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1. BEVEZETES

Az emberek mar az 0Osi civilizacioktdl kezdve hasznositottak kiilonb6zo célokra az
enzimeket. Ma mar k6zel 4000 enzim ismert, és ezek koziil csaknem 200 enzimet hasznalnak
kereskedelmi forgalomban. A lipazok, mint a biokatalizatorok egyik legfontosabb csoportja

vesznek részt kiilonb6z6 biotechnoldgiai alkalmazasokban (Choudhury és Bhunia, 2015). A

lipdz enzimek a trigliceridek szabad zsirsavakka ¢és glicerinné torténd hidrolizisét
katalizaljak. Mindeniitt jelen vannak a természetben, szdmos ndvény, allat és
mikroorganizmus képes eléallitani. A baktériumok a lipazok esetében leirt biodiverzitas
45%-4t, a gombdk a 21%-4t, az allatok a 18%-at, a novények a 11%-at, végiil az algak a 3%-

at teszik ki (Treichel és munkatarsai, 2010; Pérez és munkatarsai, 2019). A lipaz nemcsak

biotechnologiai szerepe, de bioldgiai jelentdsége miatt ugyancsak ismert. Novényekben

leginkabb a magok csirazasanal és a gylimdlcsok érésénél van szerepiik (Eastmond, 2006),

mig az allatoknal, valamint az embernél az emésztésben van kulcsfontossagi funkcidja

(nyal-, gyomor-, hasnyalmirigy lipaz) (Casas-Godoy és munkatarsai, 2018). A lipazok

altalaban nem igényelnek kofaktorokat, széles pH-tartomanyban miikodnek, magas
homérsékleten stabilak, és nagyfoku specificitast, valamint a regio-, kemo- és
enantioszelektivitas tulajdonsagokat mutatnak, ami nagymértékben alkalmazhatova teszi

Oket az ipari folyamatokban (Pérez és munkatarsai, 2019).

A mikrobialis lipazok szerepe egyre jelentdsebb, piaci felhasznalasanak értékét mar 2018-
ban is 425,0 millié dollarra becsiilték, ami az eldrejelzések szerint 2023-ra az 590,2 millid

dollart is elérheti (Chandra és munkatarsai, 2020). A mikrobialis lipazok a globalis lipaz piac

mintegy 90 %-at teszik ki (Raveendran és munkatarsai, 2018), ugyanis alacsony az eldallitasi

koltségiik, nagy stabilitas jellemzi ket és nagyobb mennyiségben allnak rendelkezésre, mint

a novények, illetve allatok altal termelt lipazok (Chandra és munkatarsai, 2020).

A mikrobidlis eredetli lipaz a szerves kémidban ¢€s a biotechnologiaban a legszélesebb
korben hasznalt enzimcsoport, emellett szamos iparag alkalmazza koztiik az élelmiszeripar,
gyogyszeripar, kozmetikai ipar, textilipar és finomvegyipar (Joshi és Kuila, 2018; Seitz,
1974; Chandra és munkatarsai, 2020).

A Yarrowia lipolytica a Yarrowia nemzetség egyik legismertebb és kutatottabb faja, melyet

eloszeretettel alkalmaznak kiilonboz6 iparagakban.



Vilagszerte ismertté valt példaul a parizsi Y. lipolytica W29-es torzsének sikertorténete,
melyet szennyvizbdl izolaltak, majd a figyelem kézéppontjaba keriilt robusztus novekedése
és kiilonb6z6 enzimek, — tobbek kozott a proteazok, a lipaz és az RNaz —, valamint heterolog
fehérje eloallitdsanak nagy kapacitasa miatt. A W29 a legelterjedtebb torzs az
¢lesztégyljteményekben vilagszerte, ¢és egyfajta referenciava valt az Gj Y. lipolytica
izolatumok vagy alternativ Yarrowia fajok teljesitményének dsszehasonlitasara a novekedés

vagy a kiilonb6zo vegyiiletek eldallitasa tekintetében.

Ez a sikertorténet is bizonyitja, hogy a Yarrowia lipolytica mellett szintén igen fontos
szerepe lehet a Yarrowia nemzetség egyéb fajainak. A szakdolgozatomban alkalmazott
izolatumok szintén helytallhatnak és potencidlis biokatalizatorként szolgélhatnak majd akar
az iparban is. Kutatomunkam lipaz enzim termelésiik feltérképezésére, fokozasara és

optimaléasara iranyult.



2. A MUNKA CELJA

Napjainkban egyre inkabb a mikroorganizmusok altal termelt enzimek felhasznalasat

részesitik elényben a kiilonbozo iparagak.

Széleskort alkalmazasuk miatt egyre tobb kutatas sziiletik arrol, hogy az élesztégombak,
koztik a Yarrowia nemzetség egyik leginkabb kutatott faja a Yarrowia lipolytica altal

termelt lipaz enzimet tobbhelyen felhasznalja a biotechnologia.

Azonban a Yarrowia nemzetség tobbi tagja is alkalmas lehet ipari felhasznalasra, ugyanis

erds proteolitikus és lipolitikus aktivitassal rendelkeznek.

Munkdm sordn célul tiztem ki a biotechnoldgiai fejlesztésekben potencialisan
felhasznalhato Yarrowia (Y. lipolytica, Y. divulgata, Y. yakushimensis) torzsek
extracellularis lipaztermelésének nyomon kovetését. Kisérleteimnél a kovetkezd

részfeladatokat terveztem megvaldsitani:

e Yarrowia élesztégombatorzsek szkrinelése glikoz-pepton-élesztokivonat, valamint
olivaolaj kiegészitést tartalmazo tapkozegben.
e A beoltott inokulum mennyiségének optimalasa.

e Alipaz termelés fokozdsa Tween 80 hozzadasaval.

crcr

elrendezést statisztikai modell (CCD) alkalmazasaval az enzim termelés

fokozasara

Kisérlet helye:

A Kkisérleteimet a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem, Elelmiszertudomanyi és
Technologiai Intézet, Biomérndk ¢és Erjedésipari Technologia Tanszék Fermentacios

Laboratoriumaban végeztem el.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Lipaz enzim

A lipaz enzimet a hidrolazok osztalyaba soroljuk. A lipaz enzimek (EC 3.1.1.3, triglicerid
lipdz) a szubsztrat molekuldkat, a triglicerideket glicerinre és szabad zsirsavakra

hidrolizaljak (1. abra) (Stefanovitsné Banyai, 2019; Internet 1). A lipaz enzimek olaj-viz

hatarfeliileten miikodnek, igy nemcsak a vizben oldodo észterek hasitasara, de a vizben nem

0ld6do észterek hidrolizisére is képesek (Lotti és Alberghina, 2007). Tovabba a lipazok nem

igényelnek kofaktorokat, szubsztratok széles skalajan aktivak és kiilonb6z6 matrixokon

egyarant konnyen régzitheték (Casas-Godoy és munkatarsai, 2018; Melani és munkatarsai,

2020). Az enzimek, igy a lipazok is a reakci6 katalizdldsakor legalabb 108-10%-szeresére

novelik a megfeleld nem katalizalt reakcid sebességét (Choudhury és Bhunia, 2015). A

lipazok széles pH- ¢és hoOmérséklettartomanyban aktivak, &ltaldban semleges pH-
optimummal rendelkeznek, de a pH- és homérsékleti optimuma attol fiigg, hogy milyen
forrasbol szarmaznak, illetve azok él6helyétdl. A lipazok a pH 4 és 11 kozotti széles
tartomanyban stabilak, a homérsékleti optimum pedig 10 és 96 °C kozott van (Patil és

munkatarsai, 2011).

—O—-@Rl —OH RI—_@_OH

Lipaz

+3H,0 @

Trigliceridek Glicerin Szabad zsirsavak

1. ébra: A lipaz-katalizalt hidrolizis folyamatabraja (Stefanovitsné Banyai, 2019 nyoman)

Osztalyozas

A lipdzokat osztalyozhatjuk aszerint, hogy milyen forrasbdl szarmaznak, illetve a
specifitasuk szerint (2. abra). Az eredet szerint megkiilonboztethetiink novényi, allai és
mikrobidlis lipdzokat. A lipazok ipari alkalmazédsainak &brazolasdban fontos kritérium a
specificitas, amely alapjan harom nagy csoportba sorolhatok: szubsztratspecifikus,

regioszelektiv és enantioszelektiv (Sarmah és munkatarsai, 2018).




Szubsztrat- Nem specfikus
specifikus lipazok
Specifitas . ; 1,3 specifikus
szerint Regioszelektiv lipazok
Zsirsav
Enantioszelektiv specifikus
lipazok

Lipazok
osztalyozasa

Noveényi eredetli

Eredet szerint Allati eredetit

Bakterialis
lipazok

Mikrobialis

eredetli
- Gomba lipazok

2. abra: Lipazok osztalyozasa (Sarmah és munkatarsai, 2018 nyoman)

Az enantioszelektiv lipazok képesek megkiilonboztetni az enantiomereket a racém
keverékben. A regioszelektivitas a triglicerid molekulaban 1évé elsédleges és masodlagos
észtercsoportok megkiilonboztetésének képessége, ami fontos a strukturalt lipidek
eldallitasa sordn. A lipazok ezen tulajdonsdga oOriasi jelentOségli a vegyipar és a
gyogyszeripar szamdra. A regioszelektiv lipazok tovabb csoportosithatok szelektiv

funkcionalitasuk alapjan (Sarmah és munkatarsai, 2018; Chandler, 2001).

A nem specifikus lipdzok osztalydba tartozd lipdzok nagyon robusztusak és tobb
szubsztraton is képesek hatni. Példaul a Candida antarctica nem specifikus lipazanak
alkalmazésa sordn a repceolaj kaprilsavval torténd acidolizisével nagy tisztasagl strukturalt

lipideket képes eléallitani (Sarmah és munkatarsai, 2018).

Az 1,3-specifikus lipazok a C1 és Cs pozicidkban katalizaljak a triglicerid hidrolizisét, ami
zsirsavakat, 2-monoglicerideket és 1,3 vagy 2,3 diglicerideket eredményez. Az utobbi két
vegyiilet instabilitasa miatt acil-vandorlas kovetkezik be, ami 1,3-diglicerid és 1- vagy 3-
monoglicerid képzédéséhez vezet. A diglicerid képzddése sokkal gyorsabb, mint a
monogliceridé a trigliceridb6l. A Pichia pastoris-ban expresszalt Rhizopus oryzae 1,3-
specifikus immobilizalt lipaza biodizel eléallitasara hasznalhatd (Sarmah és munkatarsai,

2018).

A zsirsavspecifikus lipdzok a C-9 kettds kotéssel rendelkezd hosszu lanch zsirsavakat

tartalmaz6 észtereket hidrolizaljak (Sarmah és munkatarsai, 2018). EQy a zsirsav-specifikus
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lipazokrodl sz616 tanulmény sordn a Song és munkatarsai (2008) altal vizsgalt lipazok koziil
az Sz Penicillium citrinum (PCL), MJ: Aspergillus niger (ANL), MJ> Aspergillus oryzae
(AOL), YM Bacillus coughing (BCL), Se¢ Geotrichum candidum (GCL) és Si11 Candida
lipolytica (CLL) lipazai mutattak a legerésebb specificitast a rovid lancu észterekre, a tobbi

lipaz pedig a kdzép- vagy hosszu lancu és elagazo észterekre jelzett erds szelektivitast.

Szubsztrat és reakcidtipus

A lipaz természetes szubsztratjai a hosszu szénlancu zsirsavakbol allo trigliceridek. A lipaz-
reakcionak a szubsztrat ¢és a vizes fazis kozotti hatarfeliileten torténd lejatszoédasa az
enzimreakcio reverzibilis jellegének koszonhetd. Ez felelds mind a reaktansok, mind a
termékek hidroliziséért és szintéziséért, amely az enzim vizaktivitasanak iranyitasa alatt all.
Az enzim specifikus vagy nem specifikus médon hat a szubsztratra és ennek
eredményeképpen vagy a trigliceridek teljes hidrolizise torténik szabad zsirsavakka és
glicerinné, vagy a trigliceridek mellett még monogliceridek, digliceridek, zsirsavak és
glicerin is keletkeznek. A reakcio minden esetben egy kétfazisi rendszer reakcidjanak
hatarfeliiletén megy végbe. Ez a kétfazisu rendszer a hidrofob szubsztratot tartalmazo,
vizben nem elegyedd szerves fazis jelenlétébdl adodik. Bizonyos kisérleti koriilmények
kozott példaul, ha a rendszerben nincs viz, a lipazok képesek megforditani az észterezéshez

vezetd reakciot (Ghosh és munkatérsai, 1996; Casas-Godoy és munkatarsai, 2018).

A lipadzok termodinamikailag kedvezd koriilmények kozott (azaz alacsony vizaktivitas
mellett) a szintézisreakciok széles skaldjat is katalizaljak, amelyek két 6 reakcidtipusba, az
észterezésbe €s az atészterezésbe sorolhatok. Az észterezés az a reakcio, amikor egy zsirsav
az enzim hatasara kovalens kotéssel kapcsolodik egy alkoholhoz és egy vizmolekula
felszabadulasa mellett észter keletkezik. A tioészterezés és az amidalas hasonlo reakciodk, de

szubsztratként tiol vagy amin szerepel (Casas-Godoy és munkatarsai, 2018). Az atészterezés

csoportjai kozé tartozik az alkoholizis, az acidolizis, az aminolizis és az molekulak kozotti

észterezési reakciok (Gosh és munkatédrsai, 1996). Ezek a szintézisreakciok altaldban

alacsony vizaktivitasu kézegben jatszodnak le, ahol a termodinamikai aktivitas a molekula
olddszerben vald hozzaférhetdségének mértékegysége. A lipdzok tovabbi aktivitasokat is
képesek kifejteni, mint példaul a foszfolipaz, a lizofoszfolipaz, a koleszterinészteraz, a

kutinaz vagy az amidaz aktivitast (Casas-Godoy és munkatarsai, 2018).

