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1. BEVEZETES

A Yarrowia lipolytica a Yarrowia nemzetség egyik legismertebb és legkutatottabb faja,
legfoképpen azért, mert képes fontos anyagcseretermékek termelésére ¢és azok nagy
mennyiségben torténd kivalasztasara, ami indokoltta teszi az iparban valo alkalmazisat és
tanulmanyozasat. Ezen ¢leszté nem patogén mikroba, amely szerepel a GRAS (altalanosan
biztonsagosnak mindsitett) listan is, igy ¢€lelmiszerekben vald alkalmazésa is biztonsagos.
Rendkiviil er6s lipolitikus és proteolitikus aktivitassal, valamint pigmenttermel6-képességgel
rendelkezik. Az élelmiszeripar mellett hasznositjak — élelmiszeripari és egyéb ipari célu —
citromsav termelésénél, a tisztitoszeriparban, az egészségiigy teriiletén, a gyogyszeriparban,
valamint a biolizemanyag gyartds szdmara is lehetdségeket rejt, tovabba a
kornyezetvédelemben is kiemelt szerepet tolthet be.

A lipdz enzim a szerin-hidroldz enzimek csoportjaba tartozik és a trigliceridek
hidrolizisét katalizalja glicerinné és szabad zsirsavakka az olajos-vizes fazis hatarfeliiletén.
Mindeniitt jelen vannak a természetben, szdmos ndvény, allat és mikroorganizmus képes
eléallitani. A lipaz nemcsak biotechnologiai szerepe, de bioldgiai jelentdsége miatt is ismert. A
novények esetében a lipaz enzimek kiillondsen a magok csirdzasaban, tovabba magéanak a
gylimolesnek az érési folyamataban is szerepet jatszanak. Emberi és allati szervezetekben az
emésztoérendszerben termelddnek, foként a nyalban, a gyomorban és a hasnyalmirigyben,
illetve az emésztésben is kulcsfontossagu funkciot latnak el. Az iparban leginkabb mikrobialis
lipazokat hasznalnak fel, mivel az adott mikroorganizmusok koénnyen tenyészthetok é&s
hasznalhatok. Eleinte baktériumok és fonalas gombak altal termelt lipazokat alkalmaztak,
viszont a tudomany elérehaladtaval a kutatdsok eléterébe keriiltek az élesztdgombak is. A
gombaknal a lipdz gyakran extracellularis formaban van jelen, de sejtfalkotott vagy
intracellularis el6fordulés is lehetséges. Az extracellularis térbe juttatott enzim feladata, hogy a
lipid szubsztratot lebontsa olyan kisebb molekuldkka, amelyeket a sejt mar fel tud venni a
kornyezetébdl, ezaltal hasznositani tudja azokat. Az intracellularis lipazok pedig az
extracellularis lipaz enzimekkel szemben a sejtekben tartaléktapanyagként felhalmozott
lipideket hidrolizaljak. A sejtfalhoz kotott lipazok elengedhetetlenek a sejtfelépitésben, és az
egyes lipidek, igy tobbek kozott a membranalkot6 lipid vegytiletek eldallitasaban.

A lipaz enzim mellett, a Yarrowia nemzetség pigmentek termelésére is alkalmazhato,
melyet szinezdanyagként szamos iparagban hasznositanak. A bioldgiai pigmentek minden é16
anyagban megtalalhatok, vonzd szineket biztositanak, és alapvetd szerepet jatszanak az

organizmusok fejlédésében. A mikroorganizmusok alkalmazasanak elényei k6z¢ tartozik, hogy



felszaporitasuk egyszerii, konnyt kinyerni, nem okoz problémat az idényszeriiség sem, tovabba
sok kiilonb6z6 szint pigmentet képesek eldallitani.

A Yarrowia élesztégombakkal 6sszefiliggd kutatasok az elmult években azok sokoldala
felhasznalasat tamasztottak ala. Dolgozatomban elsGsorban olyan Yarrowia fajok
biotechnologiai alkalmazhatosagat — kiilonds tekintettel lipaz és pigment termeld képességiikre
- terveztem feltarni, melyeket eddig kevésbé vizsgalt a szaktudomany. Meggydzddésem, hogy
a Y. lipolytica mellett a tobbi faj is hasznos lehet a kiilonféle ipari céli felhasznalas, illetve

tevékenységek szamara.



2. CELKITUZES

Az iparban a lipaz enzim termelésére leginkabb baktériumokat és penészgombakat,
kisebb mértékben pedig élesztdgombakat hasznalnak. Napjainkban azonban egyre tobb kutatas
eredménye enged arra kovetkeztetni, hogy az élesztégombak, koztiik a Yarrowia nemzetség
egyes torzsei, is jO lipaz és pigmenttermeldk, st akar még eredményesebbek is lehetnek a
megfeleld kornyezeti paraméterek, szubsztratumok optimalasaval és alkalmazasaval. A Y.
lipolytica mellett a nemzetség mas fajai esetén is az ipari célu felhasznalas lehetosége allhat
fenn.

A munkam soran célul tiiztem ki az élesztégombak altal termelt lipaz enzim, valamint
barna pigment fermentacidjanak optimalasat, melynek megvalositisara a Yarrowia
nemzetséget valasztottam.

Kisérleteim soran a kovetkezo részfeladatokat terveztem végrehajtani:
» Yarrowia torzsek szaporodasanak és lipaz aktivitasanak vizsgalata
» A lipaz enzim jelenlétének vizsgalata az extracellularis, illetve az intracellularis
frakcioban.
» A lipaz termelés fokozasara iranyuld kisérletek:

o kiilonb6z6 novényi olajok tobbek kozott az olivaolaj, valamint pelletek, mint
természetes szubsztratumok alkalmazésa

o Tween 80 és Triton X-100 feliiletaktiv anyagok hozzaadasanak vizsgélata

o A fermentaciot befolyasold kornyezeti paraméterek optimalasa (homérséklet,
pH optimum, inokulum mennyisége, valamint a leveg6ztetés mértéke)

» Yarrowia torzsek screenelése pigment termelésre
» A pigment termelés fokozasara iranyul6 kisérletek:

o A fermenticiét befolydsolo  kornyezeti paraméterek feltérképezése
(hémérséklet, pH optimum, inokulum mennyisége és kora, tovabba a
levegdztetés mértéke)
vizsgalata a legjobb pigment termeld torzs esetében

» A pigmentek stabilitdsanak felderitése kiilonbozé homérsékleti- és fényviszonyok
kozott:
= forralas sordn

» szobahomeérsékleten, illetve hiitott tarolas esetén,

= fénynek kitett és sotét koriilmeények kozott.



Kisérlet helye:

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

Laboratoriuméban végeztem el.



3. IRODALMI ATTEKINTES
3.1. Elesztégombak és ipari jelentéségiik

Az élesztégombak eukaridta, egysejtii, heterotrof él6lények, melyek lehetnek obligat
aerob szervezetek, mint a Yarrowia lipolytica, vagy fakultativ anaerobok, mint a Candida
albicans vagy a Saccharomyces cerevisiae (Deak et al., 2006). Bimbozas vagy hasadas utjan
szaporodnak és sporakat képeznek, amelyek nincsenek bezarva termétestbe. ElGszor
szexualitasuk (Ascomycotina vagy Basidiomycotina) vagy az életciklus szexualis fazisanak
hianya (Deuteromycotina) alapjan osztalyozzak Oket. Az alsobb taxondmiai alosztdlyokat
(csaladok, alcsaladok, nemzetségek, fajok és torzsek) morfologiai, fiziologiai €s genetikai
jellemz6ik hatarozzak meg, beleértve az ivaros szaporodast is (Azhar et al., 2017). Az
¢lesztéfajok diverzitasat bizonyos ,nichékben” a kiilonb6zé szénforrasok hasznositasi
képessége hatarozza meg, melyek az él6helyekre igen specifikusak. Az éleszt6k megtalalhatoak
szarazfoldi, vizi és 1égi kornyezetben is. A kiilonféle novények az élesztokdzosségek kedvelt
¢léhelyei. Igen jol alkalmazkodnak olyan szélsGséges kornyezetekhez, mint példaul a savas
kémhatasa kozeg, az alacsony hémérséklet vagy vizaktivitas (nagy cukor- vagy
sokoncentracio). A Y. lipolytica-t ugyanis izolaltak mar extrém so6s kornyezetbdl, példaul a
Holt-tengerb6l, az Utahban talalhaté Nagy-Sostobol, valamint a Dominikai Koztarsasagban
1év6é Enriquillo-tobol (Butinar et al., 2005; Azhar et al., 2017). A felfedezett élesztégombak
szama évrdl évre nd. 2005-ig tobb mint 2500 élesztéfajt publikaltak. Feltételezhetd, hogy az
¢lesztéfajoknak mindossze 1%-a ismert, ami azt jelenti, hogy a Foldon €16 élesztéfajok
Osszlétszama elérheti a 150 000-et (Barriga et al., 2011). A Yarrowia csoporton beliil 4j
felfedezés eredményeként a Yarrowia divulgata-t 2013-ban (Nagy et al., 2013), a Yarrowia
porcina-t és a Yarrowia bubula-t 2014-ben irtak le (Nagy et al., 2014), a Yarrowia parophoni-
t 2017-ben (Gouliamova et al., 2017), tovabba a Yarrowia brassicae-t 2018-ban (Liu et al.,
2018). Az elébbieket elsésorban kiilonbozé hismintakbol, mig az utobbi kettét hagyomanyos
kinai savanyt kaposztabdl, illetve rovarbol izolaltak.

Az ¢élesztdgombak meglehetdsen fontos szerepet jatszanak az iparban, elsdsorban az
¢lelmiszeriparban. Az élesztégombak az erjesztett termékek széles skaldjanak eldallitasaért
felelosek, kezdve a kiilonféle szubsztratumok felhasznalasaval készitett alkoholos italoktol, az
erjesztett tejtermékeken at, a gabonaalapt kelesztett termékeken keresztiil egészen az izesitokig
(Rai és Jeyaram, 2017). Egy résziik alkoholos erjesztést végez, amit az élelmiszeriparban
elészeretettel haszndlnak. Ennek soran a glikolizis utjan képzddott piroszéldsav acetaldehiddé

dekarboxilezddik, majd etil-alkoholla redukalodik. Az erjedés folyaman 1étrejott ugynevezett



masodlagos termékek a glicerin, diacetil és az etil-acetat az erjesztett italok aromdjanak
kialakitasaban birnak jelentdséggel. Aerob modon sokféle vegytiletet tudnak hasznositani, mint
az Osszetett szénhidratokat, valamint a szerves savakat, esetleg alkoholokat, tovabba egyes
fajok, mint példaul a Y. lipolytica még a szénhidrogéneket is képesek asszimilalni (Deék et al.,
2006).

Azonban meg kell emliteni, hogy szdmos eldnyiik mellett hatranyaik is vannak. A kéros
vagy éppen hasznos jellegiik torzs-, valamint élelmiszer fliggd, ahogy remek példa erre a
Saccharomyces cerevisiae, melyet a szesziparban eldszeretettel alkalmaznak a sorok, valamint
a borok erjesztésére, tehat ebben az esetben igen hasznosnak tekinthetd, ellenben a
gytimolcsleveknél romlast okozé fajként tartjak szamon. A husok és tejtermékek esetében a Y.
lipolytica gyakran okoz érzékszervi elvaltozast vagy romlast, mig a so6rok és borok esetében

mindez a Candida vini-nek rohato fel.

3.2. Yarrowia nemzetség és egyes fajainak jellemzése

A Yarrowia nemzetség a Saccharomycetes osztalyban, a Saccharomycetales rendben és
a Dipodascaceac csaladban helyezkedik el (Gouliamova et al.,, 2017), valamint a
Wickerhamiella testvércsoportja (Kurtzman et al., 2011). A Y. lipolytica-t tekintették a
Yarrowia nemzetség egyetlen fajanak t6bb mint 50 éven at, és csak mintegy 25 éve (amikor a
szekvenalas rutintechnikdvd valt a rendszertani vizsgalatokban) sikeriilt més fajokat is
azonositani (Heard és Fleet; 1999; Madzak, 2021). A Yarrowia csoport jelenleg ismert fajai az

1. abran lathatoak.

98 Yarrowia oslonensis

Yarrowia parophonii

Yarrowia keelungensis

Yarrowia fipolytica

Yarrowia yakushimensis
Yarrowia porcina

Yarrowia galli
Yarrowia deformans
Yarrowia divulgata
Yarrowia brassicae

Yarrowia hollandica

Yarrowia bubula

100 Yarrowia phangngensis
Yarrowia alimentaria

Candida hispaniensis
Candida incommunis
Candida bentonensis

0.050

1. abra: A Yarrowia csoport tagjai kozotti filogenetikai kapcsolatok a spacer régiok és a nagy
alegység rRNS gén D1/D2 doménjének 6sszekapcsolt szekvenciai alapjan (Péter et al., 2019).



A nemzetség tagjai kozott megkiilonboztetnek ivaros és ivartalan fajokat egyarant. Liu
€s munkatarsai 2018-as tanulmanya alapjan az ivaros fajokhoz tartozik a Y. parophonji, Y.
porcina, Y. deformens és a Y. lipolytica, s az ivartalanokhoz pedig a Y. alimentaria, Y.galli, Y.
bubula, Y. yakushimensis, valamint a nemzetség tovabbi tagjai.

