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1. BEVEZETES

Manapsag egyre tobb iparagban alkalmaznak enzimeket, mint példaul az
¢lelmiszeriparban, a kozmetikai iparban, a gyogyszeriparban ¢és az orvostudomanyban. A lipaz
enzim a szerin-hidroldz enzimek csoportjaba tartozik és képes katalizélni a trigliceridek
hidrolizisét glicerinné és szabad zsirsavakka az olajos-vizes fazis hatarfeliiletén. Jelenleg a
lipazok eléallitasahoz gazdaszervezet sziikséges, ez lehet allati, ndvényi vagy mikrobidlis
forras. Az allati lipaz legismertebb forrdsa a hasnyalmirigy. A névényi lipazt eldszeretettel
hasznositjak magok csiraztatasakor, illetve a gyiimolcsok érési folyamatainal. Az iparban
leginkdbb mikrobidlis lipazokat hasznalnak fel, mivel az adott mikroorganizmusok kdnnyen
tenyészthet6k és hasznalhatok. Eleinte baktériumok ¢s fonalas gombak éltal termelt lipazokat
alkalmaztak, viszont a tudomény eldre haladtaval el6térbe keriiltek az élesztégombdk is, mint

példaul Candida rugosa €lesztd altal termelt lipaz alkalmazasa az élelmiszeriparban.

A Yarrowia nemzetséget eleinte monotipusi nemzetségnek vélték, mivel egyediil a Y.
lipolytica fatt ismerték, emiatt tobb kutatasi adat van rdla, mint a nemzetséghez tartozo tobbi
tagjarol. Bar az évek soran egyre boviiltek az ismereteket a Yarrowia nemzetsége tartozo tobbi
fajrol is, a Y. lipolytica maradt a legismertebb ¢€s a kutatdsok soran alkalmazott fébb mikroba.
A Y. lipolytica erdés lipolitikus ¢€s proteolitikus aktivitdssal rendelkezik, ezekhez a
tulajdonsadgokhoz parosul még, hogy az egészséges emberekre nem veszélyes és GRAS
statusszal rendelkezik, emiatt is el@szeretettel alkalmazzak az iparban. A kutaté munkam soran
a Y lipolytica faj mellett a Y. yakushimenis €élesztdgomba lipaz aktivitasat is vizsgalni kivanom.
Ezt a fajt nemrég izolaltak, ezért még kevés szakirodalom emliti meg €s emiatt még nincs rola

elegendd ismeretiink.

Napjainkban nagy figyelem 6sszpontosul a pelletek, illetve a ndvényi olajok, azon beliil
is a hasznalt siitdolaj szubsztratumként vald felhasznalasara lipaz termeld kozegként. Mivel a
pelleteket és a hasznalt olajat kevés tertileten hasznaljak fel és hulladékként kezelik, melynek
kovetkeztében részt vesz a kornyezetterhelésében. Az Gjra hasznositasuknak kdszonhetéen nem
csak a kornyezetet lehetne megkimélni, hanem az ipari folyamatokba visszavezetni, mint

példaul lipaz termeléshez felhasznalni, ezzel is kialakitani egy fajta gazdasagi korforgast.



2. A MUNKA CELJA

A lipdz enzim a természetben szadmtalan helyen fellelhetd, ugyanis megtalalhato
mikroorganizmusokban, novényekben, allatokban és emberekben is egyarant. Napjainkban
szamos iparagban alkalmazzak a lipdz enzimet, azon beliil is a mikrobidlis lipazt. A kutatési
eredményeknek koszonhetden kideriilt, hogy a baktériumok ¢€s penészgombak mellett az

¢élesztégombak is alkalmasak lipaz termelésre.

A Yarrowia nemzetség tagjai koziil a Y. lipolytica az egyik legismertebb ¢s kutatottabb
faj, ugyanis erds lipolitikus és proteolitikus aktivitassal rendelkezik, ennek koszonhetden
kiilonféle iparagakban hasznaljak. Azonban a Yarrowia nemzetség mas fajaiban is rejlik

potencial ipari célu felhasznalasra.

Munkam soran célul tiztem ki Y. lipolytica és Y. yakushimensis torzsek extracellularis
lipaztermelésének nyomon kovetését ndvényi olajok, valamint pelletek természetes
szubsztratumként vald alkalmazdsa soran. Kisérleteimnél a kovetkezd részfeladatokat

terveztem megvalositani:

o Yarrowia éleszték szkrinelése kiillonbozé novényi olajokat, mint természetes
szubsztratumokat tartalmazo tapkozegben.

o Yarrowia élesztok szkrinelése olajpogacsat, mint természetes szubsztratumokat
tartalmazo tapkozegben.

e A lipaz termelés optimalizalasa kivalasztott természetes szubsztratumokon

Kisérlet helye:

A kisérleteimet a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem, Elelmiszertudomanyi és
Technologiai Intézet, Biomérndk és Erjedésipari Technoldgia Tanszék Fermentacios

Laboratériumaban végeztem el.



3 IRODALMI ATTEKINTES

3.1 Yarrowia nemzetség ismertetése

A Yarrowia nemzetség tagjait filogenetikai vizsgalatok alapjan a Saccharomycetes
osztalyba, Saccharomycetales rendbe €és a Dipodascaceae csaladba soroljak. A Yarrowia
nemzetségbe sokdig kizardlag a Y. lipolytica tartozott, emiatt monotipusi nemzetségnek
szamitott, viszont az évek soran 14 fajjal boviilt. A feljegyzésre keriilt Yarrowia fajok,
hexadekan asszimilalo képességgel rendelkeznek, az 6sszes ismert élesztéfajnak mindossze a
10%-a képes novekedni ezen a szénforrdson. A fajok standard fenotipusos jellemzoi
meglehetdsen hasonldak, ennek okan példaul a Y. lipolytica, Y. keetungensis, Y. deformans, Y.
porcina és a Y. divulgata 5sszetett csoportot alkotnak, mivel fenotipusos tulajdonsagaik szerint
megkiilonboztethetetlenek. A nemzetség tagjai kozott nagy eltérés van fizioldgiai és anyagcsere
diverzitas szempontjabol is. Az eltérés oka, a fajok altal felhasznalt kiilonféle szénforrasok, €s
kiilonb6z6 novekedési sebességek (Rakicka-Pustulka és munkatarsai, 2021; Péter és
munkatarsai, 2019). A fajokat a nagy alegység rRNS gén D1/D2 doménjeinek szekvencidja és
a belsejébe atirt spacer régiok kiillonbsége alapjan lehet szeparalni, melyet az 1. dbran szeretnék

bemutatni (Péter és munkatarsai, 2019).

1. abra: A Yarrowia klan tagjai kozotti filogenetikai kapcsolatok a spacer régiok és a nagy
alegység rRNS gén D1/D2 doménjének Osszekapcsolt szekvenciai alapjan
(Forras: Péter és munkatarsai, 2019)
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A Yarrowia nemzetség telepeire jellemz6 a tobboldali bimbdzas, valamint pszeudohifak

¢s valddi hifa kialakulasa. A fajai kozott megkiilonboztetnek ivarost €s ivartalant. Liu és



munkatarsai 2018-as tanulmanya alapjan ivarosakhoz tartozik a Y. parophonji, Y. porcina, Y.
deformens és a Y. lipolytica, s az ivartalanhoz a Y. alimentaria, Y.galli, Y. bubula, Y.

yvakushimensis és a nemzetség tovabbi tagjai .

3.1.1 Yarrowia lipolytica

A'Y lipolytica-t miel6tt a Yarrowia nemzetségbe soroltak, a Candida, Endomycopsis €s a
Saccharomycopsis nemzetség fajaként ismerték, ezért régebbi kutatdsokban megtaldlhatjuk
ezeken a neveken is. A fajt gyakran lehet izolalni ¢lelmiszerekbdl, legfoképp tejtermékekbdl és
husbol, megtalalhato tobbek kozott sajtokban, joghurtokban és kolbaszokban. Kérnyezetbdl is

izolalhato, mint példaul szennyvizbdl, olajjal szennyezett, tengeri vagy hipersos kozegekbdl.

A Y. lipolytica szigoruan aerob torzs, mivel az oxigénkoncentracido befolyasolja a
mikroorganizmus ndvekedését, emellett eldnyds szdmukra a 25-30 °C. Az optimalis pH
tartomany torzsenként eltérd lehet, a legtobb torzsnek széles a pH tirése (pH 3,5-8,0), ezzel
szemben vannak melyek elviselik az ennél savasabb (pH 2), illetve lagosabb (pH 9,7) pH
fémionokat abszorbedlni, ezen feliil fehérje és lipidbontd képessége is van. A lipolitikus és
proteolitikus tulajdonsaga miatt modell mikroorganizmussa valt a lipid metabolizmus és fehérje
szekrécios vizsgalatokban. Lipidben gazdag tapkozegben a LIP2 gén altal kodolt extracellularis
lipaz enzimet termeli. A Y. lipolytica kiilonb6z6 hidrofob szubsztratokon novekszik és a sejt
szarazanyag-tartamanak a 30-50%-4ig képes természetes lipideket felhalmozni. A lipid

tarolasban kedvezd koriilmény, ha nitrogén éhezett allapotba keriil (Madzak, 2021).

Ez a faj dimorf és heterotallikus, melynek két parosodasi tipusa fordul el a MatA és a
MatB. Szamos torzset hoztak l1étre keresztezddésekbdl, és ennek kovetkeztében alakult Ki a
tenyészetek sokfélesége. Ennek kovetkezményeképpen megannyi térzset hasznalnak kutatasra

¢€s nincsen egy referenciatorzs meghatarozva (Nicaud, 2012)

Altaldban a Y. lipolytica-t az 1. bioldgiai biztonsagi osztalyba soroljak, mely szerint nem
veszélyes az egészséges felndtt emberekre, mivel nem okoz betegséget naluk és emellett sok
hasznos tulajdonsaga van. Az elmult években jelentések torténtek olyan esetekrél, melyek arrol
szamoltak be, hogy klinikai mintakban eléfordult, viszont ez minden esetben immunhianyos,
antibiotikumos kezelésben részesiilé vagy katéteres betegeknél kdvetkezett be. Ennek folytan
szamos biotechnologiai folyamathoz felhasznaljak, példaul terapias célokra, ipari fehérjék és

enzimek termelésére. Biodizel eldallitasa sordn lipidforrasként is felhasznalhato ez az élesztd



faj (Groenewald és munkatarsai, 2014). A 2. abra a Y. lipolytica ipari és tudomanyi agazatban

valo felhasznalasat taglalja (Park és Ledesma-Amaro, 2023).

2. abra: A Yarrowia lipolytica termékei a tudomanyos ¢életben €s az iparban

(Forrés: Park és Ledesma-Amaro, 2023 nyoman)
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Roviditések: CFA, ciklopropan zsirsav; CLA, konjugalt linolsav; EPA, eikozapentaénsav;
FAEE, zsirsav-etil-észter; FAME, zsirsav-metil-észter; OCFA, pératlan lanct zsirsav;

PUFA, tobbszordsen telitetlen zsirsav; RA, ricinolsav; TAG-ok, triacilglicerinek

3.1.2 Yarrowia yakushimensis

A 'Y, yakushimensis faj 2013-ban keriilt tudomanyos leirdsra Groenwald és Smith altal. A
vakushimensis utal az izoldtum eredetére a Yashima szigetre, Japanban. A Y. yakushimensis 25
°C-on éleszté-malatakivonat taplevesben a harmadik napon finom pelliciumot és tiledéket
képez. Az ivartalan szaporodasa tobboldali bimbozassal torténik. A sejtek eléfordulhatnak
parokban, csoportokban vagy esetleg Onalldan, alakjuk véltozo a tojasdadtdl egészen a
megnyult formaig lehet megfigyelni, illetve pszeudohifak keletkezhetnek. A Y. yakushimensis
ivartalan sejtei a 3. abran lathatoak (Groenewald és Smith, 2013). A GPYA taptalajon (4%
gliikoz, 0,5% pepton, 0,5% élesztd, 2% agar) krémszinii, enyhén hullamzo szegélyt telepek
képzédhetnek. A Yarrowia nemzetség tagjaitdl megkiilonbozteti, hogy 30 °C-on nem tud
novekedni (Groenewald és Smith, 2013).