Lipaz enzim eléfordulasa és biologiai szerepe

A lipdz enzimek a legtobb ¢l6 szervezetben, az 4llatokban, a ndvényekben, az

¢lesztdgombakban, a penészgombakban és a baktériumokban egyarant jelen vannak
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(Borrelli és Trono, 2015). Az eukaridtadkban a lipazok a lipidanyagcsere kiillonb6zo
szakaszaiban vesznek részt, ideértve a zsirok emésztését, felszivodasat, helyreallitasat és a

lipoprotein anyagcserét (Sharma és mukatarsai, 2001). A ndvényi lipazok a ndévények

kiilonb6z6 részeibdl szarmaznak, beleértve a magokat, leveleket, gyiimolesoket (Sarmah és

munkatarsai, 2018), de a ndvények raktarozé szoveteiben is megtalalhatok (Sharma és

mukatarsai, 2001). A ndvényi lipazok tobbsége a magokbol szarmazik, ahol nagyobb

lipazaktivitas figyelhetd meg, mint barmely mas névényi forrasban. A magok nagy
koncentracidban tartalmaznak triglicerideket és igy a novények novekedéséhez
energiaforrasként szolgalnak. A lipaz a triglicerideket glicerinre és szabad zsirsavakra
bontja, majd ezek belépnek a gliikoneogenezisbe, ahol oldhato cukrokka alakulnak, amelyek
a csirazast kovetden az embrid novekedését teszik lehetdvé. Ipari szempontbdl a novényi
lipdzok nagyon vonzoénak tlinnek alacsony koltségiik, specifikus alkalmazasuk, konnyti
hozzaférhetéségiik miatt, am a hagyomdanyos tisztitdsi mddszerekkel kis mennyiségben

nyerhetdk ki, instabilak és aktivitasuk jelent6sen lecsokken (Quettier és Eastmond, 2009;

Sarmah és munkatarsai, 2018).

A lipazok az allatoknal és az embernél egyarant az emésztésben toltenek be fontos szerepet
(nyal-, gyomor-, hasnyalmirigy lipaz). Az allati eredetii lipazok nagy részét a szarvasmarha,
a juh, és a sertés hasnyalmirigyébdl nyerik. Azonban az allati hasnyalmirigybdl kinyert
lipazok csak ritkan elég tisztdk ahhoz, hogy azok az élelmiszeripar szdmara felhasznalhatok
legyenek. A sertés hasnyalmirigyébdl kivont lipaz példaul nyomokban tripszinnel
szennyezett, ez pedig keseri izt eredményez, ehhez hasonléan tovabbi szennyezddések még

az allati virusok és hormonok is (Casas-Godoy és munkatarsai, 2018). Az allati lipazokat

azonban inkabb a klinikai diagnosztikdban hasznaljak, mintsem a kereskedelmi termelésben.

(Sarmah és munkatésai, 2018).

A novényekbdl vagy allatokbol szarmazo lipazokkal ellenben a mikrobialis lipazok
értékesebbek, mivel sokféle katalitikus aktivitasuk van, genetikailag konnyen
manipulalhatoak, illetve egyszerii beszerezhetdség, valamint konnyt, koltséghatékony és
kovetkezetes eldallitas jellemzi 6ket. Ezen tulajdonsagai miatt a legtobb iparban hasznalt

lipazt mikrobialis forrasokbol nyerik (Deive és munkatarsai, 2009; Borrelli és Trono, 2015;

Raveendran és munkatarsai, 2018; Chandra és munkatarsai, 2020).

3.2. Mikrobialis lipazok

Mikrobialis lipdzok mind a penészgomba-, az €lesztdgomba- €s a baktérium eredetli lipazok

IS (Sarmah és munkatarsai, 2018). A mikroorganizmusoknal a lipaz gyakran extracellularis
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(sejten kiviili), de intracellularis (sejten beliili) vagy akar sejtfalhoz kotott formaban is

el6fordul (Deive és munkatarsai, 2009:; Treichel és munkatarsai, 2010).

Napjainkban egyre inkabb a mikroorganizmusok altal termelt enzimek felhasznaldsat
részesitik elényben a kiilonb6z6 iparagak, jo stabilitasuk, egyszerii eléallitasuk és alacsony

gyartasi koltségeik miatt (Joshi és Kuila, 2018). A mikrobialis lipazok enzimatikus

tulajdonsagaik és szubsztrat specifikussaguk tekintetében IS igen valtozatosak, ami
sz¢leskorti alkalmazasi lehetéséget teremt (Ray, 2012). A megnovekedett kereslet
kielégitése céljabol, rekombinans DNS-technologia és a fehérjemérndkség alkalmazasaval

egy adott mikroorganizmus nagy mennyiségben tenyésztheté (Liu és munkatarsai, 2013).

Nemrégiben megallapitottadk, hogy a mikrobidlis lipdzok mezdgazdasagi és tejipari

melléktermékek fermentacidjdval szintén eldallithatok, hozzdjarulva a kornyezet-

védelemhez (Sarmah és munkatarsai, 2018).

A GRAS (altalanosan biztonsagosnak mindsitett) statusszal rendelkez6 élesztéforrasokbol
szarmazo lipazokat is széles korben hasznaljak szamos iparagban, beleértve az élelmiszer-

feldolgozast is (Casas-Godoy és munkatarsai, 2018).

3.2.1. Bakterialis lipazok

A bakteridlis lipazok altaldban glikoproteinek, de néhany extracellularis bakterialis lipaz

lipoprotein (Ghosh és munkatarsai, 1996). A bakterialis lipazok amellett, hogy héstabilak és

nem szubsztratspecifikusak, nagy mennyiségben rendelkezésre allnak (Sarmah és

munkatarsai, 2018). A kovetkezd nemzetségeket jol hasznositottak lipazok eléallitasara:

Achromobacter spp., Alcaligenes spp., Arthrobacter spp., Pseudomonas spp. és
Chromobacterium spp. (Godtfredsen, S. E., 1990). Ghosh és munkatarsai (1996) a

Staphylococcus spp. és a Pseudomonas spp. baktérium nemzetségeket kifejezetten a
kereskedelmi hasznositas céljabol vizsgaltak. A Staphylococcus-ok koziil a S. aureus és a S.
hyicus is fontos lipaztermel6 faj. A Staphylococcus aureus és S. hyicus-eredetii lipazokat
altalaban a kétértékii ionok, példaul a Ca?* stimulaljak, viszont a kelatképzé EDTA
inhibitorként hat. Ezen enzimek pH-optimuma 7,5 és 9,0 kozott valtozik. A Staphylococcus
lipazok lipoprotein természetiick. A Pseudomonas harom fontos fajat, - P. fragi, a
P. fluorescens és a P. aeruginosa- is ipari szinten alkalmazzak. A lipazt gatolta a Zn?*, Fe?",
AP¥*, mig a Staphylococcus eredetii lipAzhoz hasonléan a Ca?* fokozta a hosszil lancu

zsirsavészterek hidrolizisét.



A bakterialis lipazok optimalis homérséklete 15-70 °C, pH-ja 5,0-10,8 koriil van, de ezek az
értékek magatol a baktérium tipusatol és novekedési koriilményeitdl is erésen fiiggenek. A
feliileti hidrofob jelleg, az enzimaktivitas, a szerves olddszerekben és magas homérsékleten
valo stabilitas és a proteolitikus enzimekkel szembeni rezisztencia a bakterialis lipazok azon

tulajdonsagai, amelyeket mérndki beavatkozdssal mar javitottak (Javed és munkatarsai,

2018). Sanchez-Porro és munkatarsai (2003) Dél-Spanyolorszaghan kiilonboz6 nagy
5-15%-o0s sotartalmu kozegben, de a legtobb esetben 20-25%-o0s sétartalmu kodzegben
képesek novekedni. Osszesen 122 mérsékelten halofil baktériumot izolaltak (Salinivibrio,
Halomonas, Chromohalobacter, Bacillus-Salibacillus, Salinicoccus és Marinococcus),
amelyek kiilonboz6 hidrolazok, amilazok, DNazok, proteazok, pullulanazok, valamint
lipazok termelésére is képesek. A vizsgalatukbdl az deriil ki, hogy az eddig leirt fajokhoz
tartozo torzsek csak nagyon alacsony hidroldz aktivitast mutattak, &m az altaluk azonositott
kornyezeti izolatumok igen sok hidrolazt termeltek.

Ugyan a bakteridlis lipdzok tobbnyire nem szubsztrat-specifikusak, vannak kivételek,

amelyeknek 1,3-regioszelektivitasuk van. (Gupta és munkatarsai, 2004). Néhany bakterialis

lipaz hdmérséklet-, pH-optimumat és stabilitasat, szubsztrat-specifitasat, illetve aktivatorait

¢és inhibitorait foglalja 6ssze az 1. tablazat.

1. tdblazat: Bakteridlis lipazok tulajdonsagai (Gupta és munkatdrsai, 2004 nyoman)

Baktériumok | Héomérséklet- Hé-, pH- Szubsztrat- Aktivatorok,
, pH- stabilitas specifitas inhibitorok
optimum
Acinetobacter 50 °C; 45 °C alatt; - Triton X-100,
calcoaceticus pH 7,0 pH 4,0-8,0 Tween 80 ¢és Tween
LP009 20 aktivatorok;
EDTA inhibitor
Bacillus sp. 60-65°C; | 60 °C-on 12 6ran | 1,3-regio- Cu?*, Hg?", Zn?*
pH 5,6-6,2 at; szelektivitas inhibitorok
pH 5,0-11,5
Pseudomonas | 45-60°C; | 40 °C-on 4 oraig - Ca*, Bi %
sp. (PSL) pH 7,0-9,0 pH 6,0-12,0; aktivatorok;
25-50 °C-on Fe*, Fe®*, AP,
30 percig zZn?*, Mn?*
inhibitorok
Pseudomonas 55 °C; t1/2=116 perc 65 telitett és Sn, Zn inhibitorok
luteola - °C-on; pH 12,3- telitetlen
ndl t1,=84 perc zsirsavak




3.2.2. Gomba lipazok

A kiilonbo6zo katalitikus tulajdonsagokkal rendelkezd lipazok 1) forrésai iranti ipari igény

motivalja az 10j torzsek izolalasat és szelekciojat (Sharma és mukatarsai, 2001). Szamos

kutat6 hasznositotta a gombakat, mint értékes lipaz forrasokat a kovetkez6 tulajdonsagaik
miatt: hostabilitas, pH-stabilitas, szubsztratspecifitas és szerves oldoszerekben valo aktivitas

(Chandra és munkatarsai, 2020). Az élesztok és a penészek altal termelt lipazok optimalis

pH-jat és homérsékletét, illetve pH stabilitasat mutatja a 2. tablazat. A homérséklet lipaz
termelésre gyakorolt hatasa elsdsorban a szervezet novekedésével fiigg 0ssze. A kiilonb6zo

gombak lipaz-hozamat a termel6kézeg pH-ja egyarant befolyasolja (Meghwanshi és

Vashishtha, 2018). A gomba eredetli lipazokat elényben részesitik a bakterialis lipazokkal

szemben, egyrészt azért, mert a gombak enzimjei extracellularisan szekretalodnak, és
egyszerlien tisztithatok, ami jelent6sen csokkenti a koltségeket, masrészt pedig a mai
technologia kedvez a szakaszos fermentdcionak és az alacsony koltségli extrakciods

moddszereknek (Ghosh és munkatarsai, 1996; Sharma és munkatdrsai, 2016; Chandra és

munkatarsai, 2020).

2. tablazat: Gomba lipazok kiilonbdz6 biokémiai tulajdonsagai (Vakhlu és Kour, 2006;
Song és munkatarsai, 2008 nyoman).

Mikroorganizmus Hoémérséklet pH Hé- pH
optimum optimum | stabilitas | stabilitas
(°O) (60 °C)
Kurtzmanomyces sp. |- 75 1,9-7,2 - 7,1 alatt
11
2 | Trichosporonasteroides 50 5,0 - 3,0-10,0
@ Y-11 Trichosporon 40 8,0 t1= 8,0-10,5
go capitatum 120 perc
N | S¢ Geotrichum 35 8,5 t1o= 8,5-9,0
5 candidum 100 perc
S11 Candida lipolytica / 30 8,0 t1o= 8,0-9,0
Yarrowia lipolytica 37 8,2 80 perc 4,5-8,0
M2 Mucor racemosus 50 8,0 tie= 7,0-8,5
. 15 perc
< | Js-2Rhizopus oryzae 30 6,0 tie= 5,5-6,8
% 35 perc
& | MJ; Aspergillus niger 35 7,0 tio= 7,0-8,0
% 45 perc
= | S5 Penicillum citrinum 50 9,0 ti2= 5,0-6,5
100 perc
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Fonalasgombak
Kereskedelmi szempontbdl a legfontosabb lipaztermelé fonalas gombafajok a Rhizopus,

Aspergillus, Penicillium, Mucor, Rhizomucor, Fusarium és Alternaria nemzetséghez

tartoznak (Treichel és munkatéarsai, 2010; Chandra és munkatarsai, 2020). Az ipari szint(i
termelés szempontjabol a fonalasgombak az extracellularis lipazok kivalé forrasai (Sharma

¢s munkatarsai, 2016). A mezofil gombak, amelyek novekedési optimuma 25 és 37 °C kozott

van, savas pH tartomanyban termelnek lipazt, ilyen a Mucor heimalis és a Fusarium
oxysporum is (Meghwanshi és Vashishtha, 2018). A kiilonb6zé hémérsékletek (20-90 °C)

az A. niger lipaz aktivitasara és stabilitasara gyakorolt hatasat vizsgaltdk Sharma és
munkatarsai (2016), s megallapitottak, hogy az enzim 40 °C-on volt a legaktivabb, majd 60
°C utan drasztikusan csokkenni kezdett, végiil 90 °C-on az enzimaktivitdsa teljesen
megsziint. Az A. niger MYA 135 lipaza a pH 2,0-10,0 -tartomanyban volt aktiv, ha el6tte 1
oran at 37 °C-on eldinkubaltdk, de az optimalis aktivitast pH 6,5-nél érte el. Kiilonb6zo
vizzel elegyedd oldoszerek, koztiik a metanol, etanol, aceton, butanol és hexan, az A. niger
lipaz stabilitasara gyakorolt hatasat vizsgaltak, s megallapitottak, hogy az enzim minden
szerves oldoszerben stabilnak bizonyult. A legnagyobb aktivitast acetonban mutatta, amikor

el6tte 1 oran at 37 °C-on eldinkubaltak.