Tagjai koziil a leggyakrabban vizsgalt faj a Y. lipolytica, melyet anyagcsere termékei
miatt sokoldaltan felhasznalnak kiilonféle iparagakban, kiilondsképpen az élelmiszeriparban.
A molekularis bioldgiai vizsgalatoknak koszonhetéen bebizonyosodott, hogy a Y. lipolytica-
nak vélt torzsek egy jelentds része valdjaban mas fajhoz tartozik. Feltételezhetéen a Y. lipolytica
eddig még nem, vagy kevésbé vizsgalt kozel rokon fajainak tagjai az ipar szamara szintén

kiemelked6 jelentdségliek lehetnek.

3.2.1. Yarrowia lipolytica

Van der Walt és von Arx 1980-ban javasolta a Yarrowia altalanos elnevezést egy uj
nemzetség elismeréseként, amelyet David Yarrow azonositott 1972-ben. A , lipolytica” fajnév
pedig ennek az élesztének a lipidek hidrolizisére valo képességébdl szarmazik (Nicaud, 2012).
A'Y. lipolytica teleomorf faj, tehat képes az ivaros szaporodasra, anamorf valtozata a Candida
lipolytica. A Y. lipolytica torzsek szénforrasként valdjaban kevés cukrot (foként gliikozt)
hasznéalnak fel, de nagyon hatékonyan bontjdk a hidrofob szubsztratokat, tehat ezen élesztd
torzseit altalaban hidrofob szubsztratumot tartalmazo kornyezetbdl izolaljak, példaul sajtbol
vagy kolbaszbol. Ugynevezett ,,0lajos élesztonek” tekintik, mivel képes nagy mennyiségii lipid
felhalmozasara. Figyelembe véve, hogy szigortan aerob mikrobardl van sz6, ezért tobbnyire a
felszini mikrofloraban azonositottak (Groenewald et al., 2014). Figyelemremélto proteolitikus
és lipolitikus aktivitassal rendelkezik (Spencer et al., 2002; Gongalves et al., 2014). A Y.
lipolytica nem patogén mikroba, amely szerepel a GRAS listan is, igy az élelmiszerekben valod
felhasznalasa is biztonsagos (Coelho et al., 2010). Spencer és munkatarsai (2002) szerint, ezen
mikroba maximalis szaporodasi hdmérséklete 32-34 °C, optimalis novekedési hdmérséklete
pedig 20-28°C kozott van. Bar az optimalis pH tartomany torzsenként eltér lehet, azonban a
legtobb torzsnek széles a pH tirése (pH 3,5-8,0), mig vannak, amelyek elviselik az ennél
savasabb (pH 2), illetve lugosabb (pH 9,7) kémhatasu kozeget is (Madzak, 2021).

Szamos anyagcsereterméket termel extracellularisan, példaul lipazt, proteazt (Lopez-
Trujillo et al.,, 2023), lipideket (Park és Ledesma-Amaro, 2023), eritritet, mannitot
(Tomaszewska et al., 2012), citromsavat (Cavallo et al., 2017) és pigmentet (Carreira et al.,
2001 a), melyek felhasznalhatok kiillonbozo iparagakban. Az anyageseretermékek kivalasztasa

¢s a mikroba ndvekedése erésen fiigg az oxigénellatottsagtol (Groenewald et al., 2014).
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Néhany, a nyilvanos ¢€lesztégytijteményekben 1€vo, biotechnologiai szempontbol hasznos és

figyelemre mélto Y. lipolytica torzset mutat be az 1. tablazat.

1. tablazat: Biotechnologiai jelentéségii vad tipust vagy genetikailag modositott Y. lipolytica

torzsek (Madzak, 2021 nyoman)

Torzs neve/ Eredete

Figyelemre mélto
tulajdonsagok

Felhasznalasi teriiletek

A-101/automoso szennyviz,
Lengyelorszag (nem
nyilvanosan hozzaférhetd)

erdteljes novekedés olajon,
magas citromsav termelés,
szekvenalt torzs

in situ talajbioremediacio,
citromsav termelés

ACA-DC 50109/
Gorogorszag

nagyon magas lipidtartalom
¢és termelékenység, robusztus
ndvekedés nyers glicerinen,
egyidejiileg magas lipid- és
citromsav hozam

szerves savak (foleg
citromsav) eldallitasa,
mérndki metabolikus
gazdaszervezet a
tovabbfejlesztett GM-
torzsek tervezésére

ACA-DC 5033/savas kovasz,
Gorogorszag

robusztus novekedés nyers
glicerinen, egyidejiileg nagy
lipid- és citromsav hozam

citromsav és poliol termelés

ATCC 20362/USA

robusztus novekedés, magas
lipidtartalom és
termelékenység

a kdolaj nyersolaj lebontésa,
mérndki metabolikus
gazdaszervezet a Dupont
GM PUFA-termeld
platformhoz

ATCC 48436/talaj, Japan

lipaz-aktivatorokat termel

lipaz enzimtermelés

H222/talaj, Németorszag

jobb fruktoz-asszimilacio,
nagy citromsav termelés,
szekvenalt torzs

szerves savtermelés,
mérnoki metabolikus
gazdaszervezet
tovabbfejlesztett GM
torzsek tervezése

NCIM 3589/tengerviz, India

biofilmképzés,
emulgealdszer-termelés

arany nanorészecskék
eléallitasa

W29/szennyviz, magas szintll fehérje szerves savak eldallitasa
Franciaorszag szekrécio, szekvenalt torzs

Po1f/W29-es  torzs  GM | képes szachardzon novekedni, | heterolog fehérje eléallitasa,
valtozata szekvenalt torzs mérndki metabolikus

gazdaszervezetnek szant
GM-torzsek tervezése
tobbféle alkalmazashoz
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3.2.2. Yarrowia divulgata

Nagy és munkatarsai (2013) munkajuk soran 5 0j Yarrowia divulgata f.a., sp. nov.
torzset izolaltak, allati eredetii mintdkbol. Az egyik Uj torzset egy Danidban 1évo
szalonnafeldolgozo lizembdl izolaltak, két torzset az USA-ban csirkemajbol, valamint egyet-
egyet csirkemellbdl, illetve daralt marhahusbol nyertek ki Magyarorszagon. E torzsek
fenotipusos tulajdonsagaikat tekintve megkiilonboztethetetlenek a Y. lipolytica és a Y.
deformans fajoktol. A D1/ D2, illetve az ITS régi6 szekvenciainak dsszehasonlitasa azt mutatta,
hogy a Yarrowia nemzetségbe tartoznak, viszont a Y. lipolytica és a Y. deformans fajokkal
szemben mutatott fenotipusos egyezés ellenére az izolalt torzsek 0j fajt alkotnak. Rakicka és
munkatarsai (2016) a Yarrowia nemzetség tizenkét fajat vizsgaltak kiilonbozé tapkozegben
eritrit és mannit eldallitasara tiszta glicerinbdl, gliikkozbol vagy fruktozbol. Megallapitottak,
hogy a Y. divulgata is igéretesnek bizonyult, mint cukoralkohol-termel6 torzs. A sejtek alakja
gombolyl, gombolyded vagy ellipszoid. Gombolyli vagy gombdlyded alak esetén 2,5-6 um
atmérdjliek, az ellipszoid sejtek 2,5-6,5 X 3,5-10 um méretiiek. A sejtek egyesével, parokban,
rovid ldancokban vagy kis csoportokat alkotva fordulnak eld. Harom napon at 25 °C-on inkubalt
5%-0s malatakivonat tartalmu taplevesben komplett vagy inkomplett felkiszo hartyat és
tiledéket képez, mig az agarra sz€lesztett tenyészet allaga vajszert, felszine a majdnem siméatol
a gyurtig valtozhat, lapos vagy enyhén kiemelkedd, krémszin{i, matt. A telep szegélye finoman
lebenyezett, esetleg fonalas. Mindez megallapithato a Yarrowia porcina és a Yarrowia bubula
esetében 1s. Hét napon at inkubalva 25 °C-on kukoricaliszt agaron valodi- és alhifat is képez.

Aszkosporat nem képez. Erjesztésre nem képes. (Nagy et al., 2013).

3.2.3. Yarrowia porcina

2014-ben keriilt leirasra a Y. porcina, melyet tropusi folyd iiledékébdl, illetve
sertéshtismintakbol izolaltak (Nagy et al., 2014). A vizsgalat soran a D1 / D2 és az ITS régiot
analizaltak, s eredményeképpen a két Gjonnan felfedezett fajt a Yarrowia nemzetségben
helyezték el. Az elsd 1j fajt reprezentald hét torzs koziil néhany képes ivarosan szaporodni, igy
ez a Yarrowia csoport harmadik ismert teleomorf faja, melyet Yarrowia porcina sp. nov. névvel
jeloltek. Ez az 1j éleszt6é faj a fenotipusos tulajdonsagai szerint megkiilonboztethetetlen a Y.,
lipolytica-tol, valamint néhany mas fajtol a nemzetségen beliil. JelentOs variabilitast figyeltek
meg a hét torzs D1 / D2 és az ITS régiok kozott. A D1 / D2, valamint az ITS régié 0-3
szubsztitlicidja tdmasztotta ald e hét torzsnek a kiilon fajba vald soroldsat. Aszexualis
szaporodasa multilateralis sarjadzassal megy végbe. A sejtek ellipszoidok, méretiik 1,0-5,0 X

2,5-14,0 um, egyesével, parokban, rovid lancokban vagy kis csoportokat alkotva fordulnak eld.
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Rovid alhifat és valodi hifat képez. A hdrom napos 25 °C-on inkubalt 5%-0s malatakivonat
agarra szélesztett tenyészet allaga vajszerli, krémszinti, felszine a simatdl vagy enyhén érdestol
a gyurtig ¢és fonalasig valtozhat, lapos vagy enyhén kiemelkedd, matt vagy enyhén fényld. A
telep szegélye ép vagy fonalas, esetleg enyhén lebenyes (Nagy et al., 2014).

3.2.4. Yarrowia bubula

A'Y. bubula leirasa szintén 2014-ben tortént meg, melyet marhahusmintakbol izolaltak.
Mindez a Y. porcina azonositasaval egy idében zajlott és a vizsgalat soran szintén a D1/ D2 és
az ITS régiot analizéltak. Ahogyan a fentiekben emlitettem, a tizenkét torzsbdl hét térzs egy
azon fajhoz tartozott, mig a masik 6t térzs esetében nem figyeltek meg aszkospora képzodést,
tehat nem képesek ivaros szaporodasra. Ennek ellenére az utdbbiakat is a Yarrowia
nemzetségbe, illetve egy azon fajba soroltak. Ennek az uj fajnak a Yarrowia bubula f.a., sp.
nov. nevet adtak. A torzsek hasonld makro- és mikromorfologiaval, fiziologiai jellemzdkkel
rendelkeznek. Nem képesek 30 °C-on szaporodni. Aszexualis szaporodasa multilateralis
sarjadzassal megy végbe. A sejtek ellipszoidok, méretiik 2,0-6,0 X 2,5-14,5 um, egyesével,
parokban, rovid lancokban vagy kis csoportokat alkotva fordulnak eld. Rovid alhifat és valodi

hifat képez (Nagy et al., 2014).

3.2.5. Yarrowia yakushimensis

Groenewald és Smith 2013-ban publikalta a Y. yakushimensis tudomanyos leirasat
Yarrowia yakushimensis f.a. (forma asexualis), comb. nov. néven egy masik Yarrowia
nemzetségbe tartozd fajjal egyiitt, a Y. lipolytica éleszté tanulmanyozasa soran. A
,yakushimensis” elnevezés az izolatumok eredetére, a Japanban 1év6 Yakushima szigetre utal.
Ezen éleszté anamorf, vagyis ivartalan alakja C. lipolytica-ként volt besorolva a Candida
nemzetségbe. A Candida (Y.) deformans-t elészor a C. (Y.) lipolytica kiilonféle valtozatanak
tekintettek, ezt kovetden szinonimaként hasznaltak a két elnevezést. Az rRNS-génszekvenciak
tanulmanyozasara iranyulo vizsgalatok azonban azt mutattak, hogy a C. (Y.) deformans egy
kilon faj. A Dél-Afrikabol szarmazé C. (Y.) deformans torzsekkel és a CBS
¢lesztégylijteményben jelen 1évo torzsekkel egyiitt torténd kutatas soran a Yarrowia nemzetség
uj teleomorf fajat fedezték fel, melyet Yarrowia deformans-ként azonositottak. A kutatas soran
Candida yakushimensis nom. inval, torzseket is tanulmanyoztak, hasonloképpen, mint a C. (Y.)
deformans-t. A kisérletek folyaman megallapitott eredmények alapjan nevezték at Yarrowia
yakushimensis-re. A Yarrowia nemzetség tagjaitol az kiilonbozteti meg, hogy 30 °C-on nem
tud novekedni. Ezen élesztdgomba 25 °C-on éleszté-malatakivonat taplevesben a harmadik

napon finom pelliciumot és iiledéket képez. Tobboldali bimbdzassal torténik az ivartalan
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szaporodasa. A sejtek el6fordulhatnak parokban, csoportokban vagy esetleg onalloan. Alakjuk
valtozo, a tojasdadtdl egészen a megnyult formaig lehet megfigyelni, illetve pszeudohifak

keletkezhetnek (Groenewald és Smith, 2013).