Az rRNS génszekvencia tanulmanyozdsa soran homoldg gént kerestek a szekvenalt
Yarrowia fajokban. A Y. yakushimensis esetében 7 gént és 2 pszeudogént taldltak. A két
pszeudogénrdl kideriilt, hogy teljes hosszusagu kopidk, amelyek kereteltolodds vagy stop

kodon altal inaktivalt allapotba keriiltek (Meunchan és munkatarsai, 2015).

3. abra: Y. yakushimensis ivartalan sejtjei

(Forras: Groenewald és Smith, 2013)

3.2 Lipaz enzim

A triacilglicerin-acil-hidrolazok, masnéven lipdzok, a szerin-hidrolaz enzimek
csoportjaba tartoznak és a trigliceridek hidrolizisét katalizaljak glicerinné és szabad zsirsavakka
az olajos-vizes fazis hatarfeliiletén. A lipaz a vizes vagy nem vizes kdzegben vizben oldhatatlan
szubsztratumokra fejt ki hatast, foként a karboxil-észter kotéseken végbemend reakciokat
katalizalja, amelyek a hidrolizis, aminolizis és észterezés. A lipazok specifikus kinetikai
tulajdonsagai a katalitikus hely konformacidival hozhatok 6sszefiiggésbe. Két konformaciobol
allhat, egy nyitott-aktiv konformaciobdl és egy zart-inaktiv konformaciobol. A nyitott-aktiv
konfromacioban a katalitikus hely hozzad tud férni a szubsztrathoz, melynek koszonhetéen
termékképzodés zajlik le. Tovabbi tulajdonsagai kozé tartozik, hogy ellendllnak a szerves
oldoszereknek ¢és valtozod reakcidsebességgel hatnak a kiilonb6zd szubsztratumokra (de

Almaeida és munkatarsai, 2013; Nascimento ¢s munkatarsai, 2022).

A lipazok szerkezeti jellemzdi alapjan az a-hidrolaz vagy B-hidrolaz redds csaladjaba
tartoznak ¢€s konzervalt katalitikus tridaddal rendelkeznek, amely szerin, hisztidin és

aszparaginsav/glutaminsav aminosavakbol tevddik Ossze. Az enzim egy, kettd vagy tobb



hurokkal vagy hélixszel rendelkez6 feddket tartalmazhat. A kis hurok/hélix fedok a mono- és

diacilglicerin-lipazban fedezhetdk fel (Nascimento és munkatdrsai, 2022).

A lipazok eléallitdsahoz gazdaszervezet sziikséges, ez lehet allati, ndovényi vagy
mikrobidlis forras. Az allati lipaz legismertebb forrasa a hasnyalmirigy, mig a novényi enzimek
nyers papayabol, zabbol vagy ricinusbabbol nyerhetdk ki. A mikrobialis forrasokbdl szarmazo
lipaz enzim aktivitdsa nagyobb, mint az allatok vagy ndvények altal termelté. Az iparban inkabb
a mikrobidlis termelés az elterjedtebb a kdnnyebb kivitelezés végett. Az enzimtermelés két
modon végezhetd, az egyik a szilard fazisti fermentacid, ennek hatranya, hogy korlatozott
szamu faj képes csokkentett nedvességtartalmi kdrnyezetben szaporodni. A masik lehetdség a
szubmerz fermentacio, mely folyékony tapkozegben torténik. E fermentacioé soran termelt lipaz
altalaban hostabilisabb, mint a szilard fazisu fermentacié esetében termelodott enzim (Fatima

¢s munkatarsai, 2021).
Mikrobialis lipaz
A mikrobidlis lipazok kiilonleges figyelmet kapnak a stabilitasuk, szelektivitasuk és a

sz€leskorli szubsztratspecifikussaguk miatt. Szamos baktérium, élesztd- és fonalas gomba

ismert extracelluldris lipaz potencialis termeldjeként (1. tdblazat).

1. tablazat: Lipaz termel6 mikroorganizmusok

(Treichel és munkatarsai, 2010 nyoman)

Fonalas gombak Eleszt6gombak Baktériumok
Rhizopus sp. Candida rugosa Bacillus subtilis
Aspergillus sp C. tropicalis, Bacillus pumilus
Penicillium sp C. antarctica Bacillus licheniformis
Geotrichum sp C. cylindracea Bacillus coagulans
Mucor sp C. parapsilopsis Bacillus stearothermophilus
Rhizomucor sp C. parapsilopsis Bacillus alcalophilu

Yarrowia. validiaa

Ylipolytica

Rhodotorula glutinis

Rhodotorula pilimornae

Pichia sivicola

P. xylosa

P. burtonii




A fonalas gombaknal szilard fazisti baktériumok és é€lesztok esetében pedig szubmerz
fermentéciot érdemes alkalmazni. Az enzimaktivitasra jelentds hatéssal lehet a hdmérséklet, a
pH, a fémionok, a szerves oldoszerek és a feliiletaktiv anyagok. Az enzim hdmérséklet fiiggése
abbol ered, hogy a lipazok eltérd termikus stabilitast mutatnak a szerkezeti sokféleségiik miatt.
A kezdeti optimalis pH-érték altaldban semleges (pH 7,0). A lipaz aktivitas fémionok
jelenlétével megvaltoztathato, hiszen eltérd toleranciat mutatnak egyes fémionokkal szemben.
Példaul a Burkholderia ubonensis SL-4 eredetii enzim a Ca®" és Mn>" ion jelenlétében erds
aktivitast mutat, mig a Mg?", Co*", Pb*", AI** és Fe’' ionok gatlo hatast fejtenek ki. A
mikrobialis lipazok molekulatomege 20-60 kDa kozott van (Treichel és munkatarsai, 2010; de

Almeida és munkatarsai, 2013; Yao és munkatarsai, 2021).

A heterolog expresszio segitségével eldsegithetd egy vagy tobb specifikus lipaz
nagymértékii ipari termelése. A heterolodg expresszids rendszerek elénye, hogy nem igényel
lipideket és mas induktorokat a bioszintézis elOsegitéséhez, ennek kovetkezményeként a
fermentécios folyamat Gsszetettségét csokkenti. A rekombinans lipaz eldallitasara széleskorben
alkalmazzak a bakteridlis, ¢lesztd- és fonalas gomba alapli expresszids rendszereket (Yao és

munkatarsai, 2021).

3.3 Lipaz felhasznalasa az iparban

Az ipari enzimek koziil a lipazt széles korben hasznaljak, s foleg a mikrobidlis eredetli
enzimeket részesitik eldnyben, mivel a mikrobdk konnyen tenyészthetok, genetikailag
modosithatéak a kivant tulajdonsagok javitasara, valamint magas hozammal rendelkeznek. A
lipazok alkalmazasi teriilete egyre jobban bdviil a sokoldaltl felhasznalasi lehetdségiik miatt

(Rodrigues dos Santos €s munkatarsai, 2022; Ali és munkatarsai, 2023).

3.3.1 Mosoészeripar

A modern tipust mososzerek hatékonysaganak javitasara altaldban egy vagy tobb enzimet
alkalmaznak, példaul proteazt, amilazt, cellulazt és lipazt. A lipdzok a masodik legjelentdsebb
detergens adalékanyagok a protedzok utdn, ez a teljes lipazértékesités 32%-at teszi ki. A
mososzerhez adagolva novelik a szovet rugalmassagéat és dekontaminéciojat anélkiil, hogy a
kornyezetet terhelnék, mivel alacsonyabb mosasi homérsékletet tesznek lehetdvé, biologiailag
lebomlanak, nem hagynak kéros maradvanyokat és nem jelentenek veszélyt a vizi éldvilagra. A
lipazt rogzitik a feliileteken, hogy konnyebben tudja eltdvolitani az olajos foltot a szdvetrdl.
Ennek okdan a mosdszerkészitményekben zsirtartalmu szennyezddések eltdvolitasara

hasznaljak, mint példaul leves, siitdzsirok, emberi faggyt, bizonyos kozmetikumok és olajok.
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A Novo Nordisk cég 1988-ban kifejlesztett egy lipdz enzimet, mely képes feloldani a
zsiros/olajos szennyezddéseket, azonban a kivalasztott Humicola gomba torzs hozama
alacsony, ahhoz, hogy kereskedelmi célra hasznaljak. Ezzel szemben 1994-ben bemutattdk az
elso kereskedelmi forgalomban kaphato lipazt, amely a Thermomyces lanuginosus gombabol
szarmazott €s az Aspergillus oryzae-ben expresszalodott (Hasan és munkatarsai, 2006; Adetunji

¢s Olaniran, 2021; Yao és munkatarsai, 2021)

3.3.2 Kozmetikai ipar

A lipazokat széleskorben hasznaljak a kozmetikai iparban aktiv vegytiletek vagy vegyi
termékek eldallitasara, ilyenek példaul az aromak. Az aktiv lipazok elsdsorban arctisztitokban,
cellulit kezelésére alkalmazott termékekben, valamint testdpolokban taldlhatok meg, melyeket
szennyezOdések vagy elhalt hamsejtek fellazitdsara és eltavolitasara hasznalnak. Az iparban
lipaz észterezésével szintetizaljak a viasz, fahéjsav, ellagsav és ferulinsav észtereit, amelyeket
iz- ¢és illatvegyiiletként, gydgyszerek prekurzoraiként, fényvéddk ¢és kozmetikumok
adalékanyagaiként hasznalnak fel. A szépségiparban alkalmazott lipaz katalizalasi eljarasara
példa a racém rozsa-oxidok rezolvalasa Pseudomonas cepacia lipazok felhasznalasaval
citronellol brom-metoxilezésekor, amely f& 0Osszetevdje az illatanyagoknak. Egyéb
kozmetikumokban is eléfordul lipaz, mint példaul szépségapolasi maszkokban, hajapolasi €s
smink termékekben (Ansorge-Schumacher és Thum, 2013; Sarmah és munkatérsai, 2018;

Rodrigues dos Santos és munkatérsai, 2022).

3.3.3 Celluloz- és papiripar

A lignocelluloz tartalmi biomassza évente nagymértékben kertiil feldolgozasra a celluloz-
¢€s papiriparban. A gyartas soran gyakran észlelhetd gyanta, ami komoly problémat okoz, mivel
enyvszerl lerakodast hoz 1étre a gépekben és a kész papirokon foltot hagy. Lipaz hozzaadasaval
eltavolithatéak a papirban 1évd gyantdk és olajok, emellett kezeli az anionmaradvanyokat és
bitumen lerakddast is a gyartds soran. A gyantdban jelenlévd trigliceridek koriilbeliil 90%-a
lipaz enzim hatdsara glicerinné, monogliceridekké és zsirsavakka hidrolizalodik. Ez a
biokatalizator ndveli a pépesedési sebességet €s fokozza a kész papir fehérségét €s szilardsagat.
A Nippon Paper Industties, Japan egyik legnagyobb papirgyéara, ahol kifejlesztettek egy
modszert a fa szurok szennyezddésének szabalyozasira. A moddszer lényege, hogy a
folyamatban 1év0 hidrolizist Candida rugosa gomba lipazanak hozzaadasaval végzik, ennek
koszonhetden a fas trigliceridek 90%-4at hidrolizalni lehet (Yakubu és munkatarsai, 2019;

Adentuji és Olaniran, 2021; Yao €s munkatérsai, 2021).
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3.3.4 Elelmiszeripar

A lipazok a modern élelmiszeripar szerves részévé valtak. Az élelmiszeriparon beliil
leggyakrabban tejtermékekben, pékdarukban, sor eldallitasa soran ¢és husfeldolgozasban
hasznalnak lipaz enzimet mindség és hozam novelés céljabol, ezenkiviil bizonyos termékek
aromainak a kialakitasara, valamint olajok és zsirok eltavolitasara. A tejiparban a lipazokat
altalaban a sajtok ¢s tejek izének fokozasara, termékek tapértékének novelésére és a sajtok érési
idejének csokkentésére alkalmazzak. A termékek tapértékének javitdsa soran modositast kell
végezni a szerkezetben, ez atészterezéssel valdsithatdo meg. A kivant iz elérése soran a révidebb
zsirsavak hidrolizalodnak. Az enzimet human tejzsirpotlok és olyan zsirok eldallitasara is
felhasznaljak, amelyeknek hasonlé az Osszetételilkk, mint a kakadvajnak, emiatt a kakadvaj

helyettesitésére is hasznalhatdak (Negi, 2019).