Elesztégombak

Az élesztd lipazok nagyon fontos lipazforrast jelentenek, mivel egyedi tulajdonsagaik,
valamint konnyli tenyészthetdségiik miatt szamos iparadgban, példaul a gydgyszeriparban, a
vegyiparban, a biodizeliparban stb. keresettek. Az éleszték korében a Candida antarctica,
Candida rugosa, Candida utilis és Saccharomyces fajok a lipazok elsédleges termeldi,
amelyek koziil a C. rugosa eredetiiek a legfontosabb biokatalizatorok a kiilonb6zd tipust
reakciok katalizalasaban. A lipaz masik fontos élesztéforrasa a Candida lipolytica/ Yarrowia

lipolytica, amely a bio feliiletaktiv anyagok eldallitasaban is részt vesz (Sarmah és

munkatarsai, 2018). Az élesztdgombak tovabbi lipaztermeld fajai a kovetkezok: Candida
tropicalis, Candida cylindracea, Candida parapsilopsis, Candida deformans, Yarrowia
lipolytica, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula pilimornae, Pichia bispora, Pichia mexicana,

Pichia xylosa, Saccharomycopsis crataegenesis és Trichosporon asteroids (Vakhlu és Kour,

2006). Az élesztégombakrdl altalaban ismert, hogy alacsonyabb, 5,5-6,2 pH-értékek mellett
termelnek lipazt, a C. rugosa optimalisan az 5,5-6,2 pH-tartomanyban allit elé lipazt.
Tovabba a pH befolyasolja a gombakultura altal szekretalt lipaz tipusat, a G. candidum a

kozeg pH-értékének valtoztatasakor kiilonbozo specificitasu lipazt termelt, az egyiket 6,0-

11



os, a masikat 7,5-6s pH-értéknél. A mezofil élesztégombak, mint a Candida cylindracea,
Geotrichum candidum ¢és Candida rugosa is 25 és 37 °C kozott ndvekednek optimalisan
(Meghwanshi és Vashishtha, 2018).

3.3. Lipaz termelés fokozasa és tenyésztési paraméterek optimalasa

A legtobb mikrobidlis lipaz extracellularis, a sejtmembranon keresztiil iriil a taptalajba. A
termelt lipaz mennyisége szamos kornyezeti tényezotol fiigg, koztiik a homérseklettol, a pH-
tol, a nitrogén-, szén- és lipidforrasoktol, a keveréstdl és az oldott oxigén koncentraciojatol.
Ahhoz, hogy a lipaz termelést novelni lehessen elsésorban a kdrnyezeti paramétereket kell
optimalizalni. Kiilonféle taptalaj-Osszetételeket dolgoztak ki kiillonbozé organizmusok
szamara. A lipaz termelést altalaban a lipidek serkentik, és bizonyos induktorok szintén nagy
hatassal vannak a lipaz termelés stimuldldsara. Az induktorok koz¢ tartoznak a trigliceridek,
a szabad zsirsavak, a hidrolizalhaté észterek, az epesok és a glicerin iS (Ghosh és

munkatarsai, 1996; Treichel és munkatarsai, 2010). A lipaz enzim eldallitasanak mértéke

nemcsak a kornyezeti paraméterek optimalizalasén keresztiil a termelés fokozasaval érhetd

el, de az enzim tisztitasaval egyarant lehetséges (Javed és munkatarsai, 2018).

Szamos szakirodalmi munka bizonyitotta, hogy az olivaolaj és a Tween 80 fokozzadk a

lipazaktivitast (Corzo és Revah, 1999; Ghosh és munkatarsai, 1996; Fickers és munkatarsai,

2004; Fickers és munkatéarsai, 2005; Kapturowska és munkatirsai, 2012). Ghosh és

munkatarsai (1996) kimutattak, hogy a gliikdz, mint szénforras a P. fragi lipaz termeléséhez
elengedhetetlen, mig a P. aeruginosa nem igényli. Tovabba megfigyelték, hogy a gliikdzzal
kiegészitett taptalajok az altaluk vizsgalt Gsszes gomba esetében maximalis lipaz-hozamot
eredményeztek.

A'Y. lipolytica élesztégomba lipaz termelésének fokozasara tobb megkdzelités is sziiletett

(Corzo és Revah, 1999; Fickers és munkatarsai, 2004; Amaral és munkatarsai, 2006).

Koztiik Corzo és Revah (1999) azt tapasztalta, hogy a tapkozeg oliva- vagy kukoricaolaj
tartalma latvanyosan fokozta a Y. lipolytica 681 lipazaktivitasat, illetve megallapitottak,
hogy a karbamid volt a legjobb nitrogénforras az enzimtermeléshez, valamint az alacsony
szintli levegdztetés novelte a lipolitikus aktivitast és a micéliumképzddést a tapkdzegben.
Emellett Tween 80 hozzaadasaval novelni tudtak az extracellularis lipaz aktivitast a
Fickers és munkatarsai (2004) azt vizsgaltdk, hogy modositja-e a tapkozeg szén- és
nitrogénforras Gsszetétele a Y. lipolytica éleszto lipaz termelését. Megallapitottak, hogy a Y.

lipolytica mutans altal termelt extracellularis lipaz eléallitasahoz a tripton N1 volt a legjobb
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nitrogén- €s szénforras, valamint, hogy a termelt lipaz szintje akkor volt a legnagyobb,
amikor a legkisebb koncentracioban volt jelen az olajsav. A Y. lipolytica CBS6303 vad
tipusu torzs esetében az extracellularis lipaz termelését a hosszu lancu zsirsav jelenléte
serkenti, mig gliikoztartalmu taptalajon az extracellularis lipaz aktivitas viszonylag alacsony
szinten és csak a tapkdzegben 1évo ilyen szubsztrat kimeritése utan mutathat6 ki. Amaral és
munkatarsai (2006) perfluorodekalint, egy perfluor-szénhidrogént (PFC) oxigénvektorként
hasznaltak a taptalajban, hogy a Y. lipolytica szamara az oxigén elérhetdségének novelésével
fokozzak a lipaz termelddését. Ennek eredményeképpen a lipaz termelés a 23-szorosara nétt

20% (v/v) PFC hozzaadasaval 250 rpm fordulatszamon.

3.4. Lipaz enzim ipari felhasznaldsa

A lipaz enzim széles korben alkalmazhato szamos iparagban, pl. a tejiparban, az élelmiszer-
¢s italgyartasban, az allati takarmanyozasban, a tisztitdsban, a biolizemanyag-, a gyogyszer-
, a textil, kozmetikai, parfim- és aromaiparban, a finomvegyszerek eldallitasaban, az

agrokémiai termékek, a bioszenzorok és a bioremediaci6 teriiletén (Chandra és munkatarsai,

2020). A lipazok sokoldalu felhasznalasuknak kdszonhetéen nagymértékben
hozzajarulhatnak a biotechnologiai ipar bdviiléséhez, mivel a reakciok széles skaldjat
katalizaljak, amelyek els6sorban a nyersanyagok biologiai feldolgozasaban vagy a szerves

vegyianyagok szintézisében jatszanak szerepet (Sarmah és munkatarsai, 2018). A lipaz

néhany ipari alkalmazasat az alabbiakban mutatom be (3. abra).

Elelmiszeripar

Energiaipar Mososzeripar

Bioremedidcio
és kornyezeti
folyamatok

Textilipar és

borfeldolgozas

Papiripar és
celluloz-
gyartas

3. abra: A lipaz potencialis alkalmazasi tertiletei
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3.4.1. Elelmiszeripar

A lipazokat katalizatorként hasznaljdk az élelmiszeriparban azért, hogy a zsirok és olajok
szelektiv hidrolizisével zsirsavakat szabaditsanak fel az élelmiszeripari termékekben. A

zsirok ¢és olajok modositasa a lipaz egyik legfontosabb alkalmazasi teriilete az ¢lelmiszer-

feldolgozo iparban (Sarmah és munkatarsai, 2018). A kereskedelmi lipazokat elsésorban a
tejiparban alkalmazzak a sajtok, tejszin és mas tejtermékek izének kialakitasa, javitasa
érdekében. A jellegzetes iz a tej hidrolizise sordn a szabad zsirbol keletkezd zsirsavak
eredménye. Emellett ezek a zsirbontd enzimek hozzdjarulnak a sajt érlelésének
felgyorsitasahoz is. A lipazokat a vajban és a margarinban izfokozoként is alkalmazzak,
valamint kiilonb6z6 siitéipari termékek eltarthatésagi idejének meghosszabbitasara

(Raveendran és munkatarsai, 2018; Sarmah és munkatarsai, 2018; Sindhu és munkatarsai,

2021). Hasznaljak emulgealoszerként a pékaruk és a tésztak allaganak és szerkezetének

javitasara, tovabbd adalékanyagként az 4llati takarmanyozasban (Casas-Godoy és

munkatarsai, 2018). Ezen tilmenden alkalmazzak 6ket a komplex bioanyagok modositasara

¢s lebontasara, hus- és haltermékek zsirtalanitasara. A foszfolipazokat az iparban a
tojassargaja kezelésénél hasznaljak majonéz és més emulgealdszerek eldéllitasahoz, a lecitin
modositasahoz, valamint a névényi olajok finomitasanal az olajbontasi 1épésben (Sarmah és

munkatarsai, 2018). Alkoholos italokban, példaul borban, az aroma médosithaté lipazzal. A

lipazokkal egyarant talalkozhatunk a gyiimolcsok, zoldségek fermentalasanal, illetve a tej-,
hts- és siitdiparban is. Az olyan zoldségek, mint a képoszta, uborka, kelbimb¢ stb.
tejsavbaktériumokkal erjeszthetok. Egy tanulmany vizsgalatai azt mutattak, hogy a szabad
zsirsavak (FFA) mennyisége jelentésen megndtt a fermentalt kdposztaban és kelbimboban
(Seitz, 1974). Egy késobbi vizsgalatban pedig azt talaltak, hogy az uborka tejsavas erjesztése
soran valamennyi lipidfrakcidban jelentds valtozasok kovetkeztek be, koztiik az FFA kozel
négyszerére novekedett a savanyusagképzodés soran. Ezeket az eredményeket a
tejsavbaktériumok altal a 22 napos fermentacids iddszak alatt képzodott lipazok altal végzett
zsirhidrolizissel magyaraztak. (Seitz, 1974).

A lipazokat bioszenzorként is alkalmazzdk a trigliceridek mennyiségi meghatarozasara. A
trigliceridbdl felszabadulo glicerin mennyiségi meghatarozasa 4ltal a lipidtartalom kozvetett
mérésére alkalmazhato. A lipazokat gliik6z-oxidazzal kombinalva pH/oxigén elektrodakra
lehet immobilizalni, ezek lipid-bioszenzorként mikodnek, s triglicerid- és vérkoleszterin-

meghatarozasokban hasznalhatok (Ray, 2012; Raveendran és munkatarsai, 2018; Sarmah és

munkatarsai, 2018).

14



3.4.2. Mososzeripar és textilipar

A textilipar szintén hasznal lipazokat az enzimatikus mosashoz és a farmerek kezeléséhez.
A proteazok mint mososzeradalékok nagy kereskedelmi sikere utan az enzimipar komoly
erofeszitéseket tett a lipazok, mosdszer enzimként vald alkalmazasanak bevezetésére

(Choudhury ¢és Bhunia, 2015). Adalékanyagként torténé alkalmazasuk a moso- és

tisztitoszerekben napjainkban gyorsan novekszik, mivel magas homérsékleten és lugos pH-
n aktivak és stabilak, valamint a mososzer-proteazokkal és mas feliiletaktiv anyagokkal
szemben toleransak. A lipazok a moso- és tisztitoszerek Osszetételében kulcsfontossagu

funkcionalis vegytiletet alkotnak, és az Osszes eldallitott lipdz mintegy 32%-4t a moso- €s

tisztitoszeriparban hasznaljak (Sarmah és munkatarsai, 2018).
Lipazokat adnak a haztartasi mosogatogépek tisztitoszereihez is, ahol feladatuk a

zsirmaradvéanyok eltavolitasa és az eldugult lefolyok tisztitasa (Ray, 2012; Casas-Godoy és

munkatarsai, 2018). A lipazokat proteazokkal és amilazokkal kombinalva hasznaljak a

tisztitoszerek hatékonysaganak javitasara. A lipaz adszorbealddik a szovet feliiletén, majd
stabil szovet-lipaz komplexet alkot, amely viz hozzdadasaval katalizalja a kémiai kotések
lebontasat. A mosodszeriparban leggyakrabban hasznalt lipaz el6éallitdé mikroorganizmusok
kozé tartozik a Staphylococcus arlettae, a Burkholderia cepacia, a P. fluorescens és a
Candida fajok. Varhatoan a lipazok a kovetkez6 néhany évben sokoldaltisagukbol és a

mososzerek és kozmetikumok piacan vald folyamatos térnyerésiikbdl fognak profitalni

(Ray, 2012).

3.4.3. Parfiim- és kozmetikai ipar

A lipazokat széles korben alkalmazzak a kozmetikai és parfiimiparban szamos feliiletaktiv
anyag, aromavegyiilet, illatanyagok el6allitasara, tovabba a testapolokban lagyitoszerként

hasznaljak ket (Sarmah és munkatarsai, 2018; Casas-Godoy és munkatarsai, 2018). A viasz,

fahéjsav, ellagsav, ferulasav észtereit lipaz-katalizalt észteresitéssel szintetizaljak, amelyek
aroma/illatanyag vegyiiletekként, gyogyszerek eldanyagaként, valamint kozmetikai és
fényvédo szerek adalékanyagaként hasznalhatok. A lipazok els6dleges 6sszetevdi a kiilsdleg
alkalmazott krémeknek vagy a szajon at beadott gyogyszereknek, amelyek a zsir
eltavolitasaval segitik a fogyast. A szépségiparban P. fluorescens ¢s a Pseudomonas cepacia
lipazokat hasznalnak a mentol-észterek eldallitasara, amelyek a szajoblitékben mentolos izt,

a borotvakrémekben borsmenta illatot kolcsonoznek (Sarmah és munkatarsai, 2018). A

parfiim- és kozmetikai ipar a Y. lipolytica lipazait is felhasznalja. A lavandulil-acetat
felbontasat a megfelelé (R)- és (S)-lavandulolra a Y. lipolytica NCIM 3639-bdl izolalt
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extracellularis lipazok felhasznalasaval végezték. Megfigyelték, hogy a Y. lipolytica NCIM
3639-bdl szarmazo extracelluldris és sejthez kotott lipazok eltérd viselkedést mutatnak: az
extracellularis lipaz sokkal gyorsabban hidrolizalja az (S)-lavandulil-acetatot, mint a
megfeleld (R)-enantiomer. Ezzel szemben a sejthez kotott lipaz sokkal gyorsabban
hidrolizalja az (R)-lavandulil-acetatot, mint a megfelelé (S) enantiomer. A lavandulol az
illéolajok alkotorésze, és fontos adalékanyag a parfiim- és kozmetikai iparban (Brigida és
munkatarsai, 2014).