3.3. Alipaz enzim jellemzése

3.3.1. Szerkezete

A lipaz (triacilglicerin-hidroldz; EC 3.1.1.3) enzim a szerin-hidrolaz enzimek
csoportjaba tartozik. A lipazok szerkezeti jellemz6i alapjan az af-hidrolazok redds csaladjaba
tartoznak ¢€s konzervalt katalitikus tridddal rendelkeznek, amely szerin, hisztidin ¢és
aszparaginsav/glutaminsav aminosavakbol tevodik Ossze. Az enzim egy, ketté vagy tobb
hurokkal vagy hélixszel rendelkez6 feddket tartalmazhat. A kis hurok/hélix fedék a mono- és

diacilglicerin-lipazban fedezhet6k fel (Nascimento et al., 2022).

3.3.2. Hatasmechanizmusa

Ezek az enzimek kiilonb6z6 zsirok, illetve olajok hidrolizisét katalizaljak glicerinné és
szabad zsirsavakka az olajos-vizes fazis hatarfeliiletén. Ezt a folyamatot szemlélteti a 2. abra.
Az észter kotéseket bontjak, valamint hasitjak a vizben nem old6dé zsirsav-észtereket is,
ellentétben az ¢észterdzokkal. Miikddésiikhoz nincs sziikségiik kofaktorokra (Divakar és
Manohar, 2007; Lotti és Alberghina, 2007). A lipazok specifikus kinetikai tulajdonsagai a
katalitikus hely konformacioival hozhatok Osszefiiggésbe. Két konformaciobdl, egy nyitott,
aktiv és egy zart, inaktiv konformaciobol allhat. A nyitott, aktiv konformacioban a szubsztrat
hozza tud férni a katalitikus helyhez, ennek koszonhetéen termékképzodés zajlik le. Tovabbi
tulajdonsagai kozé sorolhatjuk, hogy valtozd reakcidsebességgel hatnak a kiilonbozo

szubsztratumokra (Nascimento et al., 2022).

CH,OCR
(!l) C|fH30H RCOOH
Lipaz
CHO(ﬁR + 3H,0 §=——= CHOH + RCOOH
O CH,OH RCOOH
(:Hzo(”tu
Triglicerid Viz Glicerin Zsirsav

2.4bra: Trigliceridek hidrolizise (Internet 1)
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3.3.3. Elofordulasa

A lipazok a kiilonboz6 €161ények szamara nélkiilozhetetlenek, ugyanis rendkiviil fontos
szerepiik van a lipid- és lipoprotein metabolizmusokban (Sharma et al., 2001), igy allatokban,
novényekben és mikroorganizmusokban egyarant megtalalhatok. A novények esetében a lipaz
enzimek kiillonosen a magok csirdzdsaban, illetve maganak a gylimolcsnek az érési
folyamataban jatszanak kozre (Eastmond, 2006).

Emberi és allati szervezetek esetén az emésztOrendszerben termelddnek, foként a
nyalban, a gyomorban és a hasnyalmirigyben. A lipazok a taplalékban 1évo trigliceridek
lebontasat végzik (Casas-Godoy et al., 2012). Az eukariotakban a lipazok a lipidanyagcsere
kiilonb6z6 szakaszaiban vesznek részt, ideértve a zsirok emésztését, felszivodasat,
helyreallitasat és a lipoprotein anyagcserét (Sharma et al., 2001).

A mikrobidlis lipadzok, a névényekbdl vagy allatokbol szarmazéd lipazokkal szemben
értékesebbek, mivel sokféle katalitikus aktivitasuk van, és genetikailag konnyebben
manipulalhatéak (Joshi és Kuila, 2018). Erre valo tekintettel napjainkban egyre inkabb a
mikroorganizmusok altal termelt enzimek felhasznéalasat részesitik elényben a kiilonbdzd
iparagak, jo stabilitasuk, egyszerii eldallitasuk és alacsony gyartasi koltségeik miatt (Joshi és
Kuila, 2018). A kereskedelmi forgalomban kaphato lipaz enzimek 88%-a mikrobialis eredetil,
8%-a allati és minddssze 4%-a ndvényi eredetli (Martinez-Martinez et al., 2017).

A mikrobidlis lipazok enzimatikus tulajdonsagaik és szubsztrat specifitasuk tekintetében
is igen valtozatosak, ami széleskorli alkalmazasi lehetdséget teremt (Ray, 2012). A gomba,
illetve a baktérium eredetli a lipaz enzimek gyakran extracelluldris formaban vannak jelen, de
eléfordulhatnak sejtfalhoz kototten, valamint intracellularisan. Kivald példa erre a Thermus
thermophilus, ugyanis ez a baktérium mind a harom forméaban képes az enzimet szintetizalni
(Deive et al.,, 2009). Az extracellularisan termel6dé enzimek nagy el6nye, hogy a
kinyerésiikhdz nincs sziikség a sejtek feltdrasara, ezaltal gyorsitva és egyszeriisitve a
hozzaférhetségiiket. A kozelmultban allapitottdk meg, hogy a mikrobidlis lipazok

crcr

kornyezetvédelmi célok teljesiiléséhez (Sarmah et al., 2018).

3.3.4. Optimalis miikodési paraméterek

A lipazok széles pH- és hémérséklettartomanyban aktivak. Altalaban semleges pH-

optimummal rendelkeznek, de a pH- és homérsékleti optimuma attol is fiigg, hogy milyen
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forrasbol szarmaznak, tovabba azok éldhelyétol. A lipazok homérsékleti optimuma 10 és 96 °C

kozott van, tovabba pH 4 és 11 kozotti széles tartomanyban stabilak (Patil et al., 2011).

3.3.5. Szubsztratspecifitas

A lipazokat osztalyozhatjuk eredetiik mellett specifitasuk szerint is (3. abra). Ez utobbi
alapjan harom nagy csoportba, a szubsztratspecifikusba, a regioszelektivbe és az
enantioszelektivbe lehet sorolni Oket (Sarmah et al., 2018), melyek az ipari alkalmazas
szempontjabol fontos jellemzok. Az enantioszelektiv lipazok képesek megkiilonboztetni az
enantiomereket a racém keverékben. A regioszelektivitds a triglicerid molekulaban 1évo
elsddleges és masodlagos észtercsoportok megkiilonboztetésének képessége, ami fontos
jellemz6é a strukturalt lipidek elGallitisa soran. A lipazok ezen tulajdonsaga kiemelt
jelentdséggel bir a gyogyszeripar és a vegyipar szamara. A regioszelektiv lipdzok tovabb
csoportosithatok szelektiv funkcionalitasuk alapjan (Sarmah et al., 2018; Chandler, 2001).

A szubsztratspecifikus lipazok hatékonyan alkalmazhatéak olyan reakciokban, ahol
szelektiven hatnak egy specifikus szubsztratumra, elésegitve a kivant termékszintézist. Ezt
igazolja a biodizel gyartasban és a nagy tisztasagu diacil-glicerinek eldallitasa soran torténd
lipdz hasznalat is. Altalanossagban elmondhato, hogy a szubsztratspecifikus lipazok altal
atalakithato anyagok kozé tartoznak a zsirsavak és az alkohol. A nem specifikus lipazok
osztalyaba tartozo lipdzok nagyon robusztusak és tobb szubsztriton is képesek hatni, ezt
bizonyitjak a Mucor (M.) meihei lipazok is, melyek a kozmetikai ipartol a biodizel gyartasig a
reakciok széles skalajat katalizaljak. Az 1,3-specifikus lipazok a C1 és C3 pozicidkban
katalizaljak a triglicerid hidrolizisét, ami zsirsavakat, 2-monoglicerideket és 1,3 vagy 2,3
diglicerideket eredményez. A zsirsavspecifikus lipdzok a C-9 kettds kotéssel rendelkezd hosszi
lancu zsirsavakat tartalmazo észtereket hidrolizaljak (Sarmah et al., 2018). Egy, a zsirsav-
specifikus lipazokrol szold tanulmanyban Song és munkatarsai (2008) altal vizsgalt lipazok
koziil az S3 Penicillium citrinum, MJ1 Aspergillus niger, MJ2 Aspergillus oryzae, YM Bacillus
coughing, S9 Geotrichum candidum és S11 Candida lipolytica lipazai mutattak a leger6sebb
specifitast a rovid ldncu észterekre, mig a tobbi lipaz pedig a kdzép- vagy hossza lancu és

elagazo észterekre jelzett erds szelektivitast.
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Szubsztrat- Nem specfikus
specifikus lipazok
Specifitas . : 1,3 specifikus
szerint Regioszelektiv lipazok
Zsirsav
Enantioszelektiv sp;c}ﬁkus
Lipazok lipazok
osztalyozasa
Novényi eredetit
Eredet szerint Allati eredetit
Bakterialis
lipazok
Mikrobialis
eredetl
Gomba lipazok

3. abra: Lipaz enzimek osztalyozasa (Sarmah et al., 2018 nyoman)

3.3.6. Eleszt6 eredetii lipazok

A GRAS statusszal rendelkez6 élesztéforrasokbdl szarmazé lipazokat is széles korben
hasznaljak, ideértve az élelmiszeripari alkalmazast is (Casas-Godoy et al., 2018). Nagyon
fontos lipazforrast jelentenek az élesztébdl szarmazd lipazok, mivel hivatkozott kedvezd
tulajdonsdgaik miatt szamos iparagban, példaul a vegyiparban, a gyogyszeriparban, a
biodizeliparban stb. keresettek. Az élesztok korében a lipazok elsédleges termel6i a Candida
antarctica, a Candida rugosa, a Candida utilis és a Saccharomyces fajok, amelyek koziil a C.
rugosa eredetliek a legfontosabb biokatalizatorok a kiilonb6zd tipusu reakciok katalizalasaban.
A lipaz masik fontos termel6 organizmusa a Candida lipolytica/ Yarrowia lipolytica, amely a
bio feliiletaktiv anyagok eldallitasaban is részt vesz (Sarmah et al., 2018). Az élesztdgombakrol
altalaban ismert, hogy alacsonyabb, pH 5,5-6,2 kémhatasi kozegben termelnek lipazt, ez
jellemz6 a C. rugosa fajra is. Kiemelendd, hogy a pH befolyasolja az éleszt6 altal kivalasztott
lipaz tipusat, a Geotrichum candidum a kdzeg pH-értékének valtoztatasakor kiilonbozo
specifitdsu lipazt termelt, az egyiket 6,0-os, a masikat 7,5-0s pH-értéknél. A mezofil
¢élesztégombak, mint a C. cylindracea, a G. candidum és a C. rugosa is 25-40°C homérsékleten
novekednek (Meghwanshi és Vashishtha, 2018). A 2. tdblazatban lathatd néhany élesztdgomba

altal termelt lipaz pH és hdmérséklet optimuma.
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2.tablazat: Néhany ¢€lesztégomba eredetli lipaz enzim pH, valamint homérséklet optimuma
(Vakhlu és Kour, 2006; Kiran et al., 2016)

, Homérséklet
Elesztégomba pH optimum _
optimum
Saccharomyces cerevisiae 4,0-10,0 55°C
Candida rugosa DMS 2031 7,8 35 -40°C
Trichosporonasteroides 5,0 50°C
Yarrowia lipolytica 8,2 37°C
Geotrichum candidum 56-7,0 40°C
Rhodotorula mucilaginosa 6,0 37°C

Az ¢élesztok elsdsorban extracellularis lipazt termelnek (3. tabldzat), melynek
eredményeképpen a kinyerésiik, illetve a feldolgozasuk egyszeriibb, emiatt az ipar elényben
részesiti az enzimforrasként torténd alkalmazasukat (Ulker és Karaoglu, 2012; Patel et al.,
2017).