A lipazokat a hus- és a halfeldolgozd iparban a felesleges zsirok eltavolitadsara
alkalmazzdk a sovanyabb hus elérése végett (Salgado €s munkatarsai, 2022). Chen és
munkatarsai (2017) azt kutattdk, hogy a kolbasz fermentacidja sordn alkalmazott lipazok
okoznak-e valtozast izben vagy szerkezetben. A kisérlet eredményeképpen a lipazzal kezelt
kolbaszok izom- és zsirszovetének szabad zsirsavtartalma nagyobb volt, mint a nem kezelteké,

illetve intenzivebb volt a fermentalt jelleg (Chen és munkatarsai, 2017).

A siitdiparban eldszeretettel hasznalnak zsirbontd enzimeket az érzékszervi mindség
javitasara, valamint a pékaruk esztétikusabb megjelenése céljabol (Akram és munkatarsai,
2023). A kenyértésztaba keriild lipaz a triglicerideket di-, monogliceridekké és zsirsavakka
hidrolizalja. A hidrolizis hatasara ndvekszik a kenyér puhasaga, mérete és az eltarthatosaga.
Mas enzimekkel valo alkalmazassal javithaté a kenyér texturaja és a pékaru mindsége.
Edességekben emulgeald lipidek eldallitisara adalékanyagként hasznaljak a lipazt. A
csokoladéiparban fokozzak vele a karamell, tejcsokoladé és vajkrém izt, ezenfeliil az édes

izérzetet is (Negi, 2019).

A fekete tea készitése soran a lipazokat a sejtmembranok hidrolitikus hasitdsanak
indukaléséra és az egyedi izli illékony termékek szintézisének elinditasara hasznaljak. A fekete
tea mindségét befolyasolja a tealevelek dehidrataltsaga és enzimatikus fermentacidja (Ali és

munkatarsai, 2023).

3.3.5 Bioiizemanyag
A bioiizemanyagokat a fosszilis tlizeléanyagok megujuld energiaforrasaként tartjak

szdmon, ide tartozik a biodizel. A biodizel eldallitasanak kiindulasi anyaga a biomassza, mely
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zsirokbol és novényi olajokbdl tevodik Ossze. A biomasszat biokatalizatorok alakitjak at
biodizell¢, ilyen példaul a lipaz, ami atészterezési reakcid sordn hozza létre a biodizelt. A
folyamatot szamos tényezd befolyasolja, beleértve az alkoholok moélaranya, a lipaz forras, a viz
¢s a szabad zsirsavak jelenléte, a homérséklet, az id6 és az alapanyagok. Az atészterezodésre
sz¢éles korben hasznalt a Burkholderia cepacia altal termelt bakterialis lipadz, mig az élesztok
esetében a Candida antartica lipaza. Nagyobb hozam érhetd el, ha rogzitett lipazt alkalmaznak,
mivel az enzim kapszuldzasa lehetdvé teszi a maximalis lipdz enzim felhasznalasat. A biodizel
gyartdsa soran az oldoszer adagolasa a reakciokdzegre pozitiv hatdssal van, ugyanis az
oldoszerek eldsegitik a hidrofil alkoholok €s a hidrofob trigliceridek oldhatosagat, emellett
képes novelni a reakcidsebességet és csokkenteni az alkohol enzimre gyakorolt gatld hatasat.
Az oldoészer hatranya, hogy nehéz eltavolitani a kozegbdl (Sankaran és munkatarsai, 2016;

Filho és munkatarsai, 2019; Rodrigues dos Santos. és munkatarsai, 2022).

3.3.6 Gyogyszeripari és orvosi alkalmazasa

A gyodgyszeriparban a lipaz enzimet a tiszta enantiomerek eldallitdsara alkalmazzak. A
folyamat végbe mehet kémiai mddszerekkel is, viszont az enzimatikus utvonal eldnydsebb a
katalizatorok szelektivitasa és hatékonysaga miatt. A Rhodothermus marinus lipaz segitségével
ibuprofént allithatnak eld, mig a Candida rugosa lipazaval atenololt. Kiilonbozé lipazak
felhasznalasaval egyéb gyogyszereket is gyarthatnak, mint példaul aszkorbinsavat, kinolonok
szarmazékait, kloramfenikolt és a ketonprofent (Rodrigues dos Santos és munkatarsai, 2022).
A lipaz alapu bioszenzorokat diagnosztikai célra hasznaljak, hogy kimutassdk vele a beteg

vérmintajabol a koleszterin-, triglicerin- €s a foszfolipidszintet (Yao és munkatarsai, 2021).

3.3.7 Szennyviz kezelés

A lipidek az ipari €s kommunalis szennyvizek karos Osszetevdi, mivel jelentdsen
hozzajarulnak a kornyezet szerves anyag terheléséhez és a fonalas gombék szaporodasdhoz. A
szennyviz kezelésére tobb eljaras is van, a legtobb kezelést fizikai, biologiai és kémiai szakaszra
lehet osztani. A szennyviztisztitds f6 célja a maradvanyok eltavolitisa. Manapsag egyre
nagyobb érdeklddés van az enzimek alkalmazésa irant, hiszen csokkentik a szennyviz szerves
szennyezOanyag tartalmat és a biologiai tisztitdsi folyamat késdbbi szakaszdban jobb
teljesitményt biztositanak. A lipaz enzimet élelmiszer-feldolgozasbol, textil-, papir-, bor- és
autogyartasbol szarmazo ipari szennyviz kezelésére hasznaljak (Filho és munkatarsai, 2019;

Adentunji és Olaniran, 2021).

13



3.4 Novényi olajok

Az étkezési, novényi olajokat bizonyos novények magjabol, csirdjabol vagy termésébol
nyerik. A kiilonb6zé novényfajok és ndvényi részek olajtartalma, Osszetétele €s biologiai
aktivitasa eltérd. Az olajok f6 Gsszetétele a zsirsav, mely olyan szerves anyag, amely egy hosszu
alifds szénhidrogénlancbol all és az egyik végén karboxilcsoport taldlhatd. Eléfordulnak
benniik esszencidlis zsirsavak is, amelyek koziil legfontosabbak a linolsav €s linolénsav. Az
esszencialis zsirsavak kettd vagy tobb kettds kotéssel rendelkeznek, melyeket az étrenddel
szlikséges bevinni a szervezetbe (Zhou és munkatarsai, 2020). Szamos kutatast végeztek a
ndvényi olajokban talalhaté olajsav mikrobidlis lipdz termelésének a befolydsolasarol.
Obradors és munkatarsai 1993-ban a Candida rugos élesztd lipaz termelését vizsgaltak olajsav
szubsztratum esetében ¢€s az eredményeik azt mutattak, hogy az olajsav hatasdra megnovekedett
a lipaz termelés. Késébb Fickers és munkatarsai 2004-ben a Yarrowia lipolytica élesztdgomba
lipaz termelését vizsgaltak meg kiillonb6zo szén- €s nitrogénforrasok esetében. A kisérlet alatt
olajsavat is alkalmaztak, mint szénforras. A kutatas végeztével kideriilt, hogy a Y. lipolytica
lipaz termelését is fokozza az olajsav. Krzyczkowska és Koztowska 2017-ben kutatast végeztek
a Y lipolytica W29-es torzs nodvekedésére és lipolitikus aktivitdsara ndvényi olajok
szénforrasként torténd alkalmazasaval. Az eredmények alapjan a mikroorganizmus
novekedésére és lipolitikus aktivitdsara kedvezd hatast, akkor kaptak, ha n- hexannal extrahalt
olajokat tartalmazo tapkozegeket hasznaltak. A kisérletiik soran a legjobb lipaz induktornak az
n-hexannal extrahalt mandulaolaj bizonyult, mivel gazdag forrdsa a telitetlen zsirsavaknak,
azon beliil is a linolsavnak. A szénlancban kettds kotéssel rendelkezd zsirsavak jelenléte az
olajokban fontos tényezd lehet, amely meghatarozta az Y. lipolytica W29-es torzs lipolitikus

aktivitasat.

3.4.1 Olivaolaj

Az oliva (Olea euripaea) egy 6rokzold fa, melyet a bogyoja €s az abbol kinyert olaj miatt
termesztenek. A viladg olivaolaj termelésének nagy része a Foldkdzi-tenger medencéjében
talalhatdé mediterran orszagokban 6sszpontosul. Az olivaolaj 95%-at a kozépsd terméshéjbol
vonjak ki, a fennmaradt részt a mag adja. Az olaj szine valtozhat a z6ldtdl egészen a vilagos
sargaig, mivel befolyasolja az olajbogyo érési allapota. A z61d szinii olajat a z6ld bogydban levd
nagy klorofill tartalom okozza, mig a sargés szin az érett olajbogyoban megtalalhatd karotinoid
pigmentek miatt figyelhetd meg. Kémiailag els6sorban egyszeresen telitetlen zsirsavakbol,
tobbszorosen telitetlen zsirsavakbol ¢€s telitett zsirsavakbol all, emellett nagy mennyiségi

asvanyi anyagot (kalcium, vas, kdlium, natrium) és vitamint (E-vitamin, K-vitamin) tartalmaz.
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Nagy széazalékban tartalmaz olajsavat, sztearinsavat, palmitinsavat €s linolsavat. A fenolos
vegyiiletek az olivaolaj mindségéhez nélkiilozhetetlenek, mivelhogy a fenolok biztositjak az
olaj oxidacios stabilitasat, illetve a tapértéket €s az érzékszervi tulajdonsagat. Az olivaolaj
magas tapértékkel rendelkezik, azonban az Osszetétel valtozhat endogén €s exogén hatas altal
(Doymaz ¢és munkatarsai, 2004; Guo és munkatarsai, 2018). Az exogén hatasok a kornyezetbdl
érkezd biologiai, kémiai vagy fizikai valtozds eredménye, mig az endogén hatas a belsd
valtozasok, mit példaul olajsav/linolsav aranyanak vagy a karotinoid tartalom a valtozasa
(Internet 1, Guo €s munkatarsai, 2018). Megfigyelték, hogy az olivaolaj fogyasztas jotékony
hatdssal van az emberi szervezetre, a sziv- ¢&s é&rrendszeri problémak és a rakos
megbetegedésesek megel6zésében van szerepe, a magas fenol tartalma miatt. Kiilondsen az
extra sziiz olivaolaj fogyasztasa ajanlott az értékes bioaktiv Osszetevéi okan (Gavahian és

munkatarsai, 2019).