3.4.4. Orvosi és gyogyaszati alkalmazasok

A lipazokat gyakran hasznaljak az orvostudomanyban diagnosztikai eszkdzként, mivel ezen
enzimek vérben mért szintje egyes betegségek és fertézések markereként szolgal. A vérben
1évé magas enzimszint Osszefliggésbe hozhatdé az akut hasnyalmirigy-gyulladas és a
hasnyalmirigy elvaltozas kialakuldsaval. Az orvosi 4gazatban a lipazokat a szérum triglicerid
(TAG) szintjének meghatarozasara is hasznaljak — a TAG-ek szabad zsirsavakka és

glicerinné torténd atalakitasaval — (Casas-Godoy és munkatarsai, 2018; Pérez és

munkatarsai, 2019). A lipazok alkalmazasa fontos a gydgyszeriparban az atészterezés és a

hidrolizis folyamatok megvalositasara. Ezek az enzimek, a zsirok emulgealasara valod
képességiik miatt, felhasznalhatok emésztési zavarok esetén, igy mas enzimekkel, mint
példaul a protedazokkal egylitt segithetik az emésztést. A lipazok tovabbi felhasznalasi
teriiletei lehetnek a daganatos és a gyulladasos betegségek, valamint az eclhizas és a
cukorbetegség kezelése. A borfert6zések kezelésére krém készitményekben is alkalmazhato

a lipaz mas enzimekkel, példaul kollagenazokkal egyiitt. A lipazok segitenek fenntartani a

bor szerkezetét ¢s megvédik azt a kdrnyezet okozta karosodasoktdl (Pérez és munkatarsai,
2019).

3.4.5. Papiripar és cellul6z gyartas

A fa a papir- és cellulozipar 6 forrasa, viszont a faban 1évé gyanta jelenléte komoly
problémakat okoz a papir- és cellulozgyartasban. A gyanta hidroféob komponensekbdl,
foként trigliceridekbdl és viaszokbol all. A lipazokat az 1990-es évek eleje ota rutinszeriien
alkalmazzak a nagylizemi papirgyartas soran, hogy az eldallitott cellul6zbol eltavolitsak a

gyantat. Az alkalmazott lipaz C.rugosa eredetli (Choudhury és Bhunia, 2015; Chandra és

munkatarsai, 2020). A hulladékpapir festéktelenitésénél szintén jelentds szerepet tolt be a

lipaz enzim, ugyanis novelheti a celluloz pépesitési sebességét, intenzitasat és fehérségét,

csokkenthett a  vegyszerhasznalatot, a  szennyviz  szennyezettségi  szintjét,
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meghosszabbithatja a berendezések élettartamat, mindezek altal energia és id6 takarithato
meg a hasznalataval, valamint csokkentheti az Osszetett koltséget is. A Pseudomonas sp.
KWI-56 lipaz hasznalata példaul feljavitotta a papir fehérségét €s csokkentette a tartos
tintafoltokat (Chandra és munkatarsai, 2020).

3.4.6. Bioremediacio és kornyezeti folyamatok

A lipazokat széles korben hasznaljak olajban gazdag maradékvizek kezelésére, szerves

tormelékek lebontasara és szamos egyéb ipari szennyviz kezelésében (Casas-Godoy és

munkatarsai, 2018). A lipaz termelé baktériumok tenyésztése és a szennyvizbe valod

bejuttatasa segitségiil szolgal az ipari szennyvizek, az élelmiszerhulladék, a tejipari hulladék,
a gyapjubdl szarmazo zsir, a tragya €s az olajsajtold lizemek szennyvizének kezelésében. A
szennyviztisztitd telepeken a zsirok enzimatikus kezelésével akar 90%-ban hidrolizalhato a
foként triglicerideket tartalmazd iszap. Az aktiv iszapos eljards soran a lipazok
alkalmazasaval a levegdztetett tartdlyok feliiletérdl folyamatosan eltavolitott vékony
zsirrétegek révén, lehetdvé valik az oxigénszallitds, és a biomassza fenntartdsa. Ezért a
mikroorganizmusok szerepe a szennyvizhulladék kezelésében nem vitathato, emellett a
hatékonysag a lipdz termeld baktériumok immobilizalasdval ¢és géntechnoldgiai

modszerekkel tovabb javithato (Sarmah és munkatarsai, 2018).

3.4.7. Energiaipar

A kendanyagok, a biodizel és a biokerozin kornyezetbarat megoldast jelentettek az
lizemanyagvalsagra, mivel olyan megtjuld, biologiailag lebomldé és nem mérgezd
tizemanyagok, amelyek novényi olajok és allati zsirok enzimatikus atészterezésével konnyen

elballithatok (Aarthy és munkatarsai, 2014; Casas-Godoy és munkatarsai, 2018). A

biodizelt, az alternativ lizemanyagok igéretes formajat vilagszerte kiilonb6z6 olajok/zsirok
alkohollal torténd atészterezésével allitjak eld. Az enzimatikus atészterezésnek szamos
elénye van a kémiai atészterezéssel szemben, mint példaul a melléktermék glicerin konnyti
visszanyerése tisztitott formaban, a minimalis hulladéktermelés, a kisebb energia-
felhasznalas stb. A szakirodalomban szdmos tanulmanyt kozoltek a lipaz-katalizalt
biodizelszintézisr6l kiillonbozo étkezési és nem étkezési olajok felhasznalasaval, ilyen B.
cepacia lipaza is, amely a ricinusolaj — ami egy nem étkezési olaj — atészterezését katalizalja

(Sarmah és munkatarsai, 2018). Az ¢leszték koziil, a C. antarctica, a C. rugosa, a

Cryptococcus sp., a Trichosporon asahii és a Y. lipolytica lipazai ismertek az ilyen reakciok

katalizalasara (Aarthy és munkatarsai, 2014). A Geotrichum sp. lipazat a hulladék étolajbol,
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a P. fluorescens lipazat pedig a hulladék napraforgoolajbol torténd biodizelgyartashoz

hasznaltak (Sarmah és munkatarsai, 2018).

3.5. Yarrowia fajok besorolasa

A'Y. lipolytica filogenetikai torténete meglehetésen kaotikus, mivel eleinte csak az anamorf
(vagyis az aszexualis allapot) volt ismert, ezért a fajt a Candida nemzetségbe soroltak. A
teleomorfot (vagyis az ivaros allapotot) csak az 1960-as évek végén fedezték fel, (amikor
megfigyelték az aszkosporak képzodését) akkor a fajt Endomycopsis lipolytica néven az
Endomycopsis nemzetségen belill irtak le. Ezt viszont taxonémiai problémak miatt az 1970-
es években Saccharomycopsis-ra valtoztattak és a faj Saccharomycopsis lipolytica néven
valt ismertté. Azonban, a S. lipolytica jelent6sen kiillonbozott a nemzetség tobbi fajatol,
kiilondsen az aszkosporak morfoldgiai jellemzdi és a Q-9 koenzim termelésére valo
képessége tekintetében, igy végiil 1étrehoztak egy 0j Yarrowia nemzetséget, ami alapjan
Yarrowia lipolytica névre modositottak. Tobb mint 50 éven at a Y. lipolytica-t tekintették a
Yarrowia nemzetség egyetlen fajanak, és csak két évtizede (amikor a szekvenalds
rutintechnikdvd valt a rendszertani vizsgéalatokban) sikeriilt mas fajokat is azonositani

(Heard és Fleet, 1999; Madzak, 2021).

A nagy alegység (LSU) rRNS-gén D1/D2 domének és a belso atirt spacer régiok (ITS1 és
ITS2) szekvencidinak Osszehasonlitasa ravilagitott a korabbi Yarrowia izolatumok kozotti
bizonyos heterogenitasra, és azt is kimutatta, hogy néhany, korabban az aszexualis Candida
nemzetséghez tartozo élesztégombat Gjra a Yarrowia kladba kellett sorolni. Négy Candida
faj (C. alimentaria, C. deformans, C. galli és C. phangngensis) mitokondrialis DNS-ének
szekvenalasa szintén megerésitette a Yarrowia kladba valo tartozasukat. A Y. lipolytica
mellett 12 tovabbi Yarrowia-faj szerepel az NCBI Taxonomy Browser weboldalan (Internet
2: Nagy és munkatarsai, 2013; Madzak, 2021).

3.5.1. Yarrowia lipolytica

A legujabb rendszertani besorolas a Candida lipolytica-t Yarrowia lipolytica néven irja le.
A "Yarrowia" nemzetségnév David Yarrow-ra, a hollandiai Delft Microbiology Laboratory
kutatojara utal, aki ezt a nemzetséget azonositotta. A "lipolytica" fajnév a lipolitikus szohoz

kapcsolodik, amely a lipidek hidrolizalasanak képességét jelenti (Heard és Fleet, 1999;

Nicaud, 2012; Zieniuk és munkatarsai, 2018). A Y. lipolytica egy obligat aerob

¢élesztdgomba, amely természeténél fogva hidrofob szubsztratokat tartalmazé kdrnyezetben,

olajos hulladékokban és élelmiszerekben (tej- és baromfitermékekben) fordul eld. A Y.
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lipolytica nem mindsiil patogénnek, €s altalaban biztonsagos statuszi €lesztonek tekintik. A
szénforrasok rendkiviil széles skalajat képes asszimilalni, beleértve mind a hidrofil (gliikkoz,
glicerin, fruktoz, szerves savak és alkoholok), mind a hidroféb (zsirsavak, alkanok és

triglicerid) szubsztratokat (Fickers és munkatarsai, 2004; Timoumi és munkatarsai, 2018).

A kornyezeti korilményektdl fiiggden (stressz hatdsara) két kiilonb6zé morfoldgiai
valtozatban, egysejtli éleszté vagy a fonalas gombakra jellemzd hifak forméjaban képes
novekedni (4. dbra). A dimorfikus valtas soran tobb alak- és mérettartomanyt forma van

jelen. AY. lipolytica-t ezen tulajdonsaga miatt modellszervezetként is hasznaltak az éleszt6k

dimorfizmusanak vizsgalatahoz (Timoumi és munkatarsai, 2018).

4. abra: Y. lipolytica (W29 torzs) morfologiaja oxigéndus taptalajon (a), illetve
oxigénlimitacioé mellett élesztészerli formaban novesztett micéliummal (b) (Timoumi és
munkatarsai, 2018 nyoman).

Néhany, a nyilvanos élesztogyljteményekben 1évo figyelemre méltod, biotechnologiai

szempontbol hasznos Y. lipolytica térzseket mutat be a 3. tablazat.

3. tablazat: Biotechnologiailag jelentds vad tipust vagy genetikailag modositott
Y. lipolytica torzsek (Madzak, 2021 nyoman)

Figyelemre mélto

Torzs neve/ Eredete Felhasznalasi teriiletek

tulajdonsagok
A-101/automosoéd szennyviz roteljes novekedés olajon . o e
04 080 SZENNYVIZ, | CTOTEYEs NOVe edés o Jon, in situ talajbioremediacio,
Lengyelorszag (nem magas citromsavtermelés, . .
o o . e s citromsavtermelés
nyilvanosan hozzaférhetd) szekvenalt torzs

nagyon magas lipidtartalom és | szerves savak (f6leg citromsav)

ACA-DC 50109/ termelékenység, robusztus eldallitasa, mérnoki metabolikus

Gordeorsza novekedés nyers glicerinen, gazdaszervezet a
& g egyidejlileg magas lipid- és tovabbfejlesztett GM-torzsek
citromsavhozam tervezésére

robusztus novekedés nyers
glicerinen, egyidejlileg nagy citromsav ¢és poliol termelés
lipid- és citromsavhozam

ACA-DC 5033/savas
kovész, Gorogorszag
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Figyelemre mélto

tulajdonsagok Felhasznalasi teriiletek

Torzs neve/ Eredete

a kdolaj nyersolaj lebontasa,

robusztus novekedés, magas e .
- hag mérnoki metabolikus

ATCC 20362/USA lipidtartalom és
termelékenység gazdaszervezet a Dupont GM
PUFA-termel0 platformhoz
ATCC 48436/talaj, Japan lipaz-aktivatorokat termel lipaz enzimtermelés

szerves savtermelés, mérnoki

metabolikus gazdaszervezet

tovabbfejlesztett GM torzsek
tervezese

jobb fruktoz-asszimilacio,
H222/talaj, Németorszag nagy citromsavtermelés,
szekvenalt torzs

NCIM 3589/tengerviz, India

biofilmképzés, emulgealoszer- . | 1)
p & arany nanorészecskék eldallitasa

termelés
W29/szennyviz, magas szintli fehérje szekrécio, " 1170
: . 1y e szerves savak eléallitasa
Franciaorszag szekvenalt torzs

heterolog fehérje eldallitasa,
mérndki metabolikus
gazdaszervezetnek szant GM-
torzsek tervezése tobbféle
alkalmazashoz

Po1f/W29-es torzs GM képes szachar6zon ndvekedni,
valtozata szekvenalt torzs

3.5.2. Yarrowia yakushimensis

A Y. yakushimensis tudomanyos leirasat Groenewald és Smith 2013-ban publikalta

Yarrowia yakushimensis f.a. (forma asexualis), comb. nov. néven. A ,yakushimensis”
elnevezés az izolatumok eredetére, a Japanban 1évo Yakushima szigetre utal. A Yarrowia
yakushimensis megnevezésnek a latin szinonimaja a Candida yakushimensis. Suzuki (2004)
Japanban két C. yakushimensis torzset is izolalt termeszek (Hodotermopsis sjoestedti)
bélrendszerébdl. A Candida yakushimensis a Yarrowia filogenetikai kladba tartozo faj,
amelyet a Yarrowia 1) fajaként irtak le. Groenewald és Smith (2013) tanulmanya soran a
Y. yakushimensis-t a D-mannit asszimilacidja és a 30°C-on valé novekedésének hianya
alapjan kiillonboztették meg a Yarrowia-klad tobbi fajatol (4. tablazat). A Y. yakushimensis
tudomanyos besorolasa a kovetkezé: Elesztégomba, Ascomycota, Saccharomycotina,
Saccharomycetina, Saccharomycetidae, Saccharomycetales, Dipodascaceae, Yarrowia
(Groenewald és Smith, 2013; Internet 3).