3.tablazat: Néhany élesztogomba faj altal termelt lipdz enzim tipusanak a bemutatasa (Vakhlu
¢és Kour, 2006 nyoméan)

Elesztégomba Lipaz enzim tipusa
Yarrowia lipolytica extracellularis, sejtfalhoz kotott
Candida antarctica extracellularis

Yarrowia deformans CBS 2071 extracellularis

Candida rugosa/Cylindracea

ATCC 14380 extracellularis
DMS 2031 extracellularis
L 1754 extracellularis

Candida parapsilosis CBS 604 sejtfalhoz kotott
Trichosporoncutaneum extracellularis
Geotrichum sp. FO401B extracellularis

Annak ellenére, hogy az extracellularis enzim termelés bizonyitottan jellemzd az
¢lesztbgombakra, kutatasok folynak az intracellularis, illetve sejtfalhoz kotott enzim termelés
feltérképezésével kapcsolatban is. Nunes és munkatarsai (2014) szerint az intracellularis és a
sejtfalhoz kotott lipazok alkalmazéasa az ipari folyamatok esetében olyan eldnydkkel jarhat,

mint a tisztitasi koltségek csokkentése, megkonnyitve ezzel az enzim hasznalatat.
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3.4. Lipaz enzimtermelés fokozasa

A termelt lipdz mennyisége szamos kornyezeti tényez6tdl fiigg, ezek kozé tartozik a
hémérséklet, a pH, a nitrogén-, szén- és lipidforras, a kevertetés, illetve az oldott oxigén
koncentracioja. A lipaz termelés fokozasanak lehetdségei kozé tartozik a fermentacios
technologia optimalasa, melyhez elsésorban a kornyezeti paraméterek optimalizalasat
sziikséges elvégezni. A lipaz termelés fokozasara bizonyos induktorok jelentds hatassal birnak,
tobbek kozt a lipidek, a trigliceridek, a szabad zsirsavak, a hidrolizalhat6 észterek, az epesok és
a glicerin is (Ghosh et al., 1996; Treichel et al., 2010). Szamos kutatd végzett kisérletet arra
vonatkozoan, hogy a Tween 80, a Triton X-100, a kiilonb6z6 novényi olajok, valamint az
olajpogacsak is, mint természetes szubsztratumok is alkalmazhatok a lipaz termelképesség
fokozasara (Dominguez et al., 2003; Darvishi et al., 2009; Salihu et al., 2012). Az olajok 6
OsszetevOje a zsirsav, mely egy hossza alifas szénhidrogénlancbol all, és az egyik végén
karboxilcsoport talalhatd. El6fordulnak koztiikk esszencialis zsirsavak is, ezek koziil
legfontosabbak a linolsav és linolénsav (Zhou et al., 2020). Szamos kutatast végeztek a ndvényi
olajokban talalhato olajsav hatasanak vizsgalataval is a mikrobialis lipaz termelésre. 1993-ban
Obradors ¢és munkatéarsai a C. rugosa ¢élesztd lipdz termelésének fokozasat mutattdk ki e
komponens hatasara. Késébb Fickers ¢és munkatarsai (2004) kiilonb6z6 szén- és
nitrogénforrasok, koztiik az olajsav esetében is vizsgaltak a Y. lipolytica élesztégomba lipaz
termelését, S nagyobb olajsav koncentracio mellett megnovekedett lipaz termelést mutattak ki:
0,5 %-os olajsav tartalomnal 4,5 U/ml 3%-o0s koncentracional pedig 8 U/ml enzimaktivitat
mértek. Az olajpogéacsa, avagy pellet a ndvényi részekbdl torténd olajkivonas utan keletkezd
melléktermék, melynek a fehérje mellett nagy a rost- és az energiatartalma is (Anand et al.,
2022). Kumar és munkatarsai (2012) tizenkét kiilonb6z6 eredetii olajpogacsat alkalmaztak lipaz
termel$ baktériumok izolalasara, majd vizsgaltak a lipolitikus aktivitasukat. Kisérleteikkel
alatamasztottak, hogy az olajpogacsak, mint természetes szubsztratumok alkalmasak lehetnek
lipaz termeltetésre, s a legjobb termel6 a Staphylococcus sp. volt.

A feliiletaktiv anyagok koziil a nemionos polietoxilalt szorbitan (Tween) és a
polioxietilén-oktilfenol (Triton) az egyik legszélesebb korben - szénforrasként vagy katalitikus
reakciok induktoraként - hasznalt vegyiiletek (Gutiérrez-Arnillas et al., 2017). A tapkozeg
oliva- vagy kukoricaolaj kiegészitése mellett Tween 80 hozzaadasaval novelni lehetett a Y.
lipolytica 681 extracellularis lipaz aktivitasat (Corzo és Revah, 1999), s hasonlé eredményre
jutottak Dominguez és munkatarsai (2003) a Y. lipolytica CECT 1240 esetén. Kisérleteik soran
mind a Tween 80, mind a Triton X-100 fokozta a lipaz termelést az olivaolaj, valamint a

napraforgoolaj mellett.
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A fermentacios technologia optimaldsan tal, a rekombinans DNS technika is hatasosan
novelheti az extracellularis lipaztermelést (Darvishi et al, 2011). Etil-metanszulfonatos (EMS)
¢és ultraibolya (UV) fény kezelésekkel hoztak létre a Y. lipolytica DSM3286 mutansait.
Heterolog expresszio segitségével is elésegithetd egy vagy tobb specifikus lipaz nagymértéki
ipari termelése (Yao et al., 2021). A heteroldog expresszios rendszerek elénye, hogy nem
igényelnek lipideket ¢és mas induktorokat a bioszintézis eldsegitéséhez, ennek
kovetkezményeként a fermentacids folyamat egyszeriibben megvaldsithatd. A rekombinans
lipaz elballitasara egyre szélesebb korben alkalmaznak mikrobialis alapi expresszios
rendszereket (Yao et al., 2021).

3.5. A lipaz enzim ipari felhasznalasa

A lipaz enzim ipari célu felhasznalasa az elmult években dinamikusan béviilt, s féleg a
mikrobialis eredetli enzimeket részesitik elényben (dos Santos et al., 2022; Ali et al., 2023).
Bizonyitott, hogy a Y. lipolytica biotechnologiai felhasznalasa igéretes jovobeni perspektivaval
rendelkezik, ugyanis szamos alkalmazasi teriileten jelentésen nétt a felhasznalasa, melyet a 4.
abra hivatott bemutatni. Ipari alkalmazast tekintve az élelmiszeriparban a citromsav és a y-
dekalakton vagyis az Oszibarack aroma eldallitisaban, valamint a kiilonboz6 élelmiszerek -
sajtok, kolbaszok- érlelésében van nagyobb szerepe. A Y. lipolytica éleszté kornyezetvédelmi
jelentésége is novekszik, tekintve, hogy kivald kornyezeti elényokkel jar az alkalmazasa, -
széles pH és hdmérséklet tartoméanyban alkalmazhat6 -, igy az ipari hulladékok kezelésében, a
kiilonféle ipari tevékenységekbdl szarmazo szennyezések okozta kockazatok csokkentésében
is szerepet kap. Ezek mellett a gydgyaszatban vald alkalmazasa is egyre elterjedtebb. Fo

felhasznalasi teriiletei kozé tartozik a bioenergia eléallitas is (da Silva et al., 2023).
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4. abra: Y. lipolytica eredetii lipazok f6bb alkalmazasi teriiletei (da Silva et al., 2023 nyoman)

3.5.1. Elelmiszeripar

A lipazok a modern élelmiszeripar szerves részévé valtak, leggyakrabban
tejtermékekben, pékarukban, sor eldallitdsa soran és husfeldolgozasban hasznéljak a mindség
és a hozam novelése céljabol. Ezenfeliil bizonyos termékek aroma komponenseinek a
kialakitasara, valamint olajok és zsirok eltavolitasara is alkalmasak, tovabba
¢élelmezéstudomanyokban és bioszenzorokként is alkalmazhatoak (Pohanka, 2019; Negi, 2019).
A tejipari alkalmazasa a sajtok, tejszin és mas tejtermékek izének kialakitasa, illetve javitasa
érdekében torténik. A jellegzetes iz a tejzsir hidrolizise soran a szabad zsirbol keletkezd
zsirsavak eredménye. Emellett ezek a zsirbontd enzimek a sajt érlelésének felgyorsitasdhoz is
hozzajarulnak. A lipazokat a vajban és a margarinban izfokozoként is alkalmazzak (Raveendran
etal., 2018; Sarmah et al., 2018; Sindhu et al., 2021). Az enzimet human tejzsirpotlok €s olyan
zsirok eldallitasara is felhasznaljak, amelyeknek hasonld az 6sszetételiik, mint a kakaovajnak,
emiatt a kakadvaj helyettesitésére is hasznalhatoak (Negi, 2019).

A lipazokat a felesleges zsirok eltdvolitasara alkalmazzak a hus- és a halfeldolgozo
iparban a sovanyabb hus elérése végett (Salgado et al., 2022). A kolbasz fermentacidja soran a

lipaz enzimes kezelés novelte a szabad zsirsavtartalmat, tovabba fokozta a termék érzékszervi
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jellemzoit (Chen et al., 2017). A siitéiparban eldszeretettel hasznalnak zsirbontd enzimeket az
érzékszervi tulajdonsagok, valamint a pékaruk allaganak és szerkezetének javitasa céljabol, az
emulgeald hatas fokozasara (Casas-Godoy et al., 2018). A kenyértésztaba keriilé lipaz a
triglicerideket digliceridekké, monogliceridekké ¢és zsirsavakka hidrolizalja. A hidrolizis
hatasara novekszik a kenyér puhasaga, mérete €s az eltarthatdosaga, mig mas enzimekkel valo
alkalmazassal javithatd a kenyér textiraja és a pékaru mindsége. Edességekben a lipazt
adalékanyagként emulgeal6 lipidek eldallitasara hasznaljak. A csokoladéiparban fokozzék vele
a karamell, a tejcsokoladé, a vajkrém, tovabba az édes izérzetet is (Negi, 2019). A lipazokat a
teaiparban is hasznaljak a tea lipid Osszetételének csokkentésére és a tobbszordsen telitetlen
gyartasban is alkalmazzak, mégpedig a sorf6zésnél a sajatos aroma jelleg kialakitdsa végett
(Negi, 2019). Bioszenzorként a lipidtartalom kozvetett mérésére alkalmazhato, a trigliceridb6l
felszabadulo glicerin mennyiségi meghatarozasaval. A lipazokat gliikoz-oxiddzzal kombinalva
pH/oxigén elektrodakra lehet rogziteni, ezek lipid-bioszenzorként miikddnek, s triglicerid- és
vérkoleszterin-meghatarozasokban hasznalhatok (Raveendran et al., 2018; Sarmah et al, 2018;
Pohanka, 2019).

3.5.2. Kornyezetvédelem

Manapsag egyre nagyobb hangsulyt fektetnek mind a vallalatok, mind az egyes
orszagok korményai a kornyezetvédelemre. A nagy mennyiségben termelddd hasznalt siitdolaj
lebontasaban kaphat szerepet a Y. lipolytica CECT 1240 torzs, mely esetében a kémiai oxigén
igény 90%-os csokkenését figyelték meg (Dominguez et al., 2010). Kisérletek soran az
ismegallapitast nyert, hogy ezen éleszté lipaz enzimének a talajviz tisztitasaban is fontos
szerepe lehet. A Y. lipolytica élesztégomba ugyanis képes a nitrogénvegyiileteket, akar a
trinitrotoluolt (TNT) lebontani, mely vegyiiletek elsdsorban olajfinomitok és fegyvergyarak
kozelében szivaroghatnak a talajvizbe. Az élesztd laboratoriumi koriilmények kozott a
egészségkarositdo hatasara a maj, az emésztOrendszer és a latas tekintetében — Kifejezetten
kecsegtetd alkalmazasi lehetOséget nytjthat a jovére nézve (Khilyas et al., 2013). A talajviz
tisztitadsa mellett a szennyviz kezelésében, a kiilonb6z6 maradvanyok eltdvolitdsaban is segithet
az enzim alkalmazisa. A szennyviz bioldgiai kezelése soran a lipdz termeld baktériumok
tenyésztése €s a szennyvizbe valo bejuttatasa segitségiil szolgal az élelmiszerhulladé€k, a tejipari
hulladék, a gyapjubdl szarmazod zsir, a tragya ¢és az olajsajtold ilizemek szennyvizének
kezelésében. A szennyviztisztitd telepeken a zsirok enzimatikus kezelésével akar 90%-ban

hidrolizalhato a foként triglicerideket tartalmazo iszap. A lipdz enzimet élelmiszer-
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feldolgozasbol, textil-, papir-, bor- és autogyartasbol szarmazo ipari szennyviz kezelésére is

hasznaljak (Sarmah et al., 2018; Filho et al., 2019).

3.5.3. Egészségmegorzés és gyogyszergyartas

A gyogyszeripari, illetve az egészségiigyi szektor szamara is komoly lehetOséget
tartogat a lipazok ipari célu felhasznaldsa. Az elmult években elsOsorban a diagnosztikai
eszk0zok tervezése, illetve gyartasa soran hasznaltak fel az azon ismereteket, hogy az enzim
kimutathat6 jelenléte, illetve emelkedd szintje korrelaciot mutat bizonyos fertézésekkel, illetve
megbetegedésekkel. fgy a vér magas lipaz szintje adott esetben utalhat a hasnyalmirigy
miikodési zavarara, vagy sériilésére (Yao et al., 2021). A Y. lipolytica alkalmas kiilonféle
terapias és ipari fehérjék, illetve enzimek termelésére is, igy a Lip2 nevezeti lipdz enzimét az
exokrin hasnyalmirigy-elégtelenség gyogyitasara hasznalhatjak terapias szerként (Turki et al.,
2010).

A'Y. lipolytica-nak fontos szerepe lehet az egészség megbrzésében is azaltal, hogy az
elhizas csokkentését segitheti eld. Ezek az enzimek a zsirok emulgealasara valo képességiik
miatt felhasznalhatok emésztési zavarok esetén, igy mdas enzimekkel, mint példaul a
protedzokkal egyiitt segithetik az emésztést. Az €lesztd anyagceseréjének alaposabb ismerete €s
a hatékonyabb genetikai eszk6zok kifejlesztése 0j perspektivakat kinal ahhoz, hogy mint
modellszervezetet alkalmazzak a zsirok felvételénél, tarolasanal, lerakodasanal,
mobilizaldsanal, a tarolasdhoz kapcsolodd lipidmetabolizmus mechanizmusainak
tanulmanyozasanal és a szabalyozasnal. A lipdzok tovabbi felhasznélasi teriiletei kozé
tartozhatnak a daganatos és a gyulladasos betegségek, tovabba az elhizas és a cukorbetegség
kezelése (Beopoulos et al., 2009; Pérez et al., 2019).