3.4.2 Repceolaj

A repceolajat a Brassica napus magjabol vonjak ki. A jelenleg hasznélt repcemagokat
nemesitették, hogy alacsony legyen a gliikozinolat- és erukasav-tartalma. Az erukasav
%-ban olajsav (egyszeresen telitetlen omega-9 zsirsav), 11%-ban a-linolénsav (tobbszordsen
telitetlen omega-3 zsirsav), 21%-ban linolsav (tobbszordsen telitetlen omega-6 zsirsav) és 7%-
ban telitett zsirsavak figyelhetok meg. A nyers repceolaj tartalmaz olyan vegyiileteket, melyek
az olajat élelmiszerben vald hasznélatra alkalmatlannd teszi, ezért finomitani sziikséges.
Azonban vigyazni kell a finomitds sordn, mivel a hagyomanyos finomitasi eljarasokat
alkalmazva lebomolhatnak vagy eltdvozhatnak a hasznos, egészséget javitd komponensek
(Ghanzani és Marangoni, 2013; Lin és munkatarsai, 2013). A repceola;j {6 extrakcidos modszerei
a melegsajtolas, hideg sajtolas, illetve az oldoszeres extrakcid. A melegsajtolas kovetkeztében
javul az olajhozam és az oxidacios stabilitas azaltal, hogy novekedik az olaj tokoferol-tartalma.
A mag porkolése sordn Maillard-reakcié megy végbe, s ennek kovetkeztében heterociklusos
vegyliletek képzddnek, mely kellemes porkolt izt biztosit az olajnak. A hidegsajtolas egy kémiai
vagy hokezelés nélkiili olajkivonasi modszer, mivel alacsony hémérsékleten zajlik a folyamat,
ezért visszatartja a bioaktiv vegytlileteket. Tovabba a vizsgalatok alatt kideriilt, hogy a hidegen
sajtolt repceolaj 180 °C-ra torténd hevitése kovetkeztében nem vesziti el az értékes
komponenseinek nagy részét, ezért magasabb homérsékleten torténd siitéshez is alkalmazhato.
Az oldoszerrel extrahalt repceolajok altalaban tobb kémiai finomitason mennek keresztiil, hogy

olyan olajtermékké valjanak, melyet foként étolajként és salataolajként lehessen haszndlni.
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Megallapitottdk, hogy az oldoszeres extrakcidoval késziilt és a hidegen sajtolt repceolaj
molekuladsszetétele kozel azonos (Zhang és munkatérsai, 2021; Saleem és Ahmad, 2018). A
repceolaj az egyik legegészségesebb ehetd ndvényi olaj, mivel egészség javitd képessége van

¢s a betegségekhez kapcsolodo kockazati tényezoket is csokkenti (Lin és munkatarsai, 2013)

3.4.3 Dioolaj

A didolajat a Juglans regia L. magjabol nyerik ki. Fdleg linolsavat (50-60%) és
linolénsavat (13-18%) tartalmaz, ezzel szemben szegény az egyszeresen telitetlen és telitett
zsirsavakban. A magas, tobbszordsen telitetlen zsirsavtartalom folytdn a didolaj nagyon
érzékeny az avasodasra és az oxidaciora, emiatt nem alkalmas hasszu tarolasra, finomitasra és
f6zési célra. Kisérletek folynak az olaj Osszetételének megvaltozasara. A hagyomanyos
nemesitési modszerek alkalmazasaval hasonlova tudjdk tenni a ndvények zsirsavosszetételét. A
di6 nemesitésének fo célja a tobbszorosen telitetlen zsirsavak mennyiségének csokkentése, az
egyszeresen telitetlen zsirsavak novelése, emellett még az oxidacios stabilitasanak javitasa. A
didolaj fogyasztasa egészséges, mivelhogy gazdag omega-3 és omega-6 zsirsavban (Poggetti

¢s munkatarsai, 2017).

3.4.4 Napraforgoolaj

A hagyomanyos napraforgoéolajban 90%-ban a telitetlen zsirsavak taldlhatok meg, a
legnagyobb aranyban a linolsav és az olajsav van, de kisebb mennyiségben tartalmaz még
palmitinsavat, sztearinsavat, mirisztinsavat, mirisztoleinsavat, palmitoleinsavat, arachidsavat,
illetve dokozansavat. Dragan és munkatarsai 2008-ban megvizsgaltak,hogy a napraforgoolaj
zsirsavosszetételét lehet-e valtoztatni a napraforgdbmag genetikai modositasaval, s
eredményként azt kaptak, hogy legféképpen indukalt mutacioval lehet atalakitani. A mag y- és
rontgensugarzassal torténd kezelése sordn megnodvekedett a palmitoleinsav szint, mig a
natrium-aziddal végzett mutacido kovetkeztében a sztearinsav koncentracid lett magasabb. A
legjelentdsebb mutacio a dimetil-szulfatos kezelés volt, mivel a 16-19%-o0s olajsav tartalom
90%-ra emelkedett, amelynek kdszonhetden az oxidacios stabilitdsa javult. A hétkoznapokban
¢tolajként fogyasztjdk az emberek és a megtermelt étolaj 12%-at adja globalis szinten. A
biotechnologiai modszerek segitségével kiilonféle ipari termékek eldallitasara lehetne
felhasznalni a napraforgdolajat, mint példaul biodizel, lipaz és biomlianyag eléallitasa (Rauf és

munkatarsai, 2017).
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3.4.5 Kukoricaolaj

A kukoricaolaj enyhén sargas szinll, jellegzetes szaga és ize van, a kukoricacsirabol
nyerik ki szaraz, illetve nedves Orléssel. A kapott nyersolajat tovabb kell finomitani, hogy
felhasznalhaté legyen. Fontos forrdsa a kisebb bioaktiv lipideknek, mint példaul a
fitoszteroloknak, tokoferoloknak, tokotrienoloknak és karotinoidoknak. A kukoricaolaj f6bb
zsirsava a linolsav, melyet 39-66%-ban tartalmaz. Ez a zsirsav nélkiilozhetetlen az anyagcsere
miikddés soran, ezenfeliil még 20-42%-ban olajsav €s 9-17%-ban palmitinsav is van benne. A
novényi olajok koziil a kukoricaolajnak viszonylag nagyobb az oxidacios stabilitdsa, annak
ellenére, hogy magas a telitetlensége. A finomitott kukorica olajat siitdolajként, salataolajként
¢s részleges hidrogénezés utan kendanyagként is hasznaljak (Barrera-Arellano és munkatarsai,

2019; Gunstone, 2009).

3.4.6 Szezammagolaj

A szezammagolaj a Sesamum indicum novény magjabol szarmazik. A mag nagy
mennyiségben tartalmaz olajsavat és linolsavat, emellett kisebb koncentracioban megtalalhato
benne palmitinsav €s sztearinsav. A szezdmmagolaj 80%-ban telitetlen zsirsavat és szamos
bioaktiv komponenst tartalmaz, példaul: tokoferolokat, fitoszterolokat, szezamolint, szezamint
¢s szezamolt. A magot préselés eldtt megporkolik, hogy noveljék az olajhozamot a miivelet
soran. A porkolésnél alkalmazott hdmérséklet és nedvesség hatasara a magvak mikroszerkezete,
fizikai allapota, kémiai Osszetétele megvaltozik, ezaltal eldsegitve a magvak sejtkdrosodésat,
az olaj felhalmozddasat és az enzimek inaktivalasat. A nem megfeleld porkolési hdmeérseklet
azonban karosithatja a szezdmmag fehérjéjét, akar veszélyes anyagok is keletkezhetnek. A
porkolés hémérséklete és ideje hatassal van a szezammagolajban levd policiklusos aromas
szénhidrogének képzddésére, a szinére, izére €s aromajara, azonban a zsirsav-0sszetételét nem
befolyésolja. A szezambol kivont olajat foként fliszerolajként alkalmazzék, mivel magas a
tapértéke. Hozzaadva mas olajokhoz fokozni lehet az oxidativ stabilitdsat az adott olajnak,

példaul: siitéolajok készitése sordn (Junmin és munkatarsai, 2019; Gunstone, 2009).

3.4.7 Kokuszolaj

A kokuszolaj szobahdmérsékleten szilard és fehér szinii, melegités hatdsara szintelen
folyékony halmazallapotu lesz, viszont, ha csokken a hdmérséklet visszaszilardul. A kokuszolaj
elsddleges zsirsava a laurinsav, mely a pAlmamagolajban is megtalalhatd. A laurinsav koriilbeliil
45-53%-ban van jelen, emiatt egészségesebb a kokuszolaj, mivel tanulmanyok kimutattak,
hogy a taplalkozas soran a szervezetbe jutott laurinsav energiava és mas metabolitokkd valik és

nem raktarozddik el zsirként. A laurinsav telitett zsirsav, mely a kozepes szénldncu (Cs-Ci2)
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vagy hosszu szénlanct (C14) zsirsavakhoz sorolhaté (Fabian, 2015; Gunstone 2009). Az olajat
a kokuszdio husabdl allitjak el kiilonbozo extrakcidos modszerekkel, a feldolgozasat aszerint
valasztjak ki, hogy a kés6bb kinyert olajat mire szeretnék felhasznalni, mivel a mdédszereknek
kiilonbozik a hozamuk ¢és a kinyert olaj laurinsav tisztasdga. A kokuszolajnak szdmos
felhasznalasi teriilete van, els6sorban a szépségiparban és az egészségmegorzés teriiletén. Az
antimikrobialis és gyulladéas csokkentd hatdsa miatt a gyogyszeriparban is alkalmazzak, illetve
az iparban kendanyagként, viszont gyenge termikus stabilitdsa végett korlatozott a hasznalata

(Yan és munkatarsai, 2021).

3.4.8 Sz6lé6magolaj

A vilagszerte termesztett Vitis Viniferg Lr. ssp. sativa éveld gylimolcs magjaban 6-20%-0s
olajtartalom van. A sz6ldmagolaj dsszetétele fligg a sz016fajtatdl, a magvak érési fokatol és a
kornyezeti tényezoktol. A torkolybdl kinyert nyers olaj hozzajarul a boraszat soran keletkezett
hulladékok tjrahasznositasdhoz, ezzel novelve a boraszati termékek valasztékat. A
sz6ldmagolajban 85-90%-ban tobbszorosen telitetlen zsirsavak vannak jelen, koztiik is
kiemelkedik a linolsav mennyisége. Kutatasok szerint a sz6l6magolaj antioxidans hatdsa szoros
olajokban ritkan talalhatéo meg. Ezenkiviil megfigyelték, hogy a Staphylococcus aureus és az
Eschericha coli novekedését gatolja, illetve gyulladas csokkentd hatasa is van (Dabetic és

munkatarsai, 2020; Chenli és munkatarsai, 2021; Shinagawa és munkatarsai, 2015).

3.4.9 Hasznalt siitoolaj

A népesség novekedés kovetkezményeképpen megndétt az élelmiszer hulladékok, igy a
hasznalt siitdolaj] mennyisége is. A fézéskor felhasznalt siitdolaj hdatadd kozegként miikodik,
mely hozzdjarul az elkészitett étel allagahoz és izéhez. A siités ideje alatt bekovetkezd
hidrolizis, oxidaci6 és polimerizacid sordn a siitdolajban illékony és nem illékony vegyiiletek
is keletkeznek. A nem illékony anyagok megvaltoztatjak az olaj fizikai és kémiai tulajdonsagait,
mig az illékony anyagok az izmindségre vannak hatassal. A siités kovetkeztében csokken az
olaj telitetlen zsirsavjainak szadma, ezzel szemben novekszik a viszkozitasa, stirlisége, fajhdje
¢és a habzésa. A siitdolaj f6 bomlastermékei a nem illékony polaris vegyiiletek, triacilglicerin
dimerek és a polimerek. A polimerek ¢és dimerek képzddését befolyasolja az olaj tipusa, a siitési
homérséklet és a siitések szdma. A hasznalt siitolaj Ujra felhasznaldsi szamanak ¢és
hémérsekletének novekedése kdvetkeztében novekszik a benne 1évd polimerek mennyisége is
(Choe ¢és Min, 2007). A siités-f6zés alkalméval visszamaradt olaj mennyiségének csak egy

részét hasznositjdk Ujra, a tobbi hasznositatlan olaj hulladékka valik, melynek
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kornyezetszennyezO hatdsa is lehet. A begytijtott hasznalt olajbol biodizelt tudnak eldallitani,
viszont a biodizeltermelésben elért fejlddés még nem olyan szintli, hogy az eldallitasi koltsége
alacsonyabb legyen, mint a gazolajé, ezért a biodizel tovabbi elterjedése gatolva van (Bereczky
¢s Torok, 2009). Korabbi kutatdsok eredménye alapjan a hasznalt siitdolajat, mint szénforrast
is fel lehet hasznalni lipaz, eritrit és szerves savak termeltetésére Y. lipolytica torzs jelenlétében

(Liu és munkatarsai, 2017; Mitrea és munkatarsai, 2022).