20




4. tablazat: Novekedési jellemzok, amelyek megkiilonboztetik a Y. yakushimensis-t a tobbi
Yarrowia kladba sorolt fajtol ((Groenewald és Smith, 2013 nyoman)

Térzs Nii_vekedés
D-mannit 30 °C

Y. yakushimensis + -
C. alimentaria - -
Y. deformans + +
C. galli +/1 +
C. hispaniensis + +
C. hollandica gyenge +
Y. lipolytica + +
C. oslonensis - +
C. phangngensis + +

3.5.3. Yarrowia divulgata

Nagy ¢és munkatarsai (2013) Yarrowia divulgata f.a., sp. nov. térzseket izolaltak, amelyek
kiilonbozé allati eredetii forrasokbol szarmaztak. Az egyik 0j torzset egy déniai
szalonnafeldolgoz6 iizembdl izolaltdk, két torzset az USA-ban csirkemajbol, kettét pedig
hazankban csirkemellbdl, illetve daralt marhahusbol nyertek ki. Rakicka és munkatérsai
(2016) a Yarrowia nemzetség tizenkét fajat vizsgaltak eritrit és mannit eléallitasara tiszta
glicerinbdl, gliikézbol vagy fruktézbol négy kiillonbozé taptalajon. Megallapitottak, hogy a

Y. divulgata is igéretesnek bizonyult, mint cukoralkohol- termel6 torzs.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. A felhasznalt Yarrowia nemzetséghez tartozo torzsek

Az alabbi torzseket hasznaltam fel a kisérleti munkam soran:

e Yarrowia lipolytica 854/4 torzs hiisbol izolalt

e Yarrowia yakushimensis NCAIM Y.02049 t6rzs rovarbol izolalt
e Yarrowia yakushimensis NCAIM Y.02050 torzs rovarbol izolalt
e Yarrowia yakushimensis NCAIM Y.02052 torzs rovarbol izolalt
e Yarrowia divulgata NCAIM Y.02062 torzs csirkemellbdl izolalt

e Yarrowia divulgata 5257 torzs daralt sertéshusbol izolalt

A torzsek a Mezdgazdasagi ¢€s Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyljteményébdl
(NCAIM) keriiltek beszerzésre, kiilonb6z6 husokbol, illetve rovarbol szarmaznak (Nagy,
2015).

4.2. Anyagok

4.2.1. Alkalmazott tapkozegek

YEPD ferdeagar (ElesztSkivonat-pepton-gliikoz agar)

A Kkisérleteimnél a Yarrowia élesztOk fenntartasara és felszaporitasara YEPD ferdeagart

alkalmaztam az aldbbi 5. tablazat szerint.

9. tablazat: YEPD ferdeagar Osszetétele

Agar Gliiko6z Pepton Elesztékivonat | Desztillalt viz
25¢ 20 g 109 59 1000 ml

A tapkozeget 121 °C-on autoklavban sterileztem, 15 percen at.

Inokulum tapkozeg
Inokulum tapkozeg Osszetételét a 6. tablazat tartalmazza.

6. tdblazat: Inokulum tapkozeg

Gliik6z Pepton ElesztSkivonat Desztillalt viz
209 209 10 g 1000 ml

A tapkozeget 121 °C-n autokldvban sterileztem, 15 percen at.
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Fermentacios tapkozeg

A lipaz fermentaciohoz olivaolaj tartalmi YEPD taplevest hasznaltam (7. tablazat). A
kisérleti beallitasoknak megfeleléen Tween 80, kiegészitést alkalmaztam 0,5¢/I
mennyiségben. A lipaz enzim termelésének optimalizaldsara iranyuld kisérleteimhez
olivaolaj, Tween 80 és Triton X-100 tartalmi YEPD taplevest hasznaltam. Ezen

kisérleteimhez a 8. tablazat alapjan mértem be a Tween 80 és Triton X-100 megfelel6

mennyiségeit. A tapkozeget 121 °C-n autoklavban sterileztem, 15 percen at.

7. tablazat: Fermentacios tapkozeg

Gliik6z Pepton Elesztokivonat | Olivaolaj Tween 80 | Desztillalt viz
209 6,49 109 10 mi 0,59 1000 ml
8. tablazat: Triton X-100 és Tween 80 mennyiségei

Beallitas Triton X-100 Tween 80 Triton X-100 | Tween 80

koncentracio koncentracid (%) (%)

1 -1,41 0 0,01475 0,05
2 -1 1 0,025 0,075
3 0 141 0,05 0,08525
4 1 1 0,075 0,075
5 1,41 0 0,08525 0,05
6 1 -1 0,075 0,025
7 0 -1,41 0,05 0,01475
8 -1 -1 0,025 0,025
9 0 0 0,05 0,05
10 0 0 0,05 0,05

4.2.2. Enzimaktivitas méréshez hasznalt oldatok

Sorensen puffer:
A 7,2-es pH-ju puffert m/15 Na,HPO4*2H,0 (11,876 g/1) és m/15 KH2PO4 (9,078 g/l)

megfeleld aranyt Osszemérésével készitettem el hogy bemértem 5,93 ¢

ugy,
Na;HPO4*2H20-t és kiegészitettem 500 ml desztillalt vizzel, majd 2,27 g KH2POs-t mértem
be, ezt 250 ml desztillalt vizzel egészitettem ki. 100 ml pufferhez dinatrium-hidrogén-foszfat

oldatbol 72,6 ml-t, kalium-dihidrogén-foszfat oldatbol 27,4 ml-t mértem be.

Szubsztratum:
25mM-os para-nitrofenil-laurat szubsztratum oldatot alkalmaztam, 96%-os etanolban
feloldva. Emellett tigyeltem arra, hogy a méréseim soran mindig frissen készitsem el a

szubsztratumot.
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Leallito reagens:
Leallito reagensként 0,1 N-0s Na>COsz oldatot hasznaltam, amelyhez 500 ml desztillalt

vizben 2,65g natrium-karbonatot oldottam fel.

4.2.3. Felhasznalt eszkozok

e Vizfiird6

e Razogep

e Eppendorf centrifuga

e Spektrofotométer

e Elektromos pH méré

e Steril laminaris fiilke

e Mikroszkop

e Biirker-kamra

e Egyéb Ilaboratoriumi eszkozok, pl.: Eppendorf csovek, centrifuga csovek,
kémcsovek, Pasteur- és automata pipettak, fé6z6poharak, 500 ml-es Erlenmeyer-

lombikok, méréhengerek, analitikai mérleg stb.

4.3. Modszerek

4.3.1. pH mérés

A mintaim pH értékének meghatarozasahoz Mettler-Toledo elektromos pH mér6t
alkalmaztam, melyet mérés el6tt mindig kalibraltam. A pH mér6 kalibralasahoz, pH=2 és

pH=9 kalibral6 oldatokat hasznaltam.

4.3.2. Optikai denzitas mérése

Az optikai denzitas (OD) mérést a szaporodas nyomon kovetése céljabol végeztem. A
mintaim abszorbancigjat 600 nm-re allitott spektrofotométerrel mértem meg. Higitast

alkalmaztam, ha az OD érték 0,7- nél nagyobb értéket mutatott.

4.3.3. Extracellularis lipazaktivitas mérése

Az extracellularis lipazaktivitis méréséhez a fermentlébél 1-1 ml mintat Eppendorf
centrifuga csObe helyeztem és 14000 rpm fordulatszammal 10 percen keresztiil
centrifugéltam. Ezaltal két frakciot kaptam, a centrifugacsd aljara leiilepedett sejteket és a

feliiluszot. Az extracellularis lipazaktivitds meghatdrozasdhoz a megfelelden higitott
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feliiliszot hasznaltam fel. Mindig két parhuzamos mérést végeztem. Az enzimaktivitas
mérésének elvégzéséhez a 9. tablazat alapjan allitottam Ossze a reakcidelegyeket. A reakcid
inditasa elott a reakcioelegyeket par percig 37°C-on eldinkubaltam. A reakcid inditasakor
bemértem a mintdkat (25 pl) a kémcsovekbe. A reakci6idé 10 perc volt, ezutan a
kémcsovekbe 250 pl NapCOs oldatot pipettazva allitottam le a reakciot. A spektrometrias
mérést megel6zéen a reakcioelegyeket Eppendorf csovekbe ontdttem, ezt kovetden 10
percig, 14000 fordulat/perc fordulatszammal centrifugaltam, majd spektrofotométer

segitségével 405 nm-en megmértem a mintak abszorbanciajat.

9. tablazat: Enzimaktivitas mérés reakcidelegyei

Desztillat viz | Szubsztratum | Enzimoldat | Puffer
(Y (nl) (u) (u)
Miiszer vak 125 - - 725
Szubsztratum vak 25 100 - 725
Enzim vak 100 - 25 725
Minta - 100 25 725

A lipaz extracelluldris enzimaktivitasat az alabbi egyenlet alapjan hatdroztam meg:

(Aminta - Aenzimvak - Aszubsztrétumvak)

11,561 * reakci6 id6

Lipaz enzimaktivitas = * higitas (U/ml)

Egy egységnyi (U) lipaz az az enzimmennyiség, mely a szubsztratumbol 1pumol p-nitrofenolt

szabadit fel egy perc alatt a vizsgalt reakcio koriilményei kozott.

4.3.4. Fermentacio

A szkrineléses kisérleteim soran a fermenticidkat 5 v/v%-nyi 24 oOras inokulum
tenyészetekkel inditottam. Az inokulum mennyiségének optimalasa soran 10° sejt/ml, 5*10°
sejt/ml és 107 sejt/ml sejtkoncentraciokat haszndltam. A CCD-s vizsgalatokhoz a méasodik
kisérlethez hasznalt koncentraciok koziil minden toérzsnél az optimalisat alkalmaztam. A
kisérleteket megeldzbden atoltottam a térzseket, mely sordn a felhasznalni kivant mikrobéakat
tartalmazo ferdeagarrol 1-1 nagy kacsnyi Yarrowia torzset vittem fel a frissen készitett
YEPD ferdeagar feliiletére. A torzsek két nap alatt felszaporodtak. Az inokulum
tapkozegeket két napos ferdeagarrol oltottam be. A kisérletek elvégzéséhez razott lombikos

fermentaciot alkalmaztam 150 ml térfogatban, 160 rpm razatasi sebesség mellett, 28 °C-on.
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A szkrineléses vizsgalatomnal 312 oran at, a tobbi kisérletemnél pedig 168 6ran at tartott a

fermentacid és 24 oranként tortént a mintavétel.

4.3.5. Biirker-kamras sejtszamlalas

A felhasznalt Yarrowia torzsek torzsoldatainak spektrofotométer segitségével megmértem
az optikai denzitasat, sziikség szerint higitdst alkalmazva. Majd ezekbdl a
sejtszuszpenziokbol 20-20 pl-nyi mintat vettem, a mikroszkopot pedig 40x-es nagyitasra
allitottam. A sejtszamlalashoz Biirker-kamrat hasznaltam (5. abra), mely soran 10 db nagy
négyzetben megszamoltam a sejteket, ezutan a kapott értékeket 6sszeadtam, majd atlagoltam
és az igy kapott értéket beszoroztam 2,25*10° értékkel, illetve, ha volt higitas, akkor azzal is

szoroztam. Ezzel megkaptam az 1 ml mintdban 1évé sejtmennyiséget sejt/ml-

koncentracioban.
a
7
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5. abra: Biirker-kamra feliil- (a) és oldanézetben (b), illetve a Biirker-kamra beosztasai
(Internet 4.)

4.3.6. Kozponti elrendezésii Kisérlettervezés (CCD)

A felhasznalt Yarrowia torzsek lipaz enzim termelésének optimalizalasahoz a kdzponti
elrendezésii statisztikai modellt hasznaltam. Ez alapjan a két vizsgalt faktorom, a Tween 80
(x1), illetve a Triton X-100 (x2) volt. Mivel két faktorom volt, igy az a értéke a 1,414 volt.
A fliggd valtozonak, vagyis az optimalizaland6 paraméternek pedig az enzimaktivitast ()
valasztottam. A munkapont és a 1éptéktényezé mindkét faktor esetén megegyezett, 0,05% és
0,025%. A fermentacios tapkozegben alkalmazott Tween 80 és Triton X-100
koncentracioinak a Yarrowia térzsek enzimtermelésére gyakorolt hatasat vizsgaltam, illetve
azt, hogy mely koncentraciok mellett lesz maximalis az enzimtermelés. Az optimalis
enzimtermelés megallapitdsdhoz a kovetkez6 masodfoki polinomidlis egyenletet

alkalmaztam (ahol bo-s: a regresszios egyiitthatok):
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Y= b0+b1*x1+b2*x%+b3 *x2+b4*x§+b5*x1x2
A modszer elve:

A Box-Wilson-féle kozponti elrendezésii kisérletterv, egy beagyazott faktorialis vagy tort
faktorialis tervet tartalmaz, amelynek kozéppontjai kdzponti pontok, amelyeket a gorbiilet
becslését lehetove tevo "csillagpontok" csoportjaval egészitenek ki. A CCD mindig kétszer
annyi csillagpontot tartalmaz, mint ahany faktor van a tervben. Az a érték a kozponti
elrendezésti kisérletterv faktorialis részében a kisérleti futtatasok szamatol fligg. A faktorok

szamanak fliggvényében az o néhany tipikus értékét szemlélteti a 10. tablazat.

10. tablazat: Az a értékei a faktorok szamatol fiiggben a faktorialis tervrészben (Internet 5).