3.5.4. Textilipar

A lipaz felhasznalasa a textiliparban akkor indult jelentds novekedésnek, amikor
felismerték, hogy alkalmazasaval nagymértékben lehet javitani a szovetek festési eljarasanak
hatékonysagan. A lipaz ugyanis a gyartas soran csokkenti a szovetekben maradt kendanyagok
szintjét, ezzel az anyag nedvszivd képessége a festés eldtt nagymértékben javul. Szintén
alkalmazzak még a farmer-, illetve pamutszovetek eldallitasanal is, ahol az anyagok
ugynevezett irtelenitési eljarasaban jatszanak fontos szerepet (Hasan et al., 2006; Choudhury
¢s Bhunia, 2015).
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3.5.5. Mosészer-gyartas

A lipazok a moso- ¢és tisztitoszerek Osszetételében kulcsfontossagti funkcionalis
vegyliletet alkotnak, és az Osszes eldallitott lipaz mintegy 32%-at hasznaljak ezen a teriileten.
A lipazok a zsiros, olajos szennyezddések bontdsaban és eltavolitdsaban mutatnak rendkiviili
hatékonysagot. Kiemelendd eldnyiik a kémiai mosodszerekkel szemben, hogy a mosas soran
nem keletkeznek a szennyvizben olyan kezelendé melléktermékek, melyek a kornyezetre
terhel6 hatast gyakorolnak. Tovabbi elénylik, hogy magasabb hémérsékleten és lugos pH-n is
aktivak és stabilak, tovabba a mososzerben jelenlévd protedazokkal ¢€s mas feliiletaktiv

anyagokkal szemben toleransak (Hasan et al., 2006; Sarmah et al., 2018).

3.5.6. Kozmetikai ipar

A lipazokat, koztiik a Y. lipolytica lipazait, széles korben alkalmazzak a kozmetikai és
parflimiparban. Szamos feliiletaktiv anyag, aromavegyiilet, illatanyag el6allitasara, emellett a
testapolokban lagyitoszerként hasznaljak éket (Sarmah et al., 2018; Casas-Godoy et al., 2018).
A lavandulol az illdolajok alkotorésze, és fontos adalékanyag a parfiim- és kozmetikai
termékekben. A lavandulil-acetat felbontasat a megfelel6 (R)- és (S)-lavandulolraay. lipolytica
NCIM 3639-bdl izolalt extracellularis lipazok felhasznalasaval végezték. Megfigyelték, hogy a
Y. lipolytica NCIM 3639-b6l szarmazo extracellularis 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 megfelel6 (S) enantiomer (Brigida et
al., 2014).

3.5.7. Papiripar

Evente nagymértékben keriil feldolgozasra a lignocelluléz tartalmii biomassza a
celluloz- és papiriparban. A gyartas soran gyakran €szlelhetd gyanta komoly problémat okoz,
mivel enyvszerli lerakodast hoz létre a gépekben és a kész papirokon foltot hagy. Lipaz
hozzaadéasaval a papirban 1évé szennyezd gyantdk és olajok eltavolithatok, s a gyantaban
jelenlévd trigliceridek kortilbeliil 90%-a lipdz enzim hatéséra glicerinné, monogliceridekké és
zsirsavakka hidrolizalédik. Ez a biokatalizator noveli a pépesedési sebességet, valamint

fokozza a kész papir fehérségét és szilardsagat (Almeida et al., 2018; Yao et al., 2021).
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3.5.8. Energiaipar

A novényi olajokbol elballithatd biodizel fejlesztése, kutatasa az olaj- és energetikai
szektor szdmara nagy lehetdséget rejt. A biodizel kiindulasi anyaga a biomassza, mely zsirokbol
¢s novényi olajokbdl tevédik Ossze ¢és a kiilonbozdé olajok/zsirok alkohollal torténd
atészterezésével allitjak eld. Szamos elénye van az enzimatikus atészterezésnek a kémiai
atészterezéssel szemben, mint példaul a mellékterméknek szamit6 glicerin tisztitott formaban
valo konnyl visszanyerése, a minimalis hulladéktermelés, illetve a kisebb energia-felhasznalas
szervezet biolizemanyagok, olajkémiai anyagok ¢€s a dizelszeri tlizel6anyagok eldéallitasdhoz.
Az elmult években szamos olyan fejlesztést alkalmaztak az olajos élesztok tekintetében,
mellyel fokozhato a lipidek, szabad zsirsavak, zsirsav alapt vegyi anyagok (pl. zsiralkoholok)
zsirsav-etil-észterek és alkanok termelése. E stratégiadk kozé tartozik a lipogén utvonal
fluxusanak és a bioszintetikus prekurzoroknak a ndvelése €s a lebomlasi utvonalak blokkolasa
(Adrio, 2017). A Massachusetts-i Technologiai Intézet (MIT) kutatoi a névényi alapanyagbol
torténd biolizemanyag gyartasban egy genetikailag modositott Y. lipolytica éleszt6torzs
segitségével mintegy 30 szazalékkal nagyobb hatékonysaggal alakitottdk at a novények
cukortartalmat lipidekké. Ez a megoldas jelent6sen csokkenti a biodizel eldallitas koltségeit,

ezaltal fokozza versenyképességét az asvanyi tizemanyagokkal szemben (Trafton, 2017).

3.6. Biologiai pigmentek eredete

A szinezekek két nagy csoportra, szintetikus €s természetes szinezékekre oszthatok. Sen
¢s munkatarsai szerint (2019) a szintetikus szinezékek Osszefiiggésbe hozhatok olyan
hatdsokkal, mint gyermekeknél a hiperaktivitas megjelenése, allergiads reakciok, tovabba
rakkeltd hatastiak is lehetnek, ezért sok mesterséges szinezéket mar betiltottak. Az emlitetteken
tul ezen szinezdanyagok prekurzorai karos hatdsokkal birnak az tizemi dolgozokra, a folyamat
soran keletkez6 hulladék pedig a kornyezetre nézve is veszélyes (Kumar et al., 2015). E
szempontokat figyelembe véve a gyartok szamara fokozottan javasolt a természetes
megoldasok alkalmazasa a szinezékek tekintetében is. Szamos elénnyel rendelkeznek, mivel
nem okoznak allergias reakcidt, nem toxikusak, nem karcinogének, tovabba bioldgiailag
lebonthatéak. Mindemellett az egészségiinket is jotékonyan befolyasoljak, hiszen antioxidans
hatéssal birnak, illetve provitaminok is lehetnek (Sen et al., 2019).

A bioldgiai pigmentek, mas néven egyszertien pigmentek vagy biokromok, minden ¢l
anyagban megtalalhatok, vonzd szineket biztositanak, €és alapvetd szerepet jatszanak az
organizmusok fejlédésében (Encyclopeedia Britannica, Delgado-Vargas et al., 2010). A

természetes szinezékek szarmazhatnak novényekbdl (pl.: kiilonféle zoldségek gydkereibdl,
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szamos gyumolcsbol), allatokbol (pl.: rovarokbol), algakbol és mikroorganizmusok is
termelhetik (Joshi et al., 2003; Parmar és Phutela, 2015). Egyes fajokban a pigmentek nagyon

hosszu ideig halmozodnak fel az egyén élettartama alatt (Lackmann et al., 2019).

3.6.1. Mikrobialis pigmentek

A kiilonféle mikrobdk pl.: élesztok, penészgombak, baktériumok, mikroalgak szamos
pigmentet termelnek, melyek koziil jelentdsek a Monascus, Rhodotorula, Bacillus, Yarrowia és
Phaffia eredetiick (4. tablazat). Ide sorolhatok tobbek kozt az ankaflavin, a monascorubramin,
a rubropunctatin, az asztaxantin, a torularhodin, és a melanin.

4.tablazat: Fontosabb pigment termelé mikroorganizmusok (Malik et al., 2012; Panesar et al.,
2015; Sen et al., 2019; Hatha et al., 2023)

Mikroorganizmus

| Pigmentek/Vegyiilet |

Szin

Baktériumok

Agrobacterium aurantiacum

Asztaxantin

Ro6zsaszin- Piros

Brevibacterium sp

Kantaxantin

Narancs-piros

Flavobacterium sp Zeaxantin Sarga
Bacillus thuringiensis H-14 Melanin Sotétbarna
Staphylococcus aureus Sztafiloxantin Arany sarga
Zeaxantin
Pseudomonas aeruginosa Piocianin Kék-zold
Ashbya gossypii Riboflavin Sarga
Serratia sp Prodigiosin Piros
Janthinobacterium lividum Violacein Lila
Penészek

Penicillium oxalicum Antrakinon Piros
Monascus sp. Ankaflavin Séarga

Monascus sp.

Monascorubramin
Rubropunctatin

Piros-Narancssarga

Aspergillus sp.

Narancssarga-Piros

Mucor circinelloides B-karotin Séarga-Narancssarga
Fusarium sporotrichioides Likopin Piros
Eleszt6k

Phaffia rhodozyma

Asztaxantin

Ro6zsaszin-Piros

Rhodotorula sp.

Torularhodin

Narancssarga-Piros

Yarrowia lipolytica Barna
Mikroalgak

Haematococcus pluvialis Asztaxantin Rozsaszin-Piros

Dunaliella salina f-karotin Sarga-Narancssarga

Chlorella sp. Lutein Sarga
Cianobaktériumok

Scytonema sp. Scytonemin Voros-barna

Phormidium sp. Fikoeritrin Piros

Arthrospira (Spirulina) plantesis Fikocianin Kék

Pyrophyridium sp.
Lyngbya sp.
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Az idedlis pigmenttermeld mikroorganizmusoknak toleransnak kell lenniiik a sz¢élsGséges
pH-val, a magas homérséklettel és az asvanyi anyagokkal kapcsolatban, és megfeleld
szinhozamot kell biztositaniuk. A masik lényeges szempont, hogy a mikrobdk ne legyenek
talzottan érzékenyek, igy ne csak sziikk pH- ¢és homérséklet-tartomanyon beliil tudjanak
termelni. Kiemelt, hogy legyenek toleransak kiilonb6z6é &svanyi anyagokra, sokra, illetve
legyen béséges a termelt pigment mennyisége (Kumar et al., 2015; Nigam és Luke, 2016). Ezek
a paraméterek erdsen fliggenek a mikroba fajatodl, igy altaldnos érvényli szabalyok nem
azonosithatéak, a kutatoknak kell tehat felmérni a felhasznalni kivant mikroorganizmus
alkalmazhatdsaganak eldnyeit és hatranyait.

Az alkalmazott mikroorganizmusok nem lehetnek sem patogének, sem toxikusak,
tovabba elonyos, ha sokféle szén- és nitrogénforrast tudnak hasznositani. Utobbi a
gazdasagossagot tekintve kiemelt fontossaggal bir, hiszen a melléktermékek felhasznalasaval
csokkenthetd a pigment termelési folyamat koltsége. Az egyes mikroorganizmusok pigment
termelése nagymértékben fligg az alkalmazott szén- és nitrogénforrastol (Kumar et al., 2015).
Példaul a Monascus fajok esetében az ammoOnium-klorid bizonyult a leghatékonyabbnak,

Aspergillus torzsek esetében pedig az ammonium-foszfat.

3.7. Természetben el6fordulo pigmentek jellemzése
3.7.1. Karotinoidok

A karotinoidok, tobbszorosen telitetlen, zsirbanoldodé természetes pigmentek. Ezek a
pigmentek feleldsek a kiilonféle gytimolesok €s zoldségek €lénk szineiért-, valamint algakban
¢és fotoszintetizald baktériumokban is jelen vannak. A nem fotoszintetizalo baktériumokban,
¢élesztokben és gombakban is megtalalhatoak, s védik ezeket a szervezeteket a fény és az oxigén
altal okozott kéaros hatasoktol. Tobb tucat karotinoid van az élelmiszereinkben, melyek
tobbsége antioxidans aktivitassal rendelkezik. 1930-ban Karrer és Kuhn irta le a likopin, f-
karotin, a-karotin, zeaxantin és lutein molekularis Osszetételét (Ribeiro et al., 2011). Globalis
piaci kutatasok szerint 2016-2024 kozott a karotinoidok potencialis piaci részesedési aranya az
¢lelmiszerek esetén 26,1%, italokndl 9,2%, gyodgyszeripari terlileten 6,5%, kozmetikumok

esetén 34,8%, takarmanyoknal és étrend-kiegészit6knél 23,5%-ot érhet el (Venil et al., 2020).

3.7.1.1 Karotin
A karotint elészor Wackenroder izolalta 1831-ben sargarépabol rubinvords kristaly
formajaban, extrakcio6 utjan (IARC, 1998). A vildgon forgalomba hozott B-karotin nagy részét

kémiai szintézissel nyerik [-iononbdl. Alternativ megoldasként a B-karotin eldéllitasa
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biotechnologiai alapon is torténhet, fonalas gombak, baktériumok, mikroalgak, valamint

¢élesztOk felhasznalasaval (Pavia és Russel, 1999, Ribeiro et al., 2011, Zoz et al., 2014).