3.5 Pelletek

Az olajpogacsék, avagy pelletek a novényi részekbdl torténd olajkivonas utan keletkezd
melléktermékek. A kétféle tipust kiilonboztetiink meg, vannak a fogyasztasra alkalmasak és
amelyeket nem lehet elfogyasztani. Az Osszetételiikk a természetben eléforduld allapottdl, a
novény fajtajatol és az extrakcids modszertdl fiigg. A nem fogyaszthatd pelletek tapértéke
alacsonyabb, mint a fogyaszthatd olajpogacsaknak, mivelhogy 15-30% fehérjetartalommal
rendelkeznek ¢és ezért alkalmasak allati takarmanyként, kiilondsen a kérddzok és a halak
szamara. A pelletek felhasznalhatok még mitragyaként a talaj kapacitasdnak ¢és
tapanyagtartalmanak javitisara is. Az olajpogacsaknak a fehérje mellett nagy a rost- és az
energiaszintje is. Eldnyei kozé tartozik, hogy szelektiv biofeldolgozasi technologia soran
szubsztratumként vald alkalmazdsaval eld lehet allitani szerves biomolekulakat. Ezenfeliil
felhasznaljak ipari enzimek, antibiotikumok, biopeszticidek, vitaminok és egyéb biokémiai

anyagok gyartasahoz (Ramachandran és munkatarsai, 2007; Anand és munkatarsai, 2022).
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1 Anyagok

4.1.1 A kisérletekhez felhasznalt Yarrowia torzsek

Az alabbi Yarrowia torzsek lipaz termelését vizsgéaltam a kisérleteim soran:

e Yarrowia lipolytica 854/4 torzs, daralt husbdl izolalt
o Yarrowia yakushimensis NCAIM Y.02052 torzs, Hodotermopsis sjostedti rovarbol
izolalt Nagy (2015) altal.

A torzsek a Mezbgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteményébdl (NCAIM)

kerultek beszerzésre.

4.2.1 Alkalmazott novényi szubsztratumok

Szubmerz fermentécio soran 9 kiilonbdz6 novényi olaj - olivaolaj, kokuszolaj, didolaj,
szO0lémagolaj, szezdmmagolaj, napraforgoolaj, kukoricaolaj, hasznalt siitd olaj és repceolaj -,
valamint 5 pellet — tokmag (4.4bra), kendermag (5.4bra), aranylenmag (6.4bra), mogyord
(7.4bra), napraforgdémag (8.4bra) - lipaz termelését vizsgaltam meg. Mivel a pelletek szilard,
tomor formaban voltak jelen, ezért mielétt hozzdadtam volna Oket a tapkozeghez eldtte egy

mozsar segitségével por allaglra tértem.

4. abra: Tokmag pellet

(Forras: sajat munka)
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5. abra: Kendermag pellet

(Forras: sajat munka)

6. abra: Aranylenmag pellet

(Forréas: sajat munka)
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7. abra: Mogyoro6 pellet

(Forras: sajat munka)

8. abra: Napraforgomag pellet

(Forras: sajat munka)

| s
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4.2.2 Felhasznalt tapkozegek
Elesztékivonat-pepton-gliikéz agar (YEPD)

A kutatd6 munkdm kezdetén a Y. lipolytica és Y. yakushimensis atoltasara é&s

felszaporitasara Eleszt6kivonat-Pepton-Gliikdz ferdeagart alkalmaztam, melynek az
Osszetételét a 2 tablazat irja le.
2. tablazat: YEPD ferdeagar
Agar Glikoz Pepton Elesztékivonat | Desztillalt viz
25¢ 20g 10g S5¢ 1000 ml

Inokulum tapkozeg
Az inokulum tapkozeg Osszetételét a 3 tablazatban mutatom be.

3. tablazat: Inokulum tapkozeg

Gliikoz Pepton Elesztékivonat Desztillalt viz
(Hus)
20¢g 20g 10g 1000 ml

Fermentacios tapkozeg

A lipaz termelésre iranyul6 fermentacio soran YEPD taplevest hasznaltam (4. tablazat),
melynél 1 %-os koncentracidban természetes szubsztratum, illetve 0,5g/1 mennyiségben Tween

80 kiegészitést is alkalmaztam.

4. tablazat: Fermentacios tapkozeg

Gliikoz Pepton Elesztokivonat | Természetes Tween 80 Desztillalt
(Hus) szubsztratum viz
20g 6,4¢g 10g 10 ml 0,5¢g 1000 ml

4.2.3 Az enzimaktivitas méréshez hasznalt oldatok

Szubsztratum:

25 mM-os para-nitrofenil-laurat szubsztratumot alkalmaztam, melyet 96 %-os etanolban

oldottam fel. A mérések soran mindig frissen készitettem el a szubsztratumot.
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Sorensen puffer:

A kisérleteim sordan a 7,2-es pH-ju puffert hasznaltam, melyet m/15 NaHPO4*2H>O
(11,876 g/1) és m/15 KH2PO4 (9,078 g/1) oldatok megfeleld aranyti 6sszemérésével készitettem
el. 100 ml pH 7,2 pufferhez dinatrium-hidrogén-foszfat oldatbol 72,6 ml-t és kalium-

dihidrogén-foszfat oldatbdl 27,4 ml-t mértem Gssze.
Leallité reagens:

0,1 N natrium-karbonat oldatot alkalmaztam az enzim reakci6 leallitdsdhoz, melyhez 2,65

g natrium-karbonatot (NaxCO3) oldottam fel 500 ml desztillalt vizben.

4.2.4 Felhasznalt eszkozok
e Razogép
e Eppendorf centrifuga
e  Spektrofotométer
e pHmérd
o Vizfiirdd
e  Steril lamindris fiilke
e Mozsar
e Analitikai mérleg
e Egyéb laboratériumi eszk6zok pl.: eppendorf csovek, kémcsovek, Erlenmeyer-

lombikok, oltokacs, pipettak, fdzopoharak, méréhengerek, vortex keverd stb.

4.3 Modszerek

4.3.1 Enzim fermentacio

Az inokulum tenyészetek elkészitése soran a 3. tablazatban szerepld tapkozeg Osszetételt
alkalmaztam, majd sterilizalds utdn a ferdeagaron elézdleg felszaporitott friss torzsekkel
beoltottam azt. A lipaz fermentaciokat 24 oras inokulum tenyészetekkel inditottam el 150 ml
térfogatban, s 27 °C-on 160 rpm-re beallitott razogéppel végeztem el. A beoltas soran Perez
(2023) munkassagat vettem alapul, miszerint mindkét Yarrowia torzs esetében 5%10° sejt/ml

koncentracioju inokulum esetén volt a legjobb a lipaz aktivitas.
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4.3.2 Optikai denzitas mérése

Az optikai denzitast (OD) a fermentaci6 sordn torténd szaporodas megfigyelése végett
mértem. A mintak abszorbancidjat 600 nm-en spektrofotométer segitségével hataroztam meg,
ha 0,7-nél nagyobb volt az abszorbancia, akkor higitani kellett a mintat. A spektrofotométer

nullazasa soran desztillalt vizet hasznaltam.

4.3.3 pH mérése
A mintdk pH értékének megallapitdsara tivegelektrodot alkalmaztam, s a mérést
elektromos pH méro segitségével hajtottam végre. A pH mérét mérés el6tt kalibralni sziikséges,

a kalibralast pH 2 és pH 9 kalibral6 oldatok felhasznalasaval végeztem.

4.3.4 Lipaz enzim aktivitasanak mérése

Az extracellularis lipdz aktivitds meghatarozasdhoz spektrofotometrias modszert alkalmaztam,
mely sordn 25 mM-os para-nitrofenil-laurat szubsztratumbol felszabadult p-nitrofenol
mennyiségi meghatarozasa tortént 405 n-en. A mintakat meghatarozott idok6zonként vettem le,
ezt kovetden 1-1 ml-t eppendorf centrifuga csdbe helyeztem ¢és 10000 fordulat/perc
fordulatszdmmal 10 percen keresztil 4 °C-on centrifugdltam. Ennek koszonhetden
elvalasztasra kertilt a folyadék fazis (feliiliszo) és a szilard fazis. A feliiluszot hasznaltam fel az
aktivitas méréshez, melyet sziikség szerint higitottam. Minden minta esetében két parhuzamos
mérést hajtottam végre. Az enzimaktivitas meghatarozasahoz sziikséges reakcioelegyeket az 5.
tablazat szerint mértem Ossze. A reakcioelegyek 6sszemérését kovetden a kémcesoveket néhany
percig eldinkubéltam 37 °C-os vizflirddben. Az eldinkubacios id6 elteltével 25 pl megfeleléen
higitott mintat pipettaztam a kémcsovekbe, ezzel inditottam el a reakciot. Miutan letelt a 10
perces reakcididd hozzaadtam 250 pl 0,1 n Na.COs leallito reagenst az elegyhez. Ezt kovetoen
centrifugaltam a mintakat az el6zekben leirt paraméterek szerint, majd megmértem azok

abszorbanciajat 405 nm-en.

5. tablazat: Az enzimaktivitds méréséhez sziikséges reakcioelegyek

Desztillalt viz | Szubsztratum Enzimoldat Puffer
(nl) (nl) (nl) (nl)
Miiszervak 125 - - 725
Szubsztratumvak 25 100 - 725
Enzimvak 100 - 25 725
Minta - 100 25 725

25



A lipaz enzimaktivitasanak kiszamolasdhoz az alabbi egyenletet hasznéltam:

(Aminta - Aenzimvak - Aszubsztrétumvak)

11,561 * reakci6id6

Lipaz aktivitas = * higitas (U/1)

Sipiczki (2019) kutatasa soran végzett kalibracié meredekségét hasznaltam fel a lipaz aktivitas

kiszamolasa soran.

Lipaz aktivitas egység: az az enzim mennyiség, amely a szubsztratumbol 1 umol p-nitrofenolt

szabadit fel egy perc alatt az adott reakcio koriilmények kozott.
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5. KISERLETI EREMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1 Természetes eredetii szubsztratumok szkrinelése lipaz enzim termelésére

A kutatdmunkdm soran szkrinelést hajtottam végre, mely soran 14 db ndévény eredetii
szubsztratumot hasonlitottam 0Ossze lipdz enzim termelés szempontjabol. A ndvényi olajok
koziil az olivaolaj, kokuszolaj, didolaj, széldmagolaj, szezammagolaj, napraforgoolaj,
kukoricaolaj, hasznalt siitdolaj és a repceolaj indukald hatasat vizsgaltam. A novényi olajok,
mellett 5 féle pellettel- tokmag, aranylenmag, napraforgémag, mogyord és kendermag- is
elvégeztem a kisérleteket. A méréseket két Yarrowia élesztével, a Y. lipolytica 854/4-es torzzsel
¢s a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 torzzsel hajtottam végre. A kisérletet 150-150 ml
fermentécios tapkozeg 24 oras inokulum tenyészetekkel vald beoltdsaval inditottam el. A
fermentéacio 7 napon keresztiil zajlott és naponta vettem mintat. A mintdk esetében a lipaz

aktivitas mellett, figyelemmel kdvettem a pH, illetve az optikai denzitas valtozasat is.