Faktorok szama Faktorialis rész Az o skalazott értékei
2 22 224 =1 414
3 28 2% =1,682
4 24 244 =2,000
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5. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. Yarrowia yakushimensis torzsek szkrinelése lipaz enzim termelésre

Harom Yarrowia yakushimensis torzs szkrinelésével kezdtem meg kutatasaimat, melynek
célja volt, hogy végigkdvessem lipaz enzim termelésiik alakulasat. Emellett feladatul tiiztem
ki még, hogy Kivalasszam a legjobban termeld torzseket a tovabbi vizsgalatokhoz. A
szkrineléshez a Biomérnok és Erjedésipari Technoldgia Tanszéken rendelkezésre allo
Y. yakusimensis NCAIM Y.02049, Y. yakushimensis NCAIM Y.02050 és Y yakushimensis
NCAIM Y.02052 torzseket valasztottam. Az elsO kisérletem folyaman tehat ezen torzsek
szaporodasat, extracellularis lipaz aktivitasat, illetve pH-janak valtozasat kdvettem a 2 hetes
fermentacié soran gliikoz-pepton-élesztékivonat, valamint olivaolaj kiegészitést is

tartalmazo tapkozegben.
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1d6 (6ra)
Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 Y. yakushimensis NCAIM Y.02050

—o—Y. yakushimensis NCAIM Y.02052

6. abra: Y. yakushimensis torzsek szaporodasanak alakulasa az optikai denzitas alapjan
gliikdz-pepton-élesztékivonat €s olivaolaj kiegészitést tartalmazoé tapkozegben
A 6. abra a Y. yakushimensis torzsek szaporodasanak alakulasat mutatja be a fermentaciod
soran. Mindharom Y. yakushimensis torzsnél egészen a 192. oraig emelkedtek az optikai
denzitas értékek, utalva a torzsek szaporodasara. A 24. 6raig nem volt szembet{ing kiilonbség
a vizsgalt torzsek szaporodasa kozott, am a 48. oratol a 192. oraig a Y. yakushimensis
NCAIM Y.02049 és Y.02050 torzséhez képest a Y.02052 tdrzs jobban szaporodott. Az OD
érték csokkenése a Y.02052 torzsnél mar a 192. o6ratol, mig a masik kettd esetén a 240. oratol

figyelhetd meg.
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7. abra: Y. yakushimensis torzsek pH-janak alakulasa gliikoz-pepton-élesztékivonat és
olivaolaj kiegészitést tartalmazo tapkozegben

A tenyészlevek pH értékeiket nézve a fermentacid soran, amelyeket a 7. abra mutat be, a
Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 és a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 torzsének
gyakorlatilag megegyezett a pH-ja a teljes kisérlet alatt. Azonban a Y. yakushimensis
NCAIM Y.02050 torzs fermentéacioja soran a kiindulasi pH érték megemelkedett és a kisérlet

teljes ideje alatt magasabb pH-t mértem a masik két torzshoz képest.

A torzsek lipaz aktivitasat tekintve (8. abra) jol latszik, hogy a Y. yakushimensis NCAIM
Y.02050 torzs joval kevesebb lipazt termelt, hiszen enzimaktivitdsa még a 0,1 U/ml-t sem
éri el. Mar a 72. oranal latszik, hogy a Y.02049 és a Y.02052 torzs aktivitdsa kezd
elkiiloniilni a Y.02050 torzsétol.
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8. abra: Y. yakushimensis torzsek lipaz aktivitasanak alakulasa gliikoz-pepton-
¢lesztOkivonat és olivaolaj kiegészitést tartalmazé tapkozegben
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A 192. 6ratol kezdve ugrasszertien nétt a Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 és Y.02052
torzsek enzimtermelése. Ezek koziil a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052-¢s torzs a 312.
orara eredményezte a legmagasabb lipaz enzimaktivitast (0,98 U/ml) és mutatta a nagyobb
értékeket végig a fermentacio soran. A Y.02049-es torzs szintén a 312. orara érte a legjobb

enzimaktivitast, amely 0,85 U/ml volt.

Osszefiiggést tapasztaltam a lipaz enzim aktivitasa, illetve a pH alakuldsa terén, mivel a
Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 és a Y.02052 torzs esetében egyarant magas volt a lipaz
termelés, illetve ezen torzsek esetén a pH tobbnyire csokkent, s pH=5,5-6,6 kdzott mozgott
a fermentacié soran. A Y. yakushimensis NCAIM Y.02050 t6rzsnél azonban a pH 7-7,5
értékek kozott volt és feltételezhetéen ez lehetett az oka annak, hogy alig tortént
enzimtermelés a kisérlet soran. Ez azonban annak is betudhat6, hogy a Y. yakushimensis
NCAIM Y.02050 torzs nem szaporodott fel olyan erésen, mint a masik kettd, ezért végiil
mindharom torzset tovabb vittem a kovetkezo kisérletemhez. A szakirodalomban is hasonlo
eredményekrdl szdmoltak be, miszerint a gombdk 4altalaban alacsonyabb, pH 5,5-6,2 -

értékek mellett termelnek lipazt (Meghwanshi és Vashishtha, 2018). Corzo és Revah (1999)

a Y. lipolytica 681 lipaz termelésének fokozasara tett kisérleteik soran megallapitottak, hogy
a tapkdzeg olivaolaj tartalma szignifikdnsan (P<0,05) fokozta a vizsgalt mikroba lipaz
aktivitasat, s @ maximalis enzim-hozamot 37°C-on, pH 6 mellett kaptak. A lipaz aktivitas
szignifikansan (P <0,05) csokkent pH 8 felett.

5.2. Inokulum mennyiségének optimalasa

A kovetkezd kisérletem soran az inokulum mennyiségének optimalast tliztem ki célul.
Harom kiilonbozd sejtkoncentracio (108 sejt/ml, 5*%10° sejt/ml és 107 sejt/ml) hatasat
vizsgaltam az enzimtermelésre. Ezen kisérletemhez Sipiczki és munkatarsai (2019) munkaja
alapjan legjobbnak talalt, Yarrowia divulgata fajba tartozé torzseket, emellett egy Yarrowia
lipolyitica torzset is bevontam, igy a lipaz fermentaciohoz az alabbi torzseket alkalmaztam:
Y. divulgata NCAIM Y.02062, Y. divulgata 5257, Y. lipolytica 854/4, Y. yakushimensis
NCAIM Y.02049, Y. yakushimensis NCAIM Y.02050 és Y. yakushimensis NCAIM
Y.02052. A fermentacio 7 napon keresztiil zajlott és a fermentacio kezdeti iddpontjaban, a
24. 6raban, a 48. o6rdban, a 72. 6raban, a 144. 6rdban és a 168. 6rdban vettem mintat. A lipaz
fermentaciohoz olivaolaj tartalmi YEPD taplevest hasznaltam, amelyhez a kisérleti

beallitasoknak megfeleléen Tween 80 kiegészitést alkalmaztam 0,5g/l mennyiségben.
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Minden minta esetében, az dsszes mintavételi idépontban megmértem az OD értéket, ezaltal
tudtam monitorozni az egyes torzsek szaporodasat, valamint nyomon kovettem az adott

torzsek pH valtozasat is.

Y. lipolytica torzs

A'Y. lipolytica 854/4 torzs szaporodasanak alakulasat a 9. (A) abra mutatja be. A 24. 6raig
mindharom beéllitas esetén exponencialis novekedés lathatd. Az 5%108 sejt/ml beallitasnal a

novekedés a 144. oraig tapasztalhatd, majd ezutan a stacioner szaporodasi fazisba 1ép. A

cyey

crer

beallitasnal 24. oratol a 48. oradig stagnalas lathatd, majd az OD értéke lassan emelkedni
kezd, s a 144. o6ratol kezdve ugrasszerlien megnd.

A 107 sejt/ml sejtkoncentracioval inditott tapkdzeg pH-ja egészen a 144. drdig csokkent,
majd ezutan kezdett el ndni (9. (B) abra). Ezzel szemben az 5*10° sejt/ml-es és a 10° sejt/ml-

es bedllitasoknal a pH a 48. 6rdig csokkent, a 144. oraig alig valtozott és csak ezutan kezdett

el emelkedni.
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9. abra: Y. lipolytica 854/4-es torzs szaporodasanak alakulasa az optikai denzitas alapjan
(A) és pH-janak valtozasa Tween 80 kiegészitést tartalmazo tapkozegben (B)

A'Y. lipolytica 854/4 torzsének fermentacio alatti enzimtermelését a 10. abra mutatja be.
Ennél a torzsnél a hadrom kiillonb6zd inokulum koncentracié aktivitdsra gyakorolt hatasa
kozott nem tapasztalhatd szamottevd kiilonbség. Jol lathatd, hogy a harom gorbe lefutasa
igen hasonlo. Ez a torzs az 5*%10° sejt/ml-es bedllitas mellett produkalta a legjobb
lipazaktivitast, bar ezesetben a masik két beallitas mellett sem maradt el az enzim termelése
(a 106 sejt/ml-esnél 2,52 U/ml, a 107 sejt/ml-esnél 2,34 U/ml). Az 5%10° sejt/ml-es beallitas
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esetén a 72. oraban érte el a maximumot (2,57 U/ml). Ezt az értéket késobb a 168.6raban
kishijan megismételte. Ennél a torzsnél az 5*10° sejt/ml-es bedllitasshoz alkalmazott

sejtkoncentracio adta az optimalis inokulum mennyiséget.
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10. abra: Y. lipolytica 854/4 torzs enzimaktivitasa kiilonboz6 beallitasok mellett

Yarrowia yakushimensis torzsek

A'Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 t6rzsnél a harom alkalmazott beallitasnal a szaporodas
intenzitasa eltéré volt (11. (A) abra). Az 5*10° sejt/ml-es és a 107 sejt/ml-es beallitasrol
egyarant elmondhatd, hogy a mérés alatt kétszer is intenzivvé valt a szaporodasuk. Az elsé
sejt/ml) bedllitas esetén pedig-eldszor a 48. 6raban, majd a 144. oraban érte el. A 10° sejt/ml-
es bedllitasnal ezutan az OD érték nagyon lecsokkent. A pH véltozast tekintve az latszik,
hogy a kiindulastol a 24. 6raig mindharom koncentracio esetében egyszerre csokkent le a
pH érték, majd innentdl kezdve lathato kiilonbség a bedllitasok kozott (11.(B) abra). A 107
sejt/ml-esnél az egész mérés alatt pH csdkkenés lathato, viszont a 5*10°8 sejt/ml-esnél a
csokkenés csak a 144. 6raig tart, majd a mérés végére ugrasszeriien megnd. A 10° sejt/ml-es

beallitas esetén a 48. oraig lathatd csokkenés, de itt mar ezutan emelkedni kezd a pH.
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11. abra: A'Y. yakushimensis NCAIM Y.02049-es torzs szaporodasanak alakulasa az OD
alapjan (A) és pH-janak valtozasa Tween 80 kiegészitést tartalmazo tapkozegben (B)

A'Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 t6rzsének fermentaci6 alatti enzimtermelését mutatja
be a 12. abra. A harom beallitas enzimaktivitasa a 72. 6raig gyakorlatilag egyiitt mozgott,
ezutdn az 5*10° sejt/ml-es bellitas esetén az enzimaktivitds allandosult, de a mésik két
beallitdsnal egészen a 144. 6raig egyként emelkedett. Az elsé naptol a harmadik napig volt
a legintenzivebb az enzimaktivitds, ezt egy lassabban gyorsulo enzim termelési fazis kovette,
majd a 144. 6ratdl a 10° sejt/ml-es beallitas enzimaktivitasa csokkenni kezdett, mig a masik
kettéé ndtt. Az 5*10° sejt/ml-es bedllitas bizonyult a legkevésbé kedvezdének, mivel itt a
lipazaktivitas csupan 1,77 U/ml, a legkisebb sejtkoncentracioji (108 sejt/ml) beallitasnal
pedig 1,87 U/ml volt az aktivitas. A 107 sejt/ml-es beallitis mellett elért aktivitas mondhato
a legjobbnak (2,38 U/ml), amit a 168. 6raban ért el.
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12. abra: Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 torzs enzimaktivitasanak alakulasa kiilonb6zo
beallitasok mellett
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13. abra: Y. yakushimensis NCAIM Y.02050 torzs szaporodasanak alakulasa az OD alapjan
(A) és pH-janak valtozasa Tween 80 kiegészitést tartalmazo tapkdzegben (B)

A 13. (B) abran latszik, hogy a Y.02050 torzsnél a pH a 24. orara az Osszes beallitas soran
hirtelen lecsokken. A beallitasok a 48. oratol kezdenek elkiiloniilni egymastol, mert innentdl
kezdve a pH-juk eltéré intenzitast mutat. A 48. érara a pH kissé megnd, majd a 107 sejt/ml-
esnél ez a ndvekedés a mérés végéig eltart. A masik két bedllitas esetén a 48. 6ra utan a pH
lecsokken, ezt kovetden azonban a 144. 6ratol ugrasszerlien megndtt. A szaporodasukat
tekintve a 24. 6raig exponencialis volt a ndvekedés mindharom beallitas esetében (13.(A)
4bra). Ezutan az 5*10° sejt/ml-esnél csokkenés figyelhetd meg, mig a masik ketténél egészen
a 48. 6raig ndvekedés lathato. A 10° sejt/ml- esnél és a 107 sejt/ml-esnél is végig ndvekedés
tapasztalhatd. Az 5*10° sejt/ml-es beallitisnal a 48. 6ratdl a 144. 6raig egy exponencialis

szaporodasi szakasz lathatd, ezutan viszont az OD értéke lecsokken.
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14. 4bra: Y. yakushimensis NCAIM Y.02050 torzs enzimaktivitasanak alakulasa kiilonb6z6

inokulum koncentracié mellett

A Y. yakushimensis NCAIM Y.02050 torzsnél a kiilonb6z6 beallitasok enzimtermelése
nagyon hasonl6 (14. dbra). A 48. 6raig a 10° sejt/ml-es és a 107 sejt/ml-es sejtkoncentracidval

inditott fermentaciok sordn az enzimtermelés gyakorlatilag megegyezik, majd ezutidn

crer

cre

a 10° sejt/ml-es beallitdsnal mutatott enzimaktivitast. A legkiemelkeddbb eredményt ennél a
torzsnél az 5%10° sejt/ml-es beallitas eredményezte, amely a 48. oratol kezdve végig tobb
enzimet termelt, mint a masik kett6. Nagysagrendi kiilonbségek nincsenek az aktivitas
értékek kozott, illetve ahogy a korabbi kisérlet is mutatta, ennél a torzsnél elég szegényes az
enzimtermelés, egyik beallitas soran sem érte el még a 0,4 U/ml-t se. Mindharom beallitasnal
a 72. éraban volt aktivitisi maximum, a 10° sejt/ml-esnél ez 0,27U/ml, az 5*10° sejt/ml-

esnél ez 0,31 U/ml, végiil a 107 sejt/ml-esnél ez 0,24 U/ml volt.
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15. abra: Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 torzs szaporodasanak alakulasa az OD alapjan
(A) és pH-janak valtozasa Tween 80 kiegészitést tartalmazo tapkdzegben (B)

A pH-értékeket tekintve ennél a torzsnél nem tapasztalhat6 olyan szembetiing kiilonbség az
alkalmazott beallitasok kozott (15. (B) abra). A pH az 0sszes beallitas esetén csokken az id6
elérehaladtaval, majd csak a 144. o6ra utan kezd el lassan névekedni, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a fermentacié soran biztosan tortént szaporodis. A 10° sejt/ml-es
beallitasnal a 48. 6ratol a 144. oraig tartd szakaszon alig csokken a pH. A szaporodasukat
nézve a 144. oraig a gorbék lefutdsa igen hasonlo, csak intenzitasukban van kiilonbség
(15.(A) abra). Az 5*10° sejt/ml-es és a 10 sejt/ml-es beallitasoknal a mérés egésze alatt nStt
az OD érték. A kezdeti és a 24. 6ra kozott, illetve a 144. 6ra és a 168. 6ra kozott exponencialis
volt a ndvekedés. A 144. 6ranal a legkisebb sejtkoncentracioju (108 sejt/ml) beallitas OD

értéke lecsokken.