3.7.1.2 Asztaxantin

Az asztaxantin egy lazacfélékben és rakokban megtalalhato, jellegzetes rozsaszin szint
biztositdo karotinoid. Emellett élesztok, mikroalgak és baktériumok is képesek szintetizalni.
Jelenleg e pigment a piac 6 hajtoereje, Haematococcus pluvialis mikroalga felhasznalasaval
kereskedelmi forgalomban is kaphatdo Az asztaxantin kulcsszerepet jatszik a reproduktiv
folyamatok kozvetitésében. Ezenkiviil szokatlan antioxidans aktivitassal rendelkezik, ami a
kapszulazott termék piacdnak fellendiilését okozta. Az asztaxantin fogyasztassal
Osszefiiggésben vannak olyan egészségiigyi elénydk is, mint példaul a sziv-érrendszeri
betegségek megelézése, az immunrendszer fellenditése, a Helicobacter pylori elleni
bioaktivitas és a sziirkehdlyog megeldzése. Az asztaxantin egészségiigyi elényeivel kapcsolatos
kutatasok nagyon frissek, és foként in vitro vagy human preklinikai vizsgalatokon alapul
(Higuera-Ciapara et al., 2007; Sen et al., 2019).

3.7.1.3 Zeaxantin

A zeaxantin a sarga kukorica f6 pigmentje, a neve is innen szarmazik. 40 szénatombol
allo, sarga szini karotinoid, mely megtalalhato a kukorica mellett, a tojassargajaban, a
narancsban, néhany sarga szinti gyiimolcsben és zoldségekben, a lucernaban és a koromvirag
viragaban. Mikroorganizmusok koziil a Flavobacterium fajok és a Staphylococcus aureus is
termeli. A zeaxantin fontossagat hangstlyozzak az életkorral 6sszefliggd makuladegeneracid —
mely a vaksag vezetd oka - megel6zésében jatszott kritikus szerepe miatt (Sajilata et al., 2008;
Sen et al., 2019).

3.7.1.4 Likopin

A likopin a vords szinii karotinoid, amely els@sorban a paradicsomfélékben, de néhany
mas gyiimolesben vagy zoldségben is megtalalhatd. Elesztdk és penészgombak egyarant
képesek szintetizalni. Az oxidativ stresszt fontos etologiai tényezoként ismerik el szdmos
kronikus betegség kialakulasanak okaért, beleértve a rékot, a sziv-€s érrendszeri betegségeket,
a csontritkulast és a cukorbetegséget. Az antioxidansok fontos szerepet jatszanak az oxidativ
stressz sejtekre gyakorolt karos hatdsainak enyhitésében. Az epidemiologiai, szovettenyésztési
¢és allatkisérletek meggy6z0 bizonyitékokat szolgaltatnak a likopin szerepérél a kronikus

betegségek megel6zésében (Bramley, 2000, Rao et al., 2006).
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3.7.1.5 Torularhodin

A torularhodin egy tetraterpén karotinoid biopigment, amely szamos vords élesztoben
megtalalhato, példaul a Rhodotorula glutinis és a Sporobolomyces ruberrimus is szintetizalja.
A torularhodin jelentds antioxidans aktivitast mutat, amely eldsegiti a membranok stabilizalasat
stressz esetében. Emellett megakadalyozhatja bizonyos daganatos betegségek kialakulésat is,
¢és fokozhatja az immunrendszer miikodését is. E pigment ipari eléallitisa még fejlesztési
szakaszban van, folyik a legkedvezébb termeld torzsek keresése, valamint a tapkozegek és

kornyezeti paraméterek beallitasa (Zoz et al., 2014).

3.7.2. Sztafiloxantin
A sztafiloxantin egy arany pigment, amelyet a Staphylococcus aureus baktérium termel.
Ez a pigment virulencia faktorként szolgal a baktérium szamara, és feltételezések szerint kettos
funkcidja van: antioxidansként védelmet nytjt az oxidaloé szerek hatasa ellen, amelyek az
immunvalasz altalanos formai az emberi testben, valamint a sejtmembrant stabilizalja,

hasonléan, mint a koleszterin az emberi sejtekben (Miears, 2018).

3.7.3.Piocianin

A piocianin pigment egy fenazin, amely egy nitrogéntartalmt heterociklusos vegyiilet.
Vizoldhato kékes zold pigment, amelyet nagy mennyiségben allit el a P. aeruginosa. Az
1-hidroxi-N-metil-fenazin redox aktiv masodlagos metabolit, mely hozzajarul a baktériumok
tuléléséhez. Kevés ismeret van a PhzM és PhzS elnevezésii két enzimrdl, amelyek a fenazin-1-
karbonsav prekurzorb6l szarmaz6 piocianin szintézisében jatszanak szerepet (Jayaseelan et al.,
2014). A piocianin tovabbi jellemzdje, hogy antibiotikus hatassal rendelkezik baktériumok,

gombak ¢és protozoak ellen (Sudhakar et al., 2015).

3.7.4. Riboflavin

A riboflavin sarga szinti, vizben oldodo vitamin, amelyet sok mikroorganizmus termel. A
riboflavin hagyomanyos kémiai szintézisét a koézelmultban felvaltottak a kereskedelmi
szempontbol  versenyképes kiilonféle biotechnologiai eljarasok. Ezen folyamatok
alkalmazésaval a koltségek fele megtakarithatd, a hulladék- és energiaigény csokkenthetd.
Jelenleg harom mikroorganizmust hasznalnak ipari riboflavin eléallitasra. A Hemiscomycetes
Ashbya gossypii, fonalas gombat, a Candida famata éleszt6t, és egy Gram pozitiv baktériumot
a Bacillus subtilis-t. Mindharom szervezetre jellemzd, hogy sarga szint koloniakat képez, igy

a riboflavin termelés egyértelmiien felismerhetd (Stahmann et al., 2000).
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3.7.5. Monascus pigmentek

A Monascus gomba altal termelt pigmentek koziil az ankaflavin sarga, a rubropunctatin
narancssarga, és a monascorubramin pedig lilas-piros szinti. Ezeket a pigmenteket féleg sejthez
kotott allapotban termeli a mikroorganizmus. Vizben rosszul oldodnak, hére érzékenyek, 2 - 10
kozotti pH-tartomanyban instabilak és elhalvanyulnak a fény hatasara (Blanc et al., 1994,
Biihler et al., 2015, Fabre et al., 1993).

3.7.6. Antrakinon

A gombak, mint az 6kologiai szempontbdl érdekesebb pigmentek forrasai, bizonyos
fajai stabil szinezékeket, példaul antrakinont termel. Az antrakinon szarmazékokat korabban
mar izolaltak a Dermocybe sanguinea gombabdl. Szamos antrakinon szarmazékot
azonositottak kiilonféle gombdkban és zuzmokban. Ezen metabolitok utan azért érdeklddik a
tudomany, mert sokuk jelentds antibiotikus aktivitassal rendelkezik, elsésorban a Gram-pozitiv
baktériumok és a Pseudomonas aeruginosa ellen hatékonyak. Az antrakinonokrdl kimutattak
azt is, hogy antiprotozoalis ¢és citotoxikus hatassal is rendelkeznek. E pigmentekkel
kapcsolatban is folynak kisérletek, kiilonosen a textilipari felhasznalhatosagukkal

Osszefiiggésben (Nagia és EI-Mohamedy, 2007).

3.7.7. Prodigiosin

A prodigiosin egy sokoldalt vords pigment, amelyet kiilonféle mikroorganizmusok,
példaul Serratia marcescens, Vibrio psychoerythrus, Rugamonas rubra, Streptoverticillium
rubrireticuli is termelnek. Ismert, hogy antibakterialis, rakmegel6z0 és antibiotikus aktivitassal
rendelkezik (Malik et al, 2012). Mar sikeresen alkalmaztak szinez6anyagként joghurtban,
tejben €s szénsavas Uditékben is (Sen, et al., 2019). Manapsag a prodigiosint hatékony

természetes biologiai védekez6 szernek tekintik a karos algakkal szemben (Venil et al., 2013).

3.7.8. Cianobaktériumok altal termelt pigmentek

Scytonemin

A scytonemin egy cianobaktériumokban taldlhatdé extracellularis vOrds-barna szinil
burokpigment, amelyet fényvédd tulajdonsaga miatt tanulmanyoznak. Kimutattak, hogy a
tirozin és a triptofan a scytonemin bioszintézisének prekurzorai. A scytonemin ,,bevonatként”
miikddik a cianobaktériumok sejtfeliiletén, mivel ezek a prokaridta sejtek UV-A sugarzas alatt
termelddnek. Elnyeli az UV-sugarzas nagy részét, mieldtt az elérné a fotorendszert, igy
megakadalyozza a magas UV-sugarzas okozta karosodast. Ezt a tulajdonsagat fel lehet

hasznalni UV-véd6 (fényvédd) készitmények eldallitasanal, példaul aszkorbinsavval
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kombinalva. Emellett gyulladascsokkentd és sejtszaporodast gatld (antiproliferativ) hatasa is

van (Saini et al., 2018; Hatha et al., 2023).

Fikoeritrin

A fikoeritrin egy voros szinti fikobiliprotein, amely kiilonb6z6 osztalyokba sorolhatd. Az egyes
osztalyok nevét azon organizmus alapjan adtdk, amelybdl eldszor izolaltdk oket, igy a
rodofitakbol, a vords-tengeri alga Baigiales-bol és a cianofitakbol. Ezt a vegyiiletet széles
korben tanulmanyozzak természetes ¢élelmiszerszinezékként, vércukorszint-csokkentd
anyagként, fluoreszcens jel6loként, antioxidansként, valamint fénygytijté fehérjeként betoltott

szerepe miatt is (Saini et al., 2018; Hatha et al., 2023).

Fikocianin

A fikocianin természetes kék pigment ¢és szinte minden fikobiliproteint tartalmazo
organizmusban jelen van, tilnyomorészt cianobaktériumokban, tobbek kozott az Arthrospira
(Spirulina) plantesis, az Arthrospira (Spirulina) maxima, a Pyrophyridium sp. és a
Synechocystis sp. is termeli. A fikocianint alkalmazzak élelmiszer-adalékanyagként
cukorkakban, fagylaltokban és egyéb tejtermékekben egyarant, emellett kozmetikumokban is
felhasznaljak, valamint fontos szerepe van a gyogyaszatban, mivel gyulladasgatld, rakellenes

¢és antioxidans hatasa is ismert (Saini et al ., 2018; Hatha et al., 2023).

3.7.9. Melanin

A melanin kifejezés a gorog ,,melanos” szobol ered, amely sotétet, illetve feketét jelent
(Belozerskaya et al., 2017). A melanin a definicidja szerint, ,,heterogén polimer, amely fenolok
oxidacidjabol, majd a koztes fenolok és a keletkezd kinonok polimerizaciojabol szarmazik™.
(Di Salvo et al., 2023). A melaninok a pigmentek valtozatos csoportjat alkotjak, igynevezett
ubiquiter pigmentek, tehat minden €16 szervezetben jelen vannak. A melaninok barna, illetve
fekete szine mellett sok mas szin is megfigyelhetd. A melaninok hidrofob és negativ toltésii
vegyliletek. A melaninok fontos szerepet jatszanak a mikroorganizmusokban a termikus, a
kémiai (nehézfémek ¢€s oxidaloszerek) €s a biokémiai stressz (a napsugarzas ¢s UV sugarzas
hatasara keletkez6 reaktiv oxigén) ellen. A mikrobak altal szintetizalt melanin a fémionokkal
val6 kelatképzo képességet mutat. A melaninoknak fontos bioldgiai aktivitdsa van, ideértve az
antimikrobialis hatast, a daganatellenes hatést, az antivenin aktivitast és a majvédo hatast (El-
Ahmady et al., 2017). Publikaltak a gyulladasgatld aktivitassal rendelkez6 bakterialis
melaninokrol is (Plonka és Grabacka, 2006). A melanin immunofarmakologiai tulajdonsagai

irant nagy érdeklédést mutatnak, mivel igéretes lehet az AIDS kezelése szempontjabol (Wang
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et al., 2006). Bioszintézis utjuk alapjan a melaninok harom csoportba sorolhatok: eumelanin,
feomelanin és allomelanin (5. abra) (Di Salvo et al., 2023).

Tirozin
Tirozin inhibitorok,
mint :or\rllagmltu l dezaminalas,
szere o e
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5. abra: A melanin bioszintetikus Gtvonalanak sematikus abrazolasa (Di Salvo et al., 2023
nyoman)

3.7.9.1 Eumelanin

Az eumelanin a melanin biopigmentek csalddjdba tartozik. Az emberekben és az
allatokban az eumelanin a melanin leggyakoribb tipusa, amely a bor, a haj és a szemek feketétol
barnaig terjedd elszinezddéséért felelds. Kiilonféle mikroorganizmusok képesek kiilonbozo
tipusu melanint termelni, beleértve az eumelanint is, az emlésok melanin utvonaldhoz hasonlo
utvonalon keresztiil (Di Salvo et al., 2023). J6 példa erre egy kisérlet soran felhasznalt, IM109-
bl szarmazo E. coli torzs, mely esetében a MEL gént T5 fag promoter és két lac operator
transzkripcids szabdlyozasa ala helyezték. Ennek a rekombinans térzsnek a tenyésztése LB

tapkozegben 0,4 g/l eumelanint eredményezett. A szintetikus bioldgia alkalmazasat, az adaptiv

laboratoriumi evolucidt (ALE) és a mutagenezis lehetdségeinek alkalmazasat kell értékelni
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ahhoz, hogy a jelenlegi melanintermel6 torzseket fejlessziik. Az ALE hasznalata lehet6vé teszi
Osszetett fenotipusok tervezését. Egy kisérlet soran az aromés aminosavak intracellularis
tegyék egy tovabbfejlesztett S. cerevisiae torzs 1étrehozasat mukonsav termeléséhez. Ez a torzs
fokozott fluxust mutat a kozOs aromas aminosav-utvonalon, igy bevett modszerekkel
modosithatd az L-tirozin szintézis fokozasara. Ilyen modositassal a hivatkozott tanulmanyban
kifejlesztett S. cerevisiae torzs igéretes eumelanin termeld lehet (Martinez et al., 2019).