5.1.1 Novényi eredetii olajok, mint szubsztratumok alkalmazasa

5.1.1.1 Yarrowia lipolytica

A Y. lipolytica torzs optikai denzitas értékei (9. abra) alapjan megéllapithatd, hogy minden
vizsgalt n6vényi olaj esetében tortént megfeleld mértékii szaporodas a fermentacid soran.
9. abra: Y. lipolytica torzs szaporodasanak alakulasa optikai denzitas alapjan novényi olaj

szubsztratumok esetén
(Forras: sajat munka)
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Lathato, hogy az exponencialis szakasz 72 oraig tartott (kivéve a kdkuszolaj minta

esetében, ahol 48 o6raig), ezt kovetden a szaporodas mértéke csokkent, majd a 144. orat
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kovetden hanyatld fazisba Iépett. A legnagyobb OD 600 értékeket a szezammagolajnal (28,08),
a hasznalt olajndl (28,2) és a napraforgoolajnal (28,44) kaptam. A hasznalt étolaj is
napraforgoolaj volt, elmondhato, hogy a siités el6tti és utani értékek igen hasonldan alakultak.
Mindhéarom olajra jellemz6 a nagy telitetlen zsirsav koncentracio, foként linolsavat és olajsavat
tartalmaznak, mely kedvezonek latszik az élesztd szaporodasanak. A legkevésbé jo induktornak
a kokuszolaj bizonyult, hisz ezen a tapkdzegen szaporodott legkisebb mértékben az éleszto.

A mintdk pH értékeinek valtozasat a 10. dbra szemlélteti. Az eredmények alapjan
érzékelhetd a pH csokkenése mindegyik olajat tartalmazo tapkozeg esetében. A kezdeti
semlegeshez kozelitd pH értékek az enzimfermentacié utols6 napjara 4,27 — 5,28 kozotti pH
értekekre valtoztak. A legtobb gorbe lefutdsa szinte azonos, minimalis eltérés van csak az
értékeik kozott, kivételt képez ez aldl a kokuszolaj. A legkisebb mértékben ezen olaj pH értéke
csokkent, ugyanis 6,16 értékrél mindossze 5,28-ra redukalddott, ahogy a szaporodas is ezen
kozeg esetén volt a leggyengébb. A legnagyobb mértékli valtozast a kukoricaolaj esetében
figyeltem meg, e szubsztratumnal mértem a legalacsonyabb pH értéket (4,27) az utolsé napon.
10. abra: NOvényi olaj tartalmu tdpkdézegek pH-janak valtozdsa Y. lipolytica élesztd

alkalmazasa soran
(Forras: sajat munka)
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A lipdz aktivitds mérés eredményei a 11. &bran lathatéak. Az Osszes alkalmazott
szubsztratumon volt lipdz enzim termelés, azonban az egyes olajok esetében eltéré mértékii. Az
értékek alapjan a legjobb induktornak az olivaolaj bizonyult, ugyanis ezen olaj esetében 0,58
U/l aktivitas értéket detektaltam a 144. 6raban. E szubsztratum mellett a napraforgdolajat

tartalmazo tapkozeg aktivitas értéke volt még kimagaslo 0,54 U/l, melyet szintén a 144. déraban
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mértem. Az egyik legjobb szaporodast szezdammagolajon tapasztaltam, azonban a lipaz
termelést illetden elmondhat6, hogy a legkevésbé hatékony induktornak mutatkozott, s a
legnagyobb aktivitas érték minddssze 0,16 U/l volt a 48. éraban e ndvényi olaj alkalmazésa
mellett. Erdemes kiemelni a hasznalt siit6olajat is, mint igéretes szubsztratum, igaz korantsem
a leghatékonyabb induktor, viszont szamos ndvényi olajnal (sz6loémag, szezammag, dio,
kukorica, repce) jobbnak bizonyult, és a beszerzési koltsége a toredéke a tobbi novényi eredetli
olajénak.

11. abra: Y. lipolytica élesztdgomba lipaz aktivitdsanak alakuldsa az id6 fliggvényében névényi

olaj szubsztratumok alkalmazéasa mellett
(Forras: sajat munka)
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5.1.1.2 Yarrowia yakushimensis

A Y. yakushimensis torzs esetében, szintén megfigyelhetd volt szaporodas a szubmerz
fermentacio alatt, mindegyik novényi olaj alkalmazasa mellett (12. abra). Az 0Osszes
szubsztratumon a 144. 6raban detektaltam a maximalis szaporodasi értékeket. Az exponencialis
szakasz tobb esetben a 48. oraig tart, ezt kovetden csokken a szaporodas mértéke. Kivételt
képez ez alol a sz6l6émagolaj, a napraforgoolaj, valamint az olivaolaj, ugyanis e harom névényi
szubsztratumnal megfigyelhetd, hogy mar 24 orat kovetden a szaporodas lassul és a 144 ora
utan mar a pusztulasi szakasz all fent. A szaporodasi folyamat hasonldan alakulta Y. lipolytica-
hoz képest, azonban a maximalis értékek eltérnek a két torzsnél. A Y. lipolytica esetében a

maximalis szaporodasi értékek, majdnem a kétszeresei voltak a Y. yaksuhimanesis értékeinek.
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12. abra: Y. yakushimensis torzs szaporodasanak alakulésa optikai denzitas alapjan novényi
olaj szubsztratumok esetén
(Forrés: sajat munka)

OD 600nm

A 13. abran lathaté eredmények alapjan pH csokkenés volt megfigyelhet az Osszes
novényi olajat tartalmazo tapkozegnél, csakiagy, mint a Y. lipolytica éleszt6 esetében. A gorbék
lefutdsa szinte azonos, alig van eltérés az egyes novényi olaj kiegészitést tartalmazo taplevesek
pH értékei kozott. Nagyobb mértéki csokkenés az elsé 24 oraban tapasztalhato, a 48. orat
kovetden joval kisebb a mértéke, inkabb stagnalas lathatd (pH 5 értéken). A végsé pH 4,9-5,0
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koruli érték volt.

13. abra: Novényi olaj tartalmu tapkozegek pH-janak valtozasa Y. yakushimensis
¢lesztdgomba alkalmazasa soran
(Forras: sajat munka)
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A Y. lipolytica esetében a kokuszolaj kivételével az Osszes novényi olajat tartalmazod

tapkozeg utolsé napon mért pH értéke alacsonyabb volt, mint ezen élesztonél.

A Y. yakushimensis lipaz aktivitas értékei a 14. abran lathatoak. Ezen élesztd esetében is,
csak ugy, mint a Y. lipolytica-nél az olivaolaj mindsiilt a legjobb induktornak, a maximalis
aktivitas érték megkdzelitdleg 0,7 U/l volt, melyet a fermentacié utols6é napjan mértem. Ez az
érték meghaladja a masik alkalmazott Yarrowia torzs e szubsztratumon mért maximum értékét
(0,58 U/l). E ndovényi olaj mellett szamottevd indukald hatassal birt a napraforgoolaj,
hasonloképpen, mint a Y. lipolytica-nal, habar a 72. 6raban mért maximum értéke (0,48 U/I)
nem érte el a masik élesztd ezen szubsztratumon mért legmagasabb aktivitas értékét (0,55 U/).
A szezammagolaj kiegészitést tartalmazé taplevesen a 144. éraban mért maximalis aktivitas
megegyezik a napraforgdolajéval, melyet a 3. napon mértem. A legkevésbé hatékony induktor
szubsztratum a kokuszolaj volt, ennél a ndévényi olajnal a maximum lipdz aktivitds érték
mindossze 0,23 U/l volt a 168. draban. A hasznalt olajat ezen ¢€lesztd esetében is érdemes
megemliteni, hiszen a maximalis aktivitas értéke meghaladta a kokuszolajét, szolémagolajét,
kukoricaolajét és a repceolajét is, tehat ndluk jobb induktornak bizonyult, és gazdasagi
szempontbol igen eldnyds lenne az alkalmazasa.

14. abra: Y. yakushimensis €élesztdgomba lipaz aktivitasanak alakulasa az id6 fiiggvényében

ndvényi olaj szubsztratumok alkalmazéasa mellett
(Forras: sajat munka)
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Darvishi ¢és munkatarsai (2009) kutattak a novényi olajok lipaz termelésre vonatkozd
hatasat Y. lipolytica élesztégomba esetében. Az altaluk kivalasztott olajok koziil az olivaolaj
bizonyult a legjobb szubsztratumnak, hasonldéan, mint az altalam végzet kisérlet soran. Egy
masik kutatocsoport, Suci €s munkatarsai (2018) azt vizsgaltdk, hogy a hasznalt siitdolaj,
milyen hatast gyakorol a lipaz termelésre. A vizsgalat sordn Bacillus subtilis baktériumot
alkalmaztak, mellyel 84 6ras fermentacid soran 4,96 U/ml aktivitdsu lipdz enzimet termeltek.
érdemes 80 oranal tovabb végezni, mivel a maximalis lipaz termelést mind a két torzs esetében

a fermentacio els6 felében lehetett detektalni és utana csokkeni kezdett az aktivitas.

Osszességében megallapithatd, hogy mind a két torzs esetében a legjobb induktornak az
olivaolaj ¢és a napraforgdolaj bizonyult, illetve, mig az olivaolaj szubsztratumnal a Y.
vakushimesis ¢élesztd, addig a napraforgoolajndl a Y. lipolytica esetén mértem nagyobb lipaz

aktivitast.

5.1.2 Pelletek, mint természetes szubsztratumok alkalmazasa
5.1.2.1 Yarrowia lipolytica

A pelletek vizsgalata sordn mért optikai denzitds értékeket tekintve (15. &bra)
megallapithatd, hogy a Y [lipolytica térzs minden haszndlt tdpkdézegben szaporodott a
fermentacio folyaman. A legnagyobb OD értéket az aranylenmag alkalmazéasa mellett mértem,
17,37-et a 72.6raban.

15. abra: Y. lipolytica torzs szaporodasanak alakuldsa optikai denzitas alapjan olajpogéacsa

szubsztratumok esetén
(Forras: sajat munka)
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A napraforgd €s a mogyord szubsztratumok alkalmazasa sordn is viszonylag nagy
sejtszaporulat volt detektalhato, OD 12,2, illetve 10,9 értékekkel. A Y. lipolytica
szaporodasanak exponencialis szakasza 0. és a 48. kozotti idéintervallumban volt szinte minden
szubsztratum esetében, kivételt képez ez alol az aranylenmag, ahol ez a szakasz kitartott
egészen a 72. 6raig. Ezt kvetden hanyatlo fazis volt tapasztalhato a legtobb taplevesnél, kivéve
a tokmagot és kendermagot tartalmaz6 tapkozegeknél, ahol a tokmag esetében ndvekedés volt

lathat6, mig a kendermagos mintdnal az eredmények stagnaltak.

A fermentacié soran mért pH értékeket a 16. abra szemlélteti. Lathat6, hogy az 1d6
elérehaladtaval a pH szinte folyamatosan csokkent. Az egyes szubsztratumok esetében érdemi
kiilonbség nem tapasztalhatdo a pH értékek alakulasaban. A fermentacio kezdetén semleges
kozeli, 7-es pH volt mérhetd, majd a folyamat befejeztével, majdnem az 6sszes minta pH 4,7 —
4,9 értékre csokkent le, amely azt mutatja, hogy enyhén savas kozeg alakult ki.

