony a modszer.

Kutatémunkam utolso 1épéseként az ammonium-szulfatos kicsapas hatékonysagat vizsgaltam
a két Yarrowia élesztd altal termelt extracelluldris lipdz enzimre. 5 kiilonbozd telitettségii
ammonium-szulfat oldattal végeztem a kisozast. Ez az eljaras mindkét térzs esetén kedvezobb
volt. A Y. yakushimensis ¢élesztdnél a 90%-os telitettségli oldat mutatta a legnagyobb
kitermelést, 30,96%-ot. A Y. lipolytica 100%-o0s telitettségli ammonium-szulfat oldattal vald
kicsapasa utan 83,21%-os kitermelést értem el, ami egybe vag Brigida és munkatarsai altal
2023-ban elvégzett kisérlettel. A Y. lipoytica éltal termelt lipaz enzim tisztitasa soran a 100%-

os telitettségli ammonium-szulfat oldattal torténd kis6zas megfeleld kezdeti 1épés lehet.
Az altalam elvégzett kisérletek eredményei hozzajarulhatnak a kdrnyezetbarat biotechnoldgiai

folyamatok megvaldsitasdhoz, az enzimtermelés koltséghatékonysaganak noveléséhez,

valamint kiindulasi pontot adhatnak, az enzimtisztitas els6 [épéséhez.
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alkotasom. Azon részeket, melycket mas szerz6k munkajdbol vettem at, eg)
megjeldltem, és az irodalomjegyzékben szerepeltettem.

Ha a fenti nyilatkozattal valétlant dlltottam, tudomésul veszem, hogy a zdr6vizsga-bizot
Zar6vizsgabol kizdr és a zérovizsgit csak Uj dolgozat készitése utén tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését és nyc
engedélyezem.
Tudomasul veszem, hogy az altalam készitett dolgozatra, mint szellemi al
felhaszndldsara, hasznositisira a Magyar Agrir- és Elettudoméanyi Egyetem mi
szellemitulajdon-kezelési szabalyzataban megfogalmazottak érvényesek. '

Tudomésul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltdltésre keriil a Magyar
és Elettudomanyi Egyetem MATER Hallgadi Dolgozatok repozitoriuméba. 3
veszem, hogy a megvédett és -
- nem titkositott dolgozat a védést kovetden

- titkositasra engedélyezett dolgozat a benyijtasatol szamitott 5 év eltelte
i an elérhetd és kereshetd lesz az Egyetem MATER Hallga

~ reporitoriumban. e

Ay
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NYILATKOZAT

Seb8k Déra (Neptun azonosité: A2WQAO) konzulenseként nyilatkozom arrél, hogy a
szakdolgozatot &ttekintettem, a hallgatét az irodalmi forrdsok korrekt kezelésének
kévetelményeirdl, jogi és etikai szabalyairdl tdjékoztattam.

A szakdolgozatot a z&révizsgén tdrténd védésre javaslom / nem javaslom®.
A dolgozat dllam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*?

Kelt: Budapest, 2024. november 11.

! A megfeleld aldhtzandd.
2 A megfelel6 aldhtzandd.
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