Az elmult évtizedben az eumelanint sokféle szempontbol vizsgaltak, tobbek kozott az
UV fénnyel szembeni ellenallasat és antioxidans tulajdonsagat (Di Mauro, 2017). Mara
bebizonyosodott, hogy szabadgyok megkotd képeséggel rendelkeznek (Cecchi et al., 2019).
Eléallitasa tirozin €s/vagy fenilalanin oxidéacioja Gtjan megy végbe, a reakcid folyaman a
tirozinbdl tirozinaz enzim segitségével 3,4-dihidroxi-fenilalanin (DOPA), majd DOPA kinon
keletkezik. Ezt kovetéen 5,6-dihidroxi-indol (DHI) vagy 5,6-dihidroxi-indol-2-karbonsav
(DHICA) keletkezik, melyek polimerizacioja révén jon létre az eumelanin (Plonka és Grabacka,

2006; Di Mauro, 2017).

3.7.9.2 Feomelanin

A feomelanin elsésorban a voros hajban, szeplokben vagy tollakban van jelen. Kémiai
szerkezetében kén molekula talalhatdo az eumelaninnal ellentétben (Di Salvo et al., 2023). A
feomelanin konnyebben kezelhetd az eumelaninhoz képest, tovabbd a tobbi pigmenthez
hasonloan lagos kézegben oldhato (Solano, 2014). A feomelanin egy prekurzor molekulabol,
az 5-ciszteinil-DOPADbOI szarmazik. A képzddése az eumelaninhoz hasonl6an indul, azonban a
DOPAquinon vegyiilet cisztein jelenlétében alakul tovabb, majd ezt kdvetd polimerizacios
folyamatok révén benzotiazinok kiilonb6zé formai alakulnak ki. A feomelanin benzotiazin
egyseégekbol épiil fel, ezek kapcsolodasa révén alakul ki a feomelanin (Solano, 2014; Di Salvo
et al., 2023).

3.7.9.3 Allomelanin

Az allomelanin a novényekben, gombékban €s baktériumokban taldlhaté melanin tipus,
amely az allatok eumelaninjahoz hasonlé kémiai Osszetételd, valamint hasonld képzddési
utvonalat mutat. Az allomelanin esetében a f6 kiilonbség, hogy az allati eredetli eu- és
feomelaninhoz képest nem tartalmaz nitrogén csoportot (Plonka és Grabacka, 2006). Az
allomelanin szine az oxidacié mértékétdl fiiggden a sotétbarnatdl egészen a teljesen fekete
szinig véltozhat (Solano, 2014). Az allomelaninok csoportjaba tartozik a piomelanin is (Plonka

¢és Grabacka, 2006).
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3.7.9.4 Piomelanin

A piomelaninok nagy molekulatomegli pigmentek, amelyek fenolos vagy indol
vegyiiletek oxidativ polimerizacidjaval képzddnek, és altalaban sotétbarndk vagy feketék, s a
mikroorganizmusoktol az emberekig minden szervezet termeli 6ket. Jelenleg a piomelaninok
még mindig rejtélyes biopigmentek, amelyek szerkezete és meghatarozasi modszerei nem
tisztazottak, kiforrottak (Mahmood et al., 2015).

Ismert, hogy a Y. lipolytica szintetizal barna szinanyagot, ez a barna pigment a
piomelanin (Tahar et al., 2019). Ezek az extracellularis uton termel6dé pigmentek és a tirozin
katabolizmus ko6zott 6sszefiiggés mutathatd ki. A tirozin katabolikus ttja a Y. lipolytica-ban a
hidroxi-fenil-ecetsav oxidacidjaval kezdédik p-hidroxi-fenil-acetaldehidda, mely tovabb
oxidalédik homogentizinsavva. Barna pigmentek akkor keletkeznek, amikor a
homogentizinsav felhalmozodik a kozegben. A tirozin kimeriilése soran az élesztd
homogentizinsavat, p-hidroxi-fenil-etanolt és p-hidroxi-fenil-ecetsavat akkumulal a kdzegben,
a két utobbi ap-hidroxi-fenil-acetaldehid spontan diszproporcionalddasabol szarmazhat. Ez a
sav spontan oxidalodhat és polimerizalodhat, ami piomelaninek képz6déséhez vezet. A
piomelanin szintézisének folyamata a 6. 4bran lathatd. A Mn?* felgyorsitja és fokozza a
homogentizinsav oxidativ polimerizaciojat, a tejsav pedig fokozza az Mn?* stimulalé szerepét.

A lagos koriilmények szintén felgyorsitjak a pigment képz6dését (Carreira, et al., 2001 a).

8]
0 "
i | - oxidacid
P . OH Tyr.E.l > | =3 ; - OH iioud 3 g: 3 Piomelanin
| 5' = S
H P o polimerizdcié
Ho o N HO ~
HO
L-tirozin 4-hidroxifenilpiruvat Homogentizinsav

6. abra: A piomelanin bioszintézise homogentizinsav (HGA) tvonalon (Tahar et al., 2019).
TirB: aromas aminosav aminotranszferaz enzim,
HppD: 4-hidroxifenil-piruvat-dioxigenaz enzim

3.8. Mikrobiilis pigment termelést befolyasolé tényezok

A mikrobialis eredetli pigmentek termelése fliggetlen az évszaktol, a f6ldrajzi helytdl,
tovabba jobban szabalyozhatok. A Mikroorganizmusok alkalmazasaval egyszeriien, gyorsan és
gazdasagosan megvaldsithatd a folyamat, mindezek mellett legtobbszor stabilabb szinanyag
érhetd el (Nigam ¢és Luke, 2016).

Altaldnossagban elmondhaté, hogy a mikrobialis pigmenttermelést befolyasolo,

korabban emlitett f0 tényezOk, mint a hdmérséklet, a pH, a szénforras, a nitrogénforras, a
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fermentacio tipusa, az 4svanyi anyagok, a nedvességtartalom a levegdztetési arany, a taptalaj
reoldgiaja €s a morfologia mellett a fény intenzitdsa is fontos tényezd lehet. Ezen tényezoket
figyelembe kell venni az anyagcsere megértéséhez (Biihler et al., 2015).

Az inkubécido hémérséklete a mikroorganizmus tipusatol fiigg. Amig Monascus spp.
esetében 25-28°Coptimalis a pigment termeléshez, addig a Pseudomonas esetében 35-36° C
sziikséges (Joshi et al., 2003). A taptalaj pH-ja befolyasolja a mikrobak novekedését és a
pigmenttermelést is. Az optimalis pH a Monascus sp. és Rhodotorula esetében a pH 5,5-6,5,
valamint pH 4,0-4,59. A semleges vagy enyhén lugos pH a likopin képz6dését segiti eld, mig a
savas pH a B-karotin szintézist. A pigmenttermeld mikroorganizmusok esetében a micélium
novekedését a szénforras tipusa befolydsolja, szénforras lehet példaul gliikkoz, fruktdz, malata,
laktoz, galaktéz stb. Altalaban a gliikéz és a kiilonféle oligoszacharidjai jo szénforrasnak
bizonyulnak a pigmenttermelés szempontjabol. Az asvanyi anyagok fontos szerepet jatszanak
a pigment termelésben. A Zn példaul A. oryzae esetében gatolja a novekedést folyékony
kozegben, viszont szilard kézeg esetében kozepesen erdteljes ndvekedés é€s pigmentacio

figyelhet6 meg (Joshi et al., 2003).

3.9. Pigmentek altalanos felhasznalasa a kiilonféle iparagakban

A pigmentek szamos iparag, kiilonosen az élelmiszeripar, a textilipar, a gyogyszeripar,

¢és a kozmetikai ipar szamara fontosak (Malik et al., 2012; Kumar et al., 2015), a 7.abran

Human egészségugy I
I Eyulladasgatld hatas I

/ —_— I rakellenes hatds I
. I antioxidans hatas l
Termeszetes pigmentek I antibakterialis hatds I
\ - antiviralis hatas
l \ I Kozmetikai ipar I

Elelmiszeripar I Textil ipar I . i l
E
it
“ n

7. dbra: A természetes pigmentek alkalmazasi teriileteinek 0sszefoglalod diagramja
(Di Salvo et al., 2023 nyoman)

lathatoak a fobb alkalmazasi teriiletei.
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A természetes forrasokbol szarmaz6 szinanyagokat széles korben hasznaljak a kiilonféle
iparagakban. Jelenleg a kereskedelmi melanint, a kozonséges tintahal, mas néven szépia (Sepia
officinalis) kivonatabol allitjak elé. A kozelmultban a mikroorganizmusok altali melanin-
eloallitas egyre kutatottabb téma lett, mint a szintetikus termékek kornyezetbarat és gazdasagos

alternativaja (Guo et al., 2014).

3.9.1. Elelmiszeripar

A szinek fontos szerepet toltenek be azokban az ételekben, amelyeket megesziink
(Dufossé, 2006). Az ¢lelmiszeriparban az étel szine is jelzi annak frissességét, allagat, ennek
érdekében szinezbanyagokat is hasznalnak. Az étel megfeleld tapanyag tartalma mellett, annak
jO texturdja, ize ¢és a szine is fontos tényezd, hogy a fogyasztd szamara megfeleld legyen. Az
¢lelmiszeriparban szamos mikroorganizmus (baktérium, gomba, élesztd) altal termelt
szinanyagot hasznélnak, és egyre nagyobb az érdeklddés ezek minél szélesebb korben valo
felhasznalasarol (Dufossé, 2006). A kiilonb6zd pigmentek €élelmiszeripari felhasznalasat az 5.
tablazat szemlélteti. A természetes szinezékeket bébiételekben, reggeli gabonapelyhekben,
tésztakban, szdszokban, Omlesztett sajtokban, gyiimolcsitalokban, vitaminokkal dusitott
tejtermékekben és egyes energiaitalokban hasznaljak. A természetes szinezékek emellett
kornyezetbaratnak mindsiilnek (Malik et al., 2012). A becslések szerint az univerzalis
¢lelmiszer-szinezékek piaca 2022-re elérte a 3,75 milliard USD-t. A piacot elsésorban az
Egyesiilt Allamok (FDA) és az Eurépai Unio (EFSA) élelmiszerbiztonsagért felelds
szervezeteinek eldirasai hatarozzak meg, amelyek ersiteni kivanjak a természetes szinezékek
iranti termékkeresletet, a megbizhatd termékek iranti érdeklédést és a tovabbi tudomanyos
kutatisokat. A természetes pigmentek koziil a voros szint alkalmazzak a leggyakrabban ugyanis

a fogyasztokat ez az arnyalat vonzza a legjobban (Di Salvo et al., 2023).
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5.tablazat: Kiilonféle pigmentek és felhasznalasuk az ¢lelmiszeriparban (Biihler et al., 2015,
Rana et al., 2021, Di Salvo et al., 2023)

Mikroorganizmus Pigment Felhasznalas
Aphanizomenonflos-aquae, Piocianin Edesség, fagylalt
Spirulina sp,

Pseudomonas spp.

Serratia marcescens, Prodigiosin Joghurt, tej, szénsavas

Pseudoalteromonas rubra italok

Lycopersicon esculentum, Likopin Hus szinezés

Fusarium sp.

Dunaliella salina, B-karotin Gytuimolcslevek, italok,

Blakeslea trispora, vaj, margarin és sajtok, a

Mucor circinelloides, baromfi tojassargajanak, a

Phycomycesblakes leeanus, halhts és a rakhéj

Rhodotorula sp. szinének novelése

Monascus sp. Ankaflavin rizsbor, huskészitmények

Bradyrhizobium spp, Kantaxantin sajt, édesség, snack, ital,

Halobacterium sp. sor, bor, halhus és has
szinének novelése

3.9.2. Gyédgyszeripar

A gyogyszeriparban és az egészségligyben elsdsorban antioxiddnsként alkalmazzék a
mikrobialis pigmenteket (Rao et al., 2017). A reaktiv oxigén gyokok (ROS) novekedése az
emberi szervezetben noveli az autoimmun betegségek, a cukorbetegség ¢€s a rak kockézatat
(Rathera et al., 2023). Az antioxidansok olyan molekulak, amelyek késleltetik vagy gatoljak a
sejtkarosodast azaltal, hogy az alacsony molekulatomegli antioxiddnsok biztonsagosan
kolcsonhatasba léphetnek a szabad gyokokkel, ezaltal leallithatjdk a lancreakciot, mieldtt
megsériilnének az életképes molekulak (Lobo et al., 2010). Emellett antimikrobialis szerként is
sz¢leskorien hasznaljak a biokromokat, szamos patogén mikroorganizmus ellen (Rao et al.,
2017). Biologiai potencialjukat effektiv vagy gatlo, letalis vagy szubletalis koncentracidban
fejezik ki, amely pl.:50%-os tumorndvekedésgatlast stb. jelent (Rathera et al., 2023). Az utobbi
1dében szamos kisérletet végeztek a mikrobialis pigmentek hatékony rakellenes gyogyszerként
vald kivonasaval és alkalmazasaval kapcsolatban (Rathera et al., 2023). A mikrobialis
pigmentek egyik legjelentdsebb eldnye, hogy képesek szelektiven megcélozni a rakos sejteket,
mikozben az egészséges sejteket sértetleniil hagyjak. Ez a pigmentmolekuldk és a rékos
sejtekben aktiv biokémiai utvonalak kozotti specifikus kdlcsonhatdsoknak kdszonhetd. Ez a

sajatossdg a mikrobidlis pigmenteket igéretes jeloltekké teszi a rak diagnosztizaldsara ¢€s
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kezelésére (Di Salvo et al., 2023). A kiilonb6z6é pigmentek gyogyszeripari felhasznalast a 6.

tablazat szemlélteti.