16. abra: Pelleteket tartalmazo tapkdzegek pH-janak valtozasa Y. lipolytica élesztd alkalmazasa

soran
(Forras: sajat munka)
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A'Y lipolytica élesztd lipaz aktivitas értékei a 17. dbran lathatdak. Az 6sszes tapkozegnél
a maximalis lipaz aktivitast a 24. éraban mértem. Az ezt kdvetd napokon vett mintdk mérési
eredményei alapjan csokkend tendencia figyelhetd meg az aktivitdsban. Az egyik legnagyobb
enzim aktivitdst az aranylenmag pelletnél mértem (0,28 U/l), amely alig volt nagyobb, mint
tokmag pellet maximuma (0,27 U/1). A pelletek koziil a legkevésbé hatékonynak a kendermag

mutatkozott 0,15 U/l maximalis lipdz aktivitas értékkel.
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17. abra: Y lipolytica ¢élesztégomba lipaz aktivitdsanak alakulasa az idé fliggvényében
olajpogécsa szubsztratumok alkalmazasa mellett
(Forras: sajat munka)
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5.1.2.2 Yarrowia yakushimensis

A'Y. yakushimensis fermentacidja soran nem mutatkozott olyan szintli szaporodés, mint a
Y. lipolytica esetében. A legtdbb szubsztratumon nagyjabodl a 150. 6raig szaporodott az éleszto,
utana csokkenés figyelhetd meg, kivétel a mogyoro €s a napraforgdémag pellet esetén. A legjobb
szaporodas a mogyoro pelletnél figyelhetd meg, amint a 18. abran is jol lathato, ennél a mintanal

mértem a legmagasabb OD értéket is, amely 9,66 volt a 144. 6raban.
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18. abra: Y. yakushimensis torzs szaporodasanak alakuladsa optikai denzitds alapjan olajpogacsa
szubsztratumok esetén
(Forras: sajat munka)
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A pelletek koziil, ugymint a Y. lipolytica toérzsnél, a kendermagos mintdban volt a
legkisebb mértékli a szaporodas. A szaporodas kovetése mellett a pH értékeket is mértem,
amelynek a valtozéasat a 19. dbran mutatom be. A kiilonbozd pelletet tartalmazo tapkozegekben
a kezdeti kozel semleges kémhatés 2 nap alatt pH 5,2 - 5,4 értékre valtozott, ezt kdvetden mar
jelentds csokkenést nem tapasztaltam. A 7 napos fermentacié végén pH 5,0 és 5,2 kozotti
értekeket lehetett mérni.

19. abra: Pelletet tartalmaz6 tapkozegek pH-janak valtozéasa Y. yakushimensis élesztdgomba

alkalmazasa soran
(Forras: sajat munka)
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A Y. lipolytica-val ellentétben a Y. yakushimensis esetén a lipaz aktivitdas maximum
értékeit a 72. éraban mértem, kivéve a napraforgdmag pelletet, ahol a 24. érat kovetden mar
nem ndvekedett a lipaz aktivitas. A 20. dbra alapjan szintén az aranylenmag pellet mindsiilt a
legjobb induktornak, a maximalis lipaz aktivitds ezen szubsztratumon 0,43 U/l volt, ami
majdnem kétszerese a Y. lipolytica-nal mért értékhez képest. A masodik legjobb
szubsztratumnak a tokmag pellet mutatkozott 0,3 U/l enzimaktivitassal. A legkevésbé hatékony
induktor a mogyord pellet volt e torzsnél, a legnagyobb lipaz aktivitas 0,17 U/l a 72. éraban. A
72. 6ra utdn minden szubsztratum esetén kiilonb6zé mértékili csokkenés figyelhetd meg a lipaz
termelésben.

Farias és munkatarsai (2014) Y. lipolytica €éleszto altal termelt lipaz eléallitasat vizsgaltak
gyapotmag pellet szubsztraitum esetében. 48 Oras szilard szubsztratumt fermentéciot
valositottak meg, s megallapitottak, hogy a pelletet tartalmaz6 tapkodzegben a Y. lipolytica képes
volt novekedni és lipazt termelni. A fermentaci6 28. ordjaban tapasztaltak nagy mennyiségii
enzim aktivitast.

20. abra: Y. yakushimensis élesztégomba lipaz aktivitasanak alakulasa az id6 fliiggvényében

olajpogacsa szubsztratumok alkalmazasa mellett
(Forras: sajat munka)
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Tobb kutatasnal is arra figyeltek fel, hogy az olajpogacsdk szubsztratumként valo
felhasznalasakor a lipaz termelés a fermentacid elsd felében torténik (Kumar és munkatarsai,
2012; Szymczak és munkatarsai, 2021).

Osszességében megallapithatd, hogy mind a két torzs esetében a legjobb induktornak az

olivaolaj és a napraforgdolaj bizonyult, illetve, mig az olivaolaj szubsztrdtumnal a Y.
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yvakushimesis €lesztd, addig a napraforgoolajnél a Y. lipolytica esetén mértem nagyobb lipaz
aktivitast. Az olajpogacsakat tekintve az aranylenmag volt a leghatékonyabb. E szubsztratumok
mellett gazdasdgi szempontbol a hasznalt olaj alkalmazasaban is rejlik potencial. Ezen

informaciok birtokdban e szubsztratumokat valasztottam ki a kutatdmunkam folytatasahoz.

5.2 Lipaz termelés optimalasa a szkrinelés soran Kivalasztott természetes

szubsztratumokon

A szkrinelést kovetden optimalizalast végeztem a legigéretesebbnek talalt
szubsztratumok - olivaolaj, napraforgdolaj, hasznélt olaj, aranylenmag pellet -esetében. A
kisérletem célja az volt, hogy megallapitsam mely koncentracié fokozza legjobban a Y.
lipolytica 854/4-es és a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 torzsek lipaz enzim aktivitasat. Az
alabbi koncentraciokat alkalmaztam a szubsztratumok esetében: 0,5 %, 1 %, és 2 %. A mérés
soran YEPD tapkdzeget hasznaltam 0,05%-os Tween 80 kiegészitéssel. A kisérlet soran
nyomon kovettem mind az optikai denzitas, mind a pH idébeni valtozasat, valamint a lipaz

aktivitast is. A fermentaciok 168 o6ran at tartottak és napi mintavételezést csinaltam.

5.2.1 Yarrowia lipolytica

lipolytica esetén mért optikai denzités értékeket a 21.abran mutatom be. A 168 6ras fermentacio
alatt megfigyelhetd volt, hogy minden szubsztratumnal a legkisebb koncentracio alkalmazésa
soran szaporodott legkevésbé és a legnagyobb koncentracid esetében a legnagyobb mértékben
az ¢lesztd. A 2% hasznalt olajat (OD 22,25), valamint a 2 % napraforgoolajat (OD 22,05)
tartalmazo tapkozegben mértem a legnagyobb értékeket a 144. éraban. Az eredmények alapjan
elmondhat6, hogy a legtobb bedllitds soran az exponencidlis fazis a 72. oraig lezajlott, ezt
kovetden a szaporodas mértéke visszaesett, majd stacioner fazisba lépett. A legkevésbé
hatékonynak a 0,5 % aranylenmag pelletet tartalmazo tdpkézeg bizonyult, a maximalis OD

értéke 8,68, amelyet a 144. 6raban mértem.
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21. abra: Y. lipolytica szaporodasanak alakulasa optikai denzitds alapjan kiilonb6zo

cyey

(Forras: sajat munka)
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A Y lipolytica élesztdgomba fermentacidja soran az id6 eldrehaladtaval a pH
folyamatosan csokkent minden alkalmazott beéllitas soran (22. adbra). A legnagyobb mértékii
pH véltozast az els6 két napon figyeltem meg minden tapkdzeg esetében. A folyamat alatt a
kiindulasi semleges kozeli pH értékek lecsokkentek 4,5 - 4,8 koriilire. Szamottevd kiillonbség

nem lathato az egyes bedllitasok esetében, a gorbék lefutasa igen hasonlo.
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crer

pH-janak valtozésa Y. lipolytica élesztd alkalmazasa soran
(Forrés: sajat munka)
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A lipaz aktivitas alakulasat a Y. lipolytica éleszt6torzs esetében a 23.4bran mutatom be.
Az eredmények alapjan megallapithato, hogy a legnagyobb koncentracié alkalmazasa mellett
volt a legnagyobb enzimaktivitds minden szubsztratumnal, s a legalacsonyabb pedig a 0,5%
alkalmazasa soran. A legjobb induktor az olivaolaj volt, ugyanis e szubsztratumnal 1,29 U/l
aktivitas értéket detektaltam a 168. 6raban (2%-o0s koncentracio esetében). Ezen értékhez igen
hasonlot mértem az 1 % olivaolajat (1,22 U/1) valamint a 2 % napraforgdolajat tartalmaz6 minta
(1,21 U/1) esetében is. Azonban mig az 1 % és 2 %- olivaolajat tartalmazé tapkozegeknél a 168.
ordban, addig a 2 %napraforgdolajat tartalmazdknal a 144. ordban detektaltam, ennek a
fermentacios 1d6 optimalizalasa soran lehet jelentdsége. Az aranylenmagot és a 0,5 % hasznalt
olajat tartalmazd mintdknal a maximalis lipaz aktivitast mar a 48. 6rdban mértem, azonban az
értékek joval elmaradnak a fermentdcié sordn mért maximumhoz képest. A legkevésbé
hatékony szubsztrdtum az aranylenmag pellet volt, hiszen minden koncentracional e
szubsztratum esetében mértem a legalacsonyabb lipaz aktivitast. Ezen olajpogacsa esetében a
maximalis enzimaktivitas 0,458 U/l volt a 48. 6raban (2%-0s koncentracio alkalmazasa

mellett).
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23. abra: Y. lipolytica lipaz aktivitasanak alakuldsa az 1d6 fliggvényében kiilonb6zo

cyey

(Forras: sajat munka)
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5.2.2 Yarrowia yakushimensis

A Y. yakushimensis optikai denzitds értékei alapjan (24. 4bra) csak gy, mint a Y.
lipolytica-nél, minden szubsztratum esetében a legnagyobb koncentracional volt a legmagasabb
a szaporulat €s a legkisebb koncentracio alkalmazéasa mellett detektaltam a legalacsonyabb OD
értékeket. A legjobb szubsztratumnak a napraforgdolaj bizonyult, 27,52 OD értéket mértem a
72. O6raban (2% koncentracional), viszont hatékonysagban alig marad el az azonos
koncentracioban alkalmazott hasznalt olaj, tekintve, hogy a maximalis OD értéke 26,36 volt
szintén a 72. 6radban. A legkevésbé hatékony szubsztratum az aranylenmag pellet volt, csak ugy,
mint a masik Yarrowia torzs esetében. Az értekeket megfigyelve szinte minden ndvényi eredetii
olaj esetében az exponencidlis fazis a 72. oraig lezajlott, s a szaporodas iiteme ezt kovetén
csokkent, stacioner fazisba lépett. Az olajpogécsa esetében az exponencialis szakasz a 24. 6raig
tartott, ezt kovetoen mind a harom koncentracional az OD értékek tovabbi ndvekedése nem

figyelhetd meg.
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24, abra: Y. yakushimensis szaporodasanak alakulasa optikai denzitds alapjan kiilonb6zo
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A'Y. yakushimensis élesztdgomba esetén a tapkdzegek pH értékeinek valtozasa (25. dbra)
nagyon hasonl6an alakult, mint a masik Yarrowia élesztonél. Az abran lathatd, hogy az egyes
gorbék lefutdsa szinte azonos, tehat érdembeli kiillonbség nincs az egyes tapkdzegek pH
értékeiben. A kezdeti kozel semleges pH értékrol lecsokkent 4,7-5,0, a 2% aranylenmag pellet
esetén figyelheté meg pH 5 feletti (5,2) érték.

cre

pH-janak valtozésa Y. yakushimensis élesztégomba alkalmazésa soran
(Forras: sajat munka)
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Aranylenmag pellet 0,5% —e— Aranylenmag pellet 1% —e— Aranylenmag pellet 2%
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A lipaz aktivitas értékeket tekintve a Y. lipolytica-hoz hasonldan ezen élesztonél is a 2%
koncentraci6 alkalmazasa mellett volt a legnagyobb enzimaktivitas minden szubsztratumnal, s
a legkisebb aktivitas értékeket 0,5%-o0s koncentracional mértem. A legjobb induktor az olivaolaj
volt hasonl6an, mint a masik térzs esetében. A legnagyobb aktivitas érték 1,04 U/l volt a 168.
oraban. Ez az érték minimalisan tér el a masik €éleszté maximumatol (1,29 U/l), melyet szintén
a fermentacid utolsé napjan mértem, azonos koncentracio esetén. Az éleszté maximumatol alig
marad el az 1 % olivaolajat (0,95 U/l ) és a 2 %- napraforgdolajat tartalmazé taplevesben
(0,94 U/l) szintén a 168. 6raban mért legnagyobb lipaz aktivitds értéke. A hasznalt olajat
tartalmazo tapkozegek esetében mért maxium enzimaktivitas joval elmarad a masik két ndvényi
olaj esetében mért maximumoktol. Az aranylenmag pellet koncentraciokatt tekintve a 48.
oraban lehetett mérni a maximalis lipaz aktivitdsokat. Az aranylenmag pellet esetében mind
harom koncentracidjanal megfigyeltem, hogy a maximélis érték elérést kovetden az aktivitas
csOkkenni kezdett, tovabba megallapithato az is, hogy ez a szubsztratum a legkevésbé hatékony
induktor. A legkisebb aktvitas értéket (0,29 U/l) ezen olajpogacsa 0,5 %-os koncentracioban
valo alkalmazasa mellett detektaltam, azonban megemlitendd, hogy érdemben nem
befolyasolta az enzimtermelést a pellet nagyobb koncentracidban val6 hasznélata sem, hiszen,
1 %-os kiegészités mellett 0,33 U/l, a 2 %-os tartalomnal pedig 0,34 U/l volt a legnagyobb
lipaz aktivitas.