A 16. abran lathato, hogy a 10° sejt/ml-es beallitas enzimtermelésének alakuldsa teljesen
eltér az 5*108 sejt/ml-gs és 107 sejt/ml-es beallitasokétol, mivel gyakorlatilag a mérés egésze
alatt folyamatosan nétt az aktivitasa. A masik ketté enzimtermelése kozott azonban alig
lathato kiilonbség, a 72. oraig folyamatosan nd, majd a 144. oraig csokken az aktivitas,
viszont a 168. orara ugrasszeriien megné az enzimtermelésiik. A Y. yakushimensis NCAIM
Y.02052 torzs enzimaktivitds mérése sordn mindharom koncentracié esetén a 168. 6rdban
vett mintandl kaptam a legjobb eredményt, a 108 sejt/ml-esnél 2,17 U/ml, az 5%10° sejt/ml-
esnél 2,45 U/ml és a 107 sejt/ml-esnél 2,33 U/ml volt az aktivitas. Ezen értékek kozott nincs
szamottevd kiilonbség, de ennél a torzsnél az 5*10° sejt/ml-es beallitast talaltam a

legmegfelelébbnek.
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16. abra: Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 torzs enzimaktivitasanak alakulasa kiilonb6z6
beallitdsok mellett

Erdekes kiilonbség a Y. yakushimensis torzseknél, hogy mig a Y. 02049 és a Y.02052 -nél a
pH csokkenésével ndtt az enzimaktivitas, gy a Y.02050-nél tobbnyire csokkent. A Y.
yakushimensis NCAIM Y.02050 torzsnél tapasztalt alacsony pH-értékeket akar savtermelés
Is okozhatta, hiszen a Y. lipolytica torzseknél ismert, hogy nemcsak lipazt, de citromsavat is
termelnek (Madzak, 2021).

Yarrowia divulgata torzsek

A'Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzsnél a 17.(B) abran lathato, hogy mindharom beallitas
pH-ja egyként csokkent egészen a 48. oraig, ekkor azonban az 5*10° sejt/ml-es és a 10’
sejt/ml-es beallitasok pH-ja hirtelen ndvekedésnek indult és a mérés végéig folyamatosan
folyamatosan csokken, majd a 168. ¢6randl a pH csekély emelkedése lathato. A
szaporodasukat nézve a 144. 6raig mindharom beallitdsnal novekedés figyelhetd meg
(17.(A) 4bra). A 10° sejt/ml-es és az 5*10° sejt/ml-es beallitasnal a kezdeti és a 48. ora kdzétt,
illetve a 144. és a 168. ora kozott a legintenzivebb az az OD érték ndvekedés, mig a 107
sejt/ml-es koncentracié esetében a 144. 6ranal mért maximumot kdvetden az OD értékek

csokkentek.
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17. abra: Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzs szaporodasanak alakulasa az OD alapjan (A)

¢s pH-janak valtozasa Tween 80 kiegészitést tartalmaz6 tapkdzegben (B)
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18. abra: Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzs enzimaktivitasanak alakulasa kiilonb6z6
beallitasoknal
A'Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzs enzimaktivitasanak alakulasat a 18. abra szemlélteti.
A harom beallitas enzimtermelése kozott eltérés volt tapasztalhato. A 10° sejt/ml-es beallitas
esetén ugyan a 144. 6raig folyamatosan nétt az enzimaktivitas, de az egyszer sem bizonyult
kiemelkedének. A 168. 6rara az enzimszintézist stagnalds jellemezte. A legnagyobb
a lipaztermelés. A 24. oratol a 48. 6raig, illetve a 72. oratdl a 144. oraig tartd szakaszon
enyhén lecsokkent. A legkiemelked6bb enzimaktivitasi értéket (1,16 U/ml) a 144. 6raban az

5*10° sejt/ml-es beallitas eredményezte, mely esetben a fermentacié végére, a 168. orara
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tortént drasztikusabb enzimaktivitds csokkenés. A tovabbi kisérletekhez, igy az 5*10°

sejt/ml-es beallitast valasztottam.
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19. abra: Y. divulgata 5257 torzs szaporodasanak alakulasa az OD alapjan (A) és pH-janak
valtozasa Tween 80 kiegészitést tartalmazd tapkdzegben (B)

A'Y. divulgata 5257 torzsnél a harom beallitas pH-janak valtozasa egészen a 48. 6raig kozel
azonos volt (19. (B) abra). A pH folyamatos csokkenése utan, a 48. oratdl kezdve a
kiilonboz6 beallitasokndl eltérd intenzitassal ndtt a pH. A legintenzivebben a 10° sejt/ml-
esnél, ezt kovette a 107 sejt/ml-es, majd pedig az 5*10° sejt/ml-es beallitds pH-ja. A 144. 6ra
utan a 108 sejt/ml-es és a 107 sejt/ml-es beallitas pH-ja csokkenni kezdett. Az OD-értékeket
tekintve a 108 sejt/ml-es és a 107 sejt/ml-es beallitas gorbéinek lefutasa a 144. 6raig nagyon
hasonlé volt, annyi kiilonbséggel, hogy a 107 sejt/ml-esnél a szaporodas intenzivebb volt
(19.(A) 4bra). Ezt kovetden pedig a 10° sejt/ml-es inokulum koncentracidval inditott
kozegben az OD a 168. 6rara ugrasszer{ien megnétt, mig a 107 sejt/ml-es beallitas OD értéke
a 144. 6ra utan csdkkenni kezdett. Az 5*10° sejt/ml-es és a 10° sejt/ml-es beallitasok a 24.

oraig egyként mozogtak. Az 5*10° sejt/ml-esnél a fermentacié soran az optikai denzités.

A harom kiilonboz6 beallitasnal a 24. 6ratol a 48. 6raig ugyan eltérd intenzitassal, de nagyon
hasonléan nétt az enzimaktivitisa. Az 5*10° sejt/ml-es beallitis kezdetben alacsonyabb
enzimaktivitas értékeket vett fel, de a 72. 6rdra ennek a bedllitdsnak volt a legjobb az
enzimtermelése. A 72. oratol viszont lecsokkent és még a 168. orara sem tudta feliillmulni a
107 sejt/ml-es beallitas mellett — a 144. 6raban — kapott enzim mennyiséget. A 168. 6rara
mind a 10° sejt/ml-es, mind a 107 sejt/ml-es beallitasnal csokkent az enzimtermelés. A Y.

divulgata 5257 torzs enzimaktivitds mérése soran a 107 sejt/ml-es beallitds esetén a 144,
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oraban vett mintanal kaptam a legkiemelked6bb eredményt, ami 0,43 U/ml volt. Ugyanez
az érték sem sokkal nagyobb, mint a Y. yakushimensis NCAIM Y.02050 torzs altal elért
maximalis mennyiség (0,31 U/ml), de mivel a Y. divulgata torzset az el6zéekben még nem
hasznaltam, a jol teljesit6 (1,16426 U/ml aktivitasu) Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzs

mellett a Y. divulgata 5257 torzsét is tovabb vittem a kovetkezé kisérletbe.
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20. abra: Y. divulgata 5257 torzs enzimaktivitasanak alakulasa kiilonb6z6 inokulum
koncentracié mellett
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21. abra: A felhasznalt torzsek lipazaktivasai, a legjobb beallitasok mellett

A 21. abran a legjobb beallitas mellett kapott enzimaktivitasokat abrazoltam, hogy az

alkalmazott torzsek enzimtermelését jobban 0Ossze tudjam hasonlitani egymadssal. A
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kiilonb6z6 Yarrowia torzsek koziil kiemelked6 enzimaktivitassal rendelkezett a Y. lipolytica
854/4-es torzse, emellett a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052- és a Y. yakushimensis
NCAIM Y.02049-es torzse is. Ez utobbi két torzs a 168. 6rdra gyakorlatilag elérte a Y.
lipolytica enzimaktivitasat és mivel csak ebben az 6raban érték el a valodi maximumukat
igy lehetséges, hogy egy hosszabb ideig tartd fermentacid soran akar feliil is mulhattdk volna
azt. Ezekhez képest a lipaz enzimaktivitas nagysagrendekkel elmarad a Y. divulgata 5257-
es torzs és a Y. yakushimensis NCAIM Y.02050-es torzs esetében. A Y. divulgata torzsek
koziil a Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzs altal termelt lipaz mennyisége (1,16426 U/ml)
a 144. 6raban még feliilmulta a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 torzsét (0,95 U/ml). Egy
rovidebb ideig tartd fermentacid soran a Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzs is jo
enzimtermel6nek mindsiilne. Erdekes kiilonbségként azt tapasztaltam, hogy a Y. divulgata
torzsek a 144. ordra érték el a legmagasabb enzimtermelést, majd ezen maximum elérése
utan mar csak csokkend tendenciat mutattak. Ezzel ellentétben a Y. yakushimensis NCAIM
Y.02050 és 2052 torzsek el6szor a 72. oraban értek el egy csucsot, majd a 144. érara

csokkent az enzimtermelésiik végiil azonban a 168. 6éraban érték el a valddi maximumukat.

A kutaté munkam tovabbi részében mar nem hasznaltam a Y. yakushimensis NCAIM

Y.02050-es torzset, mert nem bizonyosult j6 lipaz termeldonek.

A legtdbb torzs esetén az 5*10° sejt/ml-es bedllitis eredményezte a legmagasabb
enzimaktivitasi értékeket. A harom legkiemelkedébb torzsnél a Y. lipolytica 854/4 (2,56
U/ml) és a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052-nél (2,45329 U/ml) is az 5*10° sejt/ml-es volt
a legoptimalisabb, a Y. yakushimensis NCAIM Y.02049-nél (2,38249 U/ml) viszont a 10’
sejt/ml-es beallitas bizonyult a legmegfelelobbnek. Azonban torzsenként nézve nem

véleményem szerint egyik torzs esetében sem befolyasolta jelentdsen az enzimtermelést.

Lipadz eldallitasa céljabol szamos kutatd hasznalt kiilonféle mikroorganizmus
alkalmazasaval kiilonb6z6 mennyiségli beoltasi inokulumot. Muralidhar és munkatarsai
(2001) a Candida cylindracea 10%-os (v/v) inokulumszintjét hasznalta, hogy 47,25 U/ml
maximalis lipaz-hozamot érjen el olivaolaj, élesztokivonat, malatakivonat, pepton és Tween-
80 felhasznalasaval. Kamini és munkatarsai (1998) tanulmanyabdl az deriil ki, hogy az A.
niger lipaztermeléséhez az 1,07*108 spéra/ g szubsztratum beoltasi inokulum koncentraciot
lattak optimalisnak, am a koncentracid ndvelése nem eredményezett szignifikans aktivitas

emelkedést. Elibol és Ozer (2000) immobilizalt Rhizopus arrhizus fonalasgombanak
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lipaztermelését kutattdk. Tovabba az inokulumszint lipdz-hozamara gyakorolt hatdsanak
megallapitasa érdekében négy kiilonbozd sporakoncentracioval végeztek kisérletsorozatot,
viszont azt tapasztaltak, hogy a sporainokulum koncentracidéja nem volt jelentds hatdssal a
lipolitikus aktivitasra. Salihu és munkatarsai (2011) szerint a nagy inokulumsiiriiség
befolyasolhatja az enzimtermelést a rendelkezésre allo tapanyagokért folytatott verseny
miatt, illetve az alacsony sirliség a sejtek szamanak csokkenése miatt az enzimszekrécio
mérséklddését is eredményezheti. A 108 sejt/ml koncentracioju, 1,0 és 5,0% (v/v) kdzotti
kiilonbozé inokulumszinteket tesztelték, hogy meghatarozzak a lipdz maximalis
termeléséhez sziikséges inokulum mennyiséget. A legnagyobb, 6,2 U/ml-es lipolitikus
aktivitast 2%-os (v/v) inokulum mennyiségnél kaptak. Pereira és munkatarsai (2019) a Y.
lipolytica optimalis lipaz-hozamat 27.9 °C-on, 187 rpm razatasi sebesség és pH 5,0 mellett,
0,96 g/l inokulum koncentracidval érték el. Kisérleteik soran az inokulum koncentracio az,
ami a legnagyobb hatassal volt az enzimaktivitasra. Azonban esetiikben ez egy negativ hatas
lipaztermelés csokkenéséhez vezet. Erdemes a maximalis lipazaktivitast alacsonyabb

sejtkoncentracioval eldallitani.

5.3. Tween 80 és Triton X-100 hatasanak vizsgalata az enzimtermelésre

Ezen kisérletem soran 5 Yarrowia torzs (Y. lipolytica 854/4, Y. yakushimensis NCAIM
Y.02049, Y. yakushimensis NCAIM Y.02052, Y. divulgata NCAIM Y.02062, Y. divulgata
5257) lipaz enzim termelésének optimalizalasat végeztem el. Vizsgaltam a Tween 80, illetve
a Triton X-100 indukalo hatasat kozponti elrendezésti statisztikai modell (CCD)
alkalmazasaval. Azért ezt a modellt valasztottam, mert a modszert gyakran hasznaljak
optimalasi feladatokhoz, a hatékonysaganak kdszonhetden, figyelembevéve az alacsony

mintaszamot (Nwabueze, 2010). Az egyes beallitasokat a 8. tablazat szemlélteti.