26. abra: Y. yakushimensis lipaz aktivitdsanak alakuldsa az id6 filiggvényében kiilonb6zd

cre

(Forras: sajat munka)
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Rajesh és munkatarsai 2010-ben a Trichoderma reesei lipaz termelésének optimalizalasat
vizsgaltak. A kutatds végeredményeként a lipdz termelésre a legjobb szubsztratum a 2 %-os
olivaolaj bizonyult. A kisérletem soran is az tdmaszthatd ala, hogy a legnagyobb maximalis
lipaz aktivitds mind a két torzs esetében a 2 %-os olivaolajnal volt mérhetd. Salgado és
munkatarsai (2020) a Magnusiomyce capitatus lipaz termelését vizsgaltak meg 1 %-o0s és 3 %-
%-os olivaolajos minta mutatott nagyobb lipaz aktivitast, azonban a kisérletiik folyaman a 120
oras fermentacio alatt az utolsé mérés soran tapasztaltak a legnagyobb lipaz termelést. A
kutatasom soran hasonloan, mint Salgado ¢s munkatarsai (2020) én is a kisérletem végén (168.
ordban) értem a maximalis lipaz aktivitas értéket az olivaolajokat tartalmazo6 tapkozegeket

tekintve.

Osszességében megallapithatd, hogy mind a két torzs esetében a legjobb induktoroknak
az olivaolaj bizonyult, akar 1%, akar 2 % koncentracioban alkalmazva, illetve ezen kiviil még
a 2 %-os napraforgoolaj mutatkozott hatékonynak. A Y. yakushimesis és a Y. lipolytica
¢élesztégombak esetében a 2%-os olivaolaj szubsztratumnil mértem a legnagyobb lipaz
aktivitast A hasznalt olaj ugyan nem mutatkozott a leghatékonyabb induktornak, azonban a
elérni. Bar a lipaz aktivitds értékek elmaradnak az olivaolajtdl, az optimalizalasaval

valdsziniileg az aktivitdsa ndovekedését lehet elérni.
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6. KOVETKEZTETES ES JAVASLATOK

Kovetkeztetések:

e A kiilonb6z6 ndvényi olajok szkrinelése sordn a legjobb szubsztratumnak az olivaolaj
¢s a napraforgoolaj bizonyult, illetve, mig az olivaolaj szubsztraitumnal a
Y yakushimesis éleszt0, addig a napraforgoolajnal a Y. lipolytica esetén mértem nagyobb

lipaz aktivitast.

fermentacio 72. Orajaban lehetett detektdlni a maximalis lipadz aktivitast. Ezen

megallapitast Suci és munkatéarsai (2018) altal végzett kisérlet is alatdmasztja.

e A pelletek szkrinelése soran is azt tapasztaltam, hogy Y. lipolytica esetén mar az elsd
napon, mig a Y yakushimensis torzzsel megvalésitott fermentdcidé sordn — a
napraforgoémag pellet kivételével - a 3. napon maximalis a lipaz aktivitds, majd ezt
kovetden az értékek csokkentek. Faria és munkatarsai (2014) altal végzett vizsgalat

alkalmaval is a fermentaci6 28. érajaban tapasztaltak a maximalis lipaz aktivitast.

crer

élesztd torzsek lipaz aktivitasa a 2 %-os olivaolaj és a 2 %-os napraforgo6olaj tartalmt
kozegben bizonyult a legjobbnak. Rajesh és munkatarsai (2010) a Trichoderma reesei
lipaz termelésének vizsgalata soran szintén a 2 % olivaolaj tartalmt kozeget talaltak a
legjobb szubsztratumnak. Salgado és munkatérsai (2020) a Magnusiomyce capitatus
alkalmazasa esetén. A kutatasuk soran a legmagasabb lipaz aktivitas a fermentacidjuk
végeén (120. ora) volt detektalhatd, hasonloan az altalam végzett kisérlethez, melynél a

168. 6raban volt mérhetd.

Javaslatok:

o AY yakushimensis és a Y. lipolytica élesztd lipaz termelése esetében is tovabb lehetne
vizsgalni a pelletek és az olajok szubsztratumként valo alkalmazasat a koncentracio

noveléssel.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az iparban elterjedten alkalmazott lipdz enzimek eldallitdsat fermenticids uton,
mikroorganizmusok segitségével végzik. Eleinte baktériumok €s fonalas gombak altal termelt
lipazokat alkalmaztak, viszont a tudomany elére haladtaval el6térbe kertiltek az ¢lesztégombak
is. A Yarrowia nemzetség tagjai koziil a Y. lipolytica az egyik leggyakrabban tanulmanyozott faj,
jelentds lipolitikus-, valamint proteolitikus aktivitassal rendelkezik. Szdmos iparagban hasznaljak
ezen tulajdonsidga végett. Az élelmiszeriparban példdul a sajtok érlelési idétartalmanak
lecsokkentése érdekében, illetve a fermentalt élelmiszerek érzékszervi tulajdonsagainak a
javitasara. A Y. yakushimensis egy kevésbé ismert faj, hiszen 2013-ban izolaltak, ezért nincs annyi
szakirodalom réla, ettdl fliggetleniil rejlik benne biotechnoldgiai potencial.

A kutatd munkdm soran a Y. lipolytica 854/4-es torzs és a Y. yakushimensis NCAIM
Y.02052 torzs lipaz enzim termeld képességét vizsgaltam meg kiilonbozd természetes eredetii
ndvényi olajok és pelletek alkalmazédsdval szubmerz fermentacié soran. Figyelemmel kdvettem a
lipaz aktivitds mellett a pH idobeni valtozasat, illetve az optikai denzitas alakuldsat, hogy
informaciot kapjak a torzsek szaporodasarol a kiilonb6zd kdzegekben.

A ndvényi eredetli olajok lipaz termelés indukél6 hatasat vizsgalva megallapitottam, hogy
a Y lipolytica-ndl az olivaolaj mindsiilt a legjobb induktornak, 0,58 U/l aktivitas értéket
detektaltam a 144. ordban. E szubsztratum mellett a napraforgdolajat tartalmaz6 tapkozeg lipaz
aktivitasa volt még kimagasld 0,54 U/, mely értek szintén a 144. o6raban volt mérheto.
Kiemelném a haszndlt olajon megvalositott lipaz termelést, mely olaj kedvezdbb
szubsztratumnak bizonyult a kokuszolajnal, a szélémagolajndl, a kukoricaolajnal és a
repceolajnal. A Y. lipolytica esetében a tapkozeg kémhatdsa a kezdeti semlegeshez kozelité pH
értekrol lecsokkent pH 4,2 — 5,2-re, mig az optikai denzitéas értékek terén ndvekedést figyeltem
meg.

A Y yakushimensis élesztdgomba esetében hasonléan, mint a Y. lipolytica-nél az olivaolaj
volt a legjobb szubsztratum, a maximalis lipaz aktivitas érték megkozelitdleg 0,7 U/l volt és a
fermentacio 168. 6rdjaban mértem, illetve ennél a térzsnél is a napraforgoolaj bizonyult a masodik
legjobb szubsztratumnak. A hasznalt olaj kevésbé hatékonynak mutatkozott az olivaolajnal, a
napraforgdolajndl, a szezdmmagolajnal és a didolajnal, ezzel szemben a tobbi olajnal jobb
induktornak mindsiilt. A fermentacio ideje alatt a kozel semleges pH savassa valtozott, a végso
pH értekek 4,9-5 kozott voltak, illetve az optikai denzitds soran mért értékeken novekedést

figyeltem meg.
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A pelletek koziil mindkét torzs esetében az aranylenmag alkalmazéséaval tapasztaltam a
legnagyobb lipaz aktivitast. A Y. lipolytica élesztd maximalis enzim aktivitds értéke
megkozelitdleg 0,28 U/l a 24. 6rdban, mig a Y. yakushimensis-nél 0,43 U/l volt a 72. 6raban. Mind
a két torzs esetében pH csokkenés tortént, azonban a mértéke eltér, mivel a Y. lipolytica élesztonél
a kozel 7-es pH értékrol 4,7 -5,9-re valtozott, mig a Y. yakushimensis esetében pH 5,0-5,1 értékre
redukalddott le. A Y. lipolytica szaporoddsanak nyomon kovetése soran mért adatok alapjan az
aranylenmag, a napraforgdbmag ¢és a mogyord pelletet tartalmaz6 mintdkban a 72. éraig zajlott
szaporodas ¢és nagyobb értékeket lehetett mérni, mint a kendermag és tokmag esetében. A Y.
vakushimensis ¢€lesztdgomba esetében folyamatos szaporodést figyeltem meg majdnem
mindegyik tapkozegnél megkozelitdleg a 150. oraig. A kendermag szubsztratumon tortént a
legkisebb szaporodas mind a két torzs esetében. A kendermag pelletes mintdban valosziniileg
azért novekedtek kevésbé az élesztd torzsek, mivel a kendermagnak kevesebb zsirsav tartalma
van, mint a tobbi olajpogicsanak.

A legigéretesebbnek bizonyult szubsztratumok -vagyis az olivaolaj, a napraforgoolaj, a
hasznalt étolajat és az aranylenmag pellet kiilonb6zé koncentracidban (0,5 %, 1 %, 2 %) vald
alkalmazésa soran megallapitottam, hogy mind a két vizsgalt torzs esetében az adott szubsztratum
2 %-o0s koncentracioban valo alkalmazasa volt a leghatékonyabb mind az enzimtermelés, mind a
szaporodds szempontjabol. Az olivaolaj bizonyult a legjobb induktornak, s a legkevésbé
hatékonynak az aranylenmag pellet. A Y. lipolytica élesztégomba esetén mért maximalis lipaz
aktivitas1,29 U/, a Y. yakushimensis torzsnél pedig 1,04 U/l volt a fermentécid 7. napjan. A pH
valtozas a két torzs esetében igen hasonldoan alakult mindegyik tapkdzegnél, az ido
eldérehaladtaval folyamatos csokkenés figyelhetd meg. A kezdeti semleges kozeli pH értékrol 4,5
—4,9-re csokkent le.

Eredményeim alapjan a vizsgalt szubsztratumok koziil az olivaolajjal és a napraforgdolajjal
érdemes tovabb foglalkozni. Azonban a hasznalt étolaj koncentracid 1%-rol 2%-ra vald
noveléssel, mar 20%-os aktivitds gyarapodas érhetd el, s bar az értékek elmaradnak az
olivaolajtél, optimalassal emelni lehetne az aktivitast. Emiatt véleményem szerint a hasznalt
olajjal is érdemes lenne tovabbi kutatasokat végezni. A jovOben egyre tobb ipardgban fogjak
alkalmazni a Yarrowia torzseket és a kiillonboz0 olajokat lipaz termelésre, illetve szerintem egyre
kozelebb keriiliink ahhoz a vilaghoz, ahol a hasznalt olajat biodizel gyartasdhoz hasznaljdk a

vallalatok.
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