Minden torzs esetében a szdmara optimalisnak bizonyult sejtkoncentraciot hasznaltam a
fermentécids tapkozeg beoltasakor. Nyomon kdvettem az egy hetes fermentéaciod soran az
ODG600 és a pH érték valtozasat, valamint az aktivitas értékeket is. Utobbi esetében a
legmagasabb aktivitast eredményez6 napon a mintakat statisztikai modszerrel kielemeztem
a szignifikans hatas tanulmanyozasa végett (11. tablazat). A Y. lipolytica 854/4-nél és a két
Y. yakushimensis torzs esetében a 168. dranal volt a legjobb az aktivitas, a két Y. divulgata
torzsnél a 144. 6rat valasztottam, mert a legtobb beallitas esetén a 144. 6raban mért aktivitas

volt a legnagyobb.
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11. tablazat: A felhasznalt Yarrowia torzsek a legjobb enzimaktivitast elért napon kapott
enzimaktivitas értékei

Minta Felhasznalt torzsek lipazaktivitasai (U/ml)
Yarrowia Yarrowia Yarrowia Yarrowia Yarrowia
lipolytica divulgata divulgata yakushimensis yakushimensis
854/4 NCAIM 5257 NCAIM Y.02049 | NCAIM Y.02052
Y.2062

1 2,30 1,36 1,04 1,69 1,47

2 2,42 1,30 1,11 2,10 1,54

3 2,55 1,28 0,99 2,08 1,40

4 1,75 1,28 1,15 1,93 1,40

5 1,95 1,35 1,04 1,95 1,12

6 1,61 1,29 1,01 1,75 1,19

7 2,49 1,32 0,94 1,80 1,29

8 2,29 1,40 1,44 1,14 1,34

9 2,26 1,39 1,48 1,22 1,11

10 2,25 1,39 1,44 1,22 1,27

A 11. tablazat mutatja be a felhasznalt torzseknél a legmagasabb aktivitast elért napon kapott
eredményeket. A Y. yakushimensis torzseknél a 2. beallitassal (0,0375 g Triton X-100 és
0,1125 g Tween 80), a Y. divulgata 5257 torzsnél a 9. beallitassal (0,075 g Triton X-100 és
0,075 g Tween 80), a Y. divulgata NCAIM Y.02062-nél a 8. beallitassal (0,0375 g Triton X-
100 és 0,0375 g Tween 80), végiil a Y. lipolytica 854/4-nél pedig a 3. bealitassal (0,075 g
Triton X-100 és 0,127875 g Tween 80) kaptam a legkimagaslobb aktivitas értékeket. Az
enzimaktivitas alapjan a felhasznalt torzseknél a legjobb beallitds melletti pH alakuladsat a

kovetkez6 diagram szemlélteti (22. abra).

! ——Y. yakushimensis NCAIM
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3
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22. dbra: Az alkalmazott torzsek pH értékeinek alakulasa, a legjobb beallitasok mellett
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A Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 torzs gorbéjének lefutdsa nagyon hasonlit a Y.
lipolytica 854/4 torzséhez, annyi kiilonbséggel, hogy a Y.02049-nél a pH értékek a kezdeti
és a 48. oraban kissé magasabbak (22. abra). A felhasznalt torzsek koziil négynél a 48. 6raig
csokkent a pH. A Y. divulgata NCAIM Y.02062-nél csak a 24. 6raig csokkent, ezutan a 48.
oraig stagnalt, majd ezt kovetden ismét csokkenésnek indult, ami egészen a mérés végéig
eltartott. Ezen torzs mig a 24. draig alacsonyabb, addig a 48. oratdl a 144. 6raig magasabb
pH értékeket mutatott, mint a Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 és a Y. lipolytica 854/4
torzsek. Mind a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052, mind a Y. divulgata 5257 térzsek pH
értékei a harom masik torzshoz képest az egész fermentacio alatt alacsonyabbak voltak. A
Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 és a Y. divulgata 5257 torzsek pH-janak valtozasa a 24.
oraig megegyezett. A Y.02052 esetén a pH végig csokkent, bar a 72. 6ratol a 144. ordig
allandosulni latszik, ezutan is csokkenés tapasztalhatd. A Y. divulgata 5257 torzsének pH
értékei a legalacsonyabbak, a 48. oratdl a 144. oraig folyamatosan csékkent, majd a 168.

orara enyhe novekedés figyelheté meg.

12. tablazat: A felhasznalt torzsek p-értékei, a szignifikans eredmények kiemelésével

Torzsek p- érték
Triton X- | Triton X- Tween Tween 80 | Triton X-100
100 100 (Q) 80 (Q) + Tween 80

Y. lipolytica 854/4 0,070848 | 0,312607 | 0,670255 | 0,672201 0,980356
Y. divulgata NCAIM | 0,081994 | 0,160487 | 0,046319 | 0,010798 0,120832
Y.2062
Y. divulgata 5257 0,406064 | 0,074393 | 0,79117 | 0,043659 0,201494
Y.  yakushimensis | 0,172036 | 0,030343 | 0,033238 | 0,015733 0,084522
NCAIM Y.02049
Y.  yakushimensis | 0,034278 | 0,207492 | 0,089567 | 0,107784 0,982305
NCAIM Y.02052

A 12. tablazatbol latszik, hogy a legjelentdsebb szignifikans hatdst az enzimtermelésre a Y.
divulgata NCAIM Y.02062 torzs (p=0,010798), illetve a Y. yakushimensis NCAIM Y.02049
torzs esetén (p=0,015733) a Tween 80 masodfoku koefficiense (Tween 80 (Q)) adta. Ezen
torzsek esetén a linearis Tween 80 is nagyban befolyasolta az enzimaktivitast, mivel p-
értékei (p=0,033238; p=0,046319) ebben az esetben is szignifikansak voltak 0,05-0s
valdsziniiségi szinten. Tovabba a Tween 80 masodfokt koefficiense a Y. divulgata 5257
torzs enzimaktivitasara is szignifikans hatassal volt (p=0,043659) ugyanezen a valdsziniiségi
szinten. Mig a Y. lipolytica 854/4 ¢és a Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzsének
enzimtermelését a Triton X-100, addig a Y. divulgata 5257 torzsét a masodfoka Triton X-
100 befolyasolta jelentdsen (p=0,070848; p=0,081994; p=0,074393). A Y. yakushimensis
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NCAIM Y.02049 torzs enzimaktivitasara az elobb emlitetteken kiviil még a Triton X-100
masodfoku koefficiense is szignifikdns hatassal volt (p=0,030343). A Y. yakushimensis
NCAIM Y.02052 torzsnél csak a Triton X-100-ra kapott p-érték lett szignifikans. Tehat
megallapithatd, hogy a Triton X-100-nak van szignifikans eredménye (p=0,034278), vagyis
csak ez van szignifikans hatdssal az enzimaktivitasra 0,05-0s valoszinliségi Szinten. A
kolcsonhatasi tag (Tween 80 + Triton X-100) komoly hatassal volt a Y. yakushimensis
NCAIM Y.02049 torzs lipaz-hozamara (p=0,084522). A linearis Tween 80 erbteljesen
fokozta a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 t6rzs lipaz szintézisét (p=0,089567).

Jol lathato kiilonbségek voltak a kisérlet soran az alkalmazott beallitdsoknal, ami minden
altalam felhasznalt torzsnél megjelent. A 23. abra szemlélteti, a fermentacids tapkozegben
alkalmazott Tween 80 és Triton X-100 koncentracioinak a Y. yakushimensis NCAIM
Y.02049-es torzs enzim-hozamara gyakorolt hatdsat. Szabad szemmel is l4thatd, hogy a
termelt enzim mennyiségeknek megfeleléen miként térnek el szinben a mintdk egymastol.
A 4; 5; 6, illetve a 9-es és a 10-es mintak szine kevésbé tejszerii, ezen esetekben a termelt

enzim mennyisége is kevesebb volt a tobbi mintahoz képest.

23. abra: Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 torzs izolatumai 5*10%-0s koncentracié
mellett a 168. 6raban

A statisztikai eredményekbdl az deriil ki, hogy ugyan mindkét feliiletaktiv anyagnak van
hatasa, jelentés befolyasa azonban csak a Tween 80-nak volt a felhasznalt térzseim
extracellularis lipaz aktivitasara, ett6l fiiggetleniil a Triton X-100 is jo induktornak bizonyult
a fermentaciok soran.

Tobb mikroorganizmus esetén is vizsgaltdk a feliiletaktiv anyagok lipaztermelés javitasara
gyakorolt hatasat, de eltéré eredmények sziilettek. Lin és munkatarsai (1995) a Pseudomonas
pseudoalcaligenes F111 baktérium lipaz termelésének fokozasaraszamos feliiletaktiv
anyagot, mint a tween 20, tween 60, tween 80 vizsgaltak, illetve tobbféle Triton polimert is
teszteltek, koztiik a Triton X-15, X-45, X-200 és X-305-t, de ezek nem javitottak az enzim-

45



hozamot. A Triton X-100 kiilonb6z6 koncentracioval is kisérleteztek, kis mennyiségti Triton
X-100 hozzaadasaval az aktivitas jelentdsen nétt, végiil a baktérium a 2 g/l Triton X-100
tartalmt kdzegben termelte optimalisan a lipazt. Sukohidayat (2018) szintén megallapitotta,
hogy a Triton X-100 koncentracidjanak novelése a (Leuconostoc mesenteroides) bakterialis
lipaz aktivitasanak emelkedéséhez vezetett. A nem ionos feliiletaktiv anyagok, mint a Triton
Triton X-100 az enzim-szubsztrat kolcsonhatas befolyasolasaval is novelheti az
enzimaktivitast, amelyben ennek a nem ionos feliiletaktiv anyagnak a hozzdadasa
megakadalyozta az adszorbealt enzim inaktivalédasat. Azonban 50%-0s (m/m) Triton X-
100 koncentracional a lipaz aktivitds csokkenni kezdett, mivel a feliiletaktiv anyagok
magasabb koncentraciéja negativan befolyéasolta a feloldott enzim mennyiségét és a
katalitikus hatasat.

Az élesztégombaknal is indukald hatast gyakorolt a Triton X-100 az enzim-hozamra. A C.
rugosa 0,45 g/l Triton X-100 jelenléte 6tszorosére novelte az enzimtermelést, a feliiletaktiv

anyagot nem tartalmaz6 mintakhoz képest (Perna és munkatarsai, 2017).

A Tween 80 tobb mikroba esetén novelte az extracellularis lipazaktivitast, ilyen a

Burkholderia glumae (Boekema és munkatarsai, 2007), a Penicillium simplicissimum (Silva

¢s munkatarsai, 2014) és a Y. lipolytica (Carvalho és munkatarsai, 2023).

Corzo és Revah (1999) a Y. lipolytica 681 lipaz termelésének fokozasat kutattak. Ennek

eredményeképpen a Tween 80 0,5 és 2 g/l kozotti koncentracioja novelte az extracellularis

crer
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6. OSSZEFOGLALAS

A mikrobidlis lipdzoknak egyre nagyobb szerepiik van az iparban, tobbek kozott ho- és pH-
stabilitdsuk, szubsztratspecifitisuk ¢és szelektivitdsuk miatt, tovabba azért, mert a
természetben nagy mennyiségben megtalalhatok. Az elmult évtizedekben a Yarrowia
nemzetség leginkabb kutatott fajat a Y. lipolytica-t szamos iparag felhasznalta a citromsav,
a lipaz, illetve mas anyagcserectermékei miatt. Napjainkban jo néhany folydiratban
beszamoltak ezen faj kozmetikai iparban, a mosodszeriparban valo felhasznalasarol, illetve a
hulladékolajok és a szennyvizek kezelésében betoltott szerepérél. Mindemellett gyogyaszati
¢és orvosi alkalmazasai egyarant ismertek. Véleményem szerint azonban nemcsak a Y.
lipolytica, hanem a Yarrowia nemzetség egyéb fajai is alkalmasak lehetnek az iparban,
ugyanis er0s proteolitikus és lipolitikus aktivitassal rendelkeznek.

Kutatomunkam soran 6 Yarrowia (Y. divulgata NCAIM Y.02062, Y. divulgata 5257, Y.
lipolytica 854/4, Y. yakushimensis NCAIM Y.02049, Y. yakushimensis NCAIM Y.02050, Y.
yakushimensis NCAIM Y.02052) torzset vizsgaltam extracellularis lipaz termelésre és
optimalasra. A szkrinelés soran a Yarrowia torzsek extracellularis enzimtermelésével, pH-
Juk és szaporodasuk alakulasanak vizsgalataval foglalkoztam. Feladatul tiiztem ki a beoltott
inokulum mennyiségének optimalasat, valamint a lipdz-hozam fokozasat Tween 80
hozzadasaval. Tovabba a Tween 80 és a Triton X-100 feliiletaktiv anyagok optimalis
A szkrineléses vizsgalatom soran olivaolaj kiegészitést tartalmazo tapkozeggel dolgoztam.
Megallapitottam, hogy a harom Y. yakushimensis torzs koziil ketté (Y. yakushimensis
NCAIM Y.02049, Y. yakushimensis NCAIM Y.02052) igen j6 enzimtermeld, amelyek a
312. oréra érték el a maximumukat.

A beoltasi inokulum mennyiségek optimalasakor a tapkozeghez az olivaolajon feliil
induktorként Tween 80-at is hasznaltam. A Y. lipolytica 854/4 (2,56725 U/ml), térzse mellett
igen kiemelkedd aktivitassal rendelkezett még a Y. yakushimensis NCAIM Y.02049, Y.
yakushimensis NCAIM Y.02052, illetve a Y. divulgata NCAIM Y.02062 aktivitasa is
viszonylag magas volt. A csak olivaolaj kiegészitést tartalmazé tapkozeggel a Y.02049
aktivitasa 0,84532 U/ml, a Y.02052 torzsé 0,97926 U/ml volt, mig a mar Tween 80-at is
tartalmazoé kisérletnél e két torzs aktivitasa joval magasabb volt (Y.02049: 2,38249 U/ml;
Y.02052: 2,45329 U/ml). Ezen eredmények egyértelmiivé tették, hogy a Tween 80

erdteljesen novelte az enzimtermelést.
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Végiil a kozponti elrendezési statisztikai modell segitségével a Triton X-100 és a Tween 80
enzimtermelésre gyakorolt indukalo hatasat vizsgaltam. A statisztikai kiértékelés alapjan
megallapithatd, hogy ugyan mindkét feliiletaktiv anyagnak volt hatasa, jelentds befolyasa
csak a Tween 80-nak volt a felhasznalt torzseim extracellularis lipaz-hozamara. Ett6l
fiiggetlentil a Triton X-100 is j6 induktornak bizonyult a mérésem soran. Habar az itt elért
aktivitas eredmények nem multak feliil az olivaolajat és Tween 80-at tartalmazo tapkdzegnél

elért lipaz-hozamokat.

Osszességében mivel a Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 és a Y. yakushimensis NCAIM
Y.02052 enzim-hozama gyakorlatilag elérte a Y. lipolytica 854/4-t, igy akar egy hosszabb
ideig tarté fermentéciod soran még feliil is mulhatjak azt. Emiatt igy gondolom, hogy a Y.

lipolytica mellett a Y. yakushimensis-ek egyarant igéretesek lehetnek az ipar szamara.
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