6.tablazat: Kiilonféle pigmentek és felhasznalasuk a gyogyszeriparban (Agarwal et al., 2023
nyoman)

Mikroorganizmus Pigment Felhasznalas

Antioxidans hatasu

Agrobacterium aurantiacum, . készitmények, rakellenes
e Asztaxantin o,

Paracoccus carotinifaciens készitmények,

gyulladascsokkentok

Staphylococcus aureus,
Flavobacterium spp., Zeaxantin
Paracoccus zeaxanthinifaciens

Antioxidans hatasu
készitmények

Rékellenes készitmények,

Serratia marcescens Prodigiosin } ,
1mmunszuppresszansok
Chromobacterium violaceum, Gombaellenes és
Collimonas sp., i . antibakteridlis
Violacein L, ,
Duganella sp., készitmények, rakellenes
Pseudoalteromonas sp. készitmények

3.9.3. Textilipar

A szintetikus festékek koltséghatékonysdguk, erds fénylik és mosdsallésaguk miatt
komoly versenyelonnyel rendelkeznek a természetes festékekkel szemben. A korabban kifejtett
elényok mellett kdrnyezet- és egészségvédelmi szempontbol azonban elénydsebb a mikrobialis
pigmentek hasznalata, melyek kiilonb6z6 szinarnyalatokat hoznak létre kiilonb6z6 textiliakban.

A kiilonb6z6 pigmentek textilipari felhasznéléast a 7. tablazat szemlélteti.

7.tablazat: Kiilonféle pigmentek és felhasznalasuk a textil iparban (Kumar et al., 2015 nyoman)

Mikroorganizmus Pigment Felhasznalas
Vibrio spp. Prodigiosin Gyapju, nylon, akril és selyem
Chromobacterium violaceum Violacein Pamut, selyem, miiselyem, jacquard
miselyem, akril, szatén
Serratia marcescens Piros Prodigiosin | Akril, poliészter, poliészter
mikroszalas, selyem és pamut
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3.9.4. Kozmetikai ipar

A kozmetikai termékek biologiai €s kémiai vegyliletek keverékei. A kozmetikai iparban
kiilonféle mikrobidlis vegyiileteket hasznalnak. A biologiai forrasokbol, példaul novényekbdl
¢s mas szervezetekbdl szarmazo Osszetevok jelentik a termékek 6 forrasat (Di Salvo et al.,
2023). Természetes szinanyagok hasznalatara torekednek, mivel azok nem okoznak
bérirritaciot (Honda et al., 1995). A baktériumok és gombak metabolitjai a természeti javak
egyik legolcsobb, leginkabb megtjuld €s ujszerti forrasat jelentik. A mikrobidlis pigmentek
hasznalatanak legnagyobb eldnye a kivald mindségli termékekkel wvald bioldgiai
kompatibilitasuk és az alacsony kornyezetterhelés. A mikrobialis pigmenteket kiilonbozo
arnyalatokhoz alkalmazzak a kozmetikumokban (8. tablazat), razsokban, szajfényekben,
szemceruzakban, szemhéjfestékekben, testapold krémekben, szappanokban, naptejekben,
napozas utani krémekben és bérapold termékekben (Hochstein et al., 2009, Di Salvo et al.,
2023). A vizoldhatd melaninokat nagyobb UV-védettség elérése érdekében napvédd
készitményekben hasznaljak (Shrishailnath et al., 2010).

8.tablazat: Kiilonféle pigmentek és felhasznalasuk a kozmetikai iparban (Sharma et al., 2023
nyoman)

Mikroorganizmus Pigment Felhasznalas
Halomonas venusta Melanin UV-védelem
Haematococcus pluvialis | Asztaxanthin Csokkenti a bor
pigmentacidjat, antioxidans,
ranctalanito és hidratal6 szerek
Corynebacterium Zeaxantin UV-védelem, antioxidans,
autotrophicum bérhidratalok,
nedvességmegtartd
Monascus purpureus Rubropunctamin, Fényvédo krémek és egyéb
NMCCPFO01 Monascin, krémek
Ankaflavin
Cryptococcus neoformans, | Melanin Borvilagosito és depigmentalo
Aspergillus fumigatus, szerek
Axophiala dermatitidis
Rhodosporidium, Ustilago, | Karotinoidok Fényvédo6 krémek
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. A kisérletekhez felhasznalt Yarrowia torzsek

A kutatasi munkam soran felhasznalt torzseket a 9. tablazat szemlélteti:

9. tablazat: A kisérletekhez felhasznalt Yarrowia torzsek és eredetiik

Nemzetség Torzs Eredet
Yarrowia bubula 441/4 daralt sertéscomb
Yarrowia divulgata NCAIM Y.02062 csirkemell
Yarrowia divulgata 5257 daralt sertéscomb
Yarrowia divulgata 445/4 daralt marhahus
Yarrowia lipolytica 854/4 daralt sertéscomb
Yarrowia lipolytica 1/4 Edami sajt
Yarrowia lipolytica 6/3 taro
Yarrowia porcina NCAIM Y.02102 daralt sertéscomb
Yarrowia porcina 859/4 daralt sertéslapocka
Yarrowia yakushimensis NCAIM Y.02049 | Hodotermopsis sjostedti rovar
Yarrowia yakushimensis NCAIM Y.02050 | Hodotermopsis sjostedti rovar
Yarrowia yakushimensis NCAIM Y.02052 | Hodotermopsis sjostedti rovar

A torzseket a Mezdgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyiijteménye (NCAIM)

biztositotta szamomra.

4.2. Alkalmazott tapkozegek

A tapkdzegek minden esetben autoklavban kertiltek sterilezésre 121 °C-on, 15 percen
keresztiil.
4.2.1. Ferdeagar

A kisérleteim soran Eleszt6kivonat-Pepton-Gliikoz (YEPD) ferdeagart alkalmaztam a
Yarrowia élesztok atoltasara és fenntartasara, melyet a 10. tablazatban leirtak alapjan

készitettem el.

10. tablazat: YEPD ferdeagar

Osszetevo Mennyiség
Pepton 10 g
Elesztékivonat 59
Gliikéz 20 g
Agar 25¢
Desztillalt viz 1000 ml
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4.2.2. Pigment screeneléshez felhasznalt tapagar

Carreira és munkatarsai (2001 b) altal Y. lipolytica elkiilonitéséhez alkalmazott tirozin
tartalmu tapagart alkalmaztam (11. tablazat) a pigment termelés screeneléséhez, mellyel

lemezontést végeztem.

11. tablazat: A pigment termelés screeneléséhez hasznalt tapkozeg dsszetevdi

Osszetevé Mennyiség
Pepton 5¢g
ElesztSkivonat 5¢
Tejsav 4,504 g
Tirozin 1,819¢
MnSO4*H.0 0,106 g
Agar 25¢
Desztillalt viz 1000 ml

4.2.3. Inokulum tapkozeg

Az inokulum tapkozeg Osszetételét a 12. tablazatban tlintettem fel.

12. tdblazat: Inokulum tapkodzeg

Osszetevo Mennyiség
Gliikéz 209
Pepton 209
Elesztékivonat 10 g
Desztillalt viz 1000 ml

4.2.4. A lipaz fermentaciéhoz hasznalt taipkozegek

Alap fermentacios tapkiozeg

A lipaz termelésre irdnyuld fermentacidhoz YEPD tapkozeget hasznaltam fel a 13.

tablazatban lathatd Osszetétel szerint.

13. tablazat: Lipaz fermentacidhoz alkalmazott YEPD tapleves

Osszetevé Mennyiség
Gliikoz 20 g
Pepton 6,4 ¢
Elesztékivonat 109
Desztillalt viz 1000 ml
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Természetes szubsztratum, valamint Tween 80 tartalmu YEPD tapleves

Kiilonboz6 természetes szubsztratummal (névényi olajok -olivaolaj — kontrollként és
olajpogacsak), és Tween 80-nal (Thermo Fisher Scientific) kiegészitett YEPD tapkozegeket
alkalmaztam az optimalizacids kisérletek sordan a 14. és a 15. tablazatokban lathat6 6sszetétel
szerint. Az alkalmazott névényi olajok kereskedelmi forgalomban kaphatoak. Az olivaolajat
Spanyolorszagban palackoztak és a TESCO-Global Zrt. forgalmazza. A kokuszolajat a Coco
Trade Kft., a diodolajat az Olajiité Szovetkezet, a sz6lémagolajat az AKA Kft. (Gere Attila
pincészet), a napraforgdolajat a Bunge Zrt., a kukoricaolajat az Agri-Corn Kft, a repceolajat
pedig a BIOGOLD Natur Kft. gyartja. A szezammagolajat Franciaorszagban palackozték, s az
Auchan Magyarorszag Kft. Hasznalt

forgalmazza. siitdolajként napraforgd eredetiit

alkalmaztam. A pelleteket (t6kmag, aranylenmag, napraforgomag, mogyoro, kendermag) a

Gabona és Iparinévény Technologia Tanszek biztositotta.

14. tablazat: Természetes szubsztratumot és Tween 80-t tartalmazd YEPD tapleves

Osszetevo Mennyiség
Gliikoz 20 g
Pepton 6,49
ElesztSkivonat 109
Természetes szubsztratum 1%
Tween 80 0549
Desztillalt viz 1000 ml

15. tablazat: Kozponti elrendezésti kisérlettervezés

soran alkalmazott olivaolaj és Tween 80

mennyiségei
Faktor kombinaciok Koncentracio
Besllitas Olivaolaj Tween 80 O(B/V\j‘;:;“ T("rﬁflg /08)0
1 -1,41 0 0,295 0,05
2 -1 1 0,5 0,07
3 0 1,41 1 0,0782
4 1 1 1,5 0,07
5 1,41 0 1,705 0,05
6 1 -1 1,5 0,03
7 0 -1,41 1 0,0218
8 -1 -1 0,5 0,03
9 0 0 1 0,05
10 0 0 1 0,05

Olivaolaj, Tween 80 és Triton X-100 tartalmu YEPD tapleves

A lipaz enzim termelésének optimalizalasara iranyulod kisérletekhez 1% olivaolaj,

Tween 80 és Triton X-100 tartalmt (Reanal Laborvegyszer Kft.) YEPD taplevest is hasznaltam.
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Mindehhez a 16. tablazat alapjan mértem be a Tween 80 és Triton X-100 megfeleld

mennyiségeit.

16. tablazat: Kozponti elrendezésii kisérlettervezés soran alkalmazott Triton X-100 és Tween
80 mennyiségei

Faktor kombinaciok Koncentracio
Beallitas | Triton X-100 | Tween 80 Tri(mvf); )100 T(Vr;elgg /08)0
1 -1,41 0 0,01475 0,05
2 -1 1 0,025 0,075
3 0 1,41 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

4.2.5. A pigment fermentaciéhoz hasznalt tapkozegek

Alap fermentacios tapkozeg

A pigment fermentaciokhoz a 17. tablazatban feltiintetett 0sszetevokbdl készitett alap

tapkozeg keriilt alkalmazasra.

17. tdblazat: Pigment fermentacios alap tapkozeg

Osszetevé Mennyiség
KH2PO4 4g
MgSO4*7 H20 250
MnSO4*5 H20 0,106 g
Desztillalt viz 1000 ml
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Kiegészitést tartalmazo fermentacios tapkozeg

A fermentacios alap tapkozeget a 18. tdblazatban Osszefoglalt komponensekkel

egészitettem ki a pigment termelés fokozasa érdekében.

18. tablazat: A pigment termelés vizsgalatara készitett tapkdzegek dsszetétele (az alap tapkozeg

kiegészité komponensei és alkalmazott koncentraciojuk)

tirozin glicin L-glutamin | L-aszparagin tejsav
1.tapkozeg 0,27 g/l - - - -
2.tapkozeg 0,27 g/l 19/ 19/ 1 g/ -
3.tapkozeg 0,27 g/l 1g/l 19/ 1g/l 5,46 g/l

4.3. Enzimaktivitas méréshez felhasznalt oldatok

Szubsztratum

A lipaz enzim aktivitdsanak mérésénél 25mM-o0s para-nitrofenil-laurat szubsztrat kertilt
alkalmazasra 96%-os etanolban feloldva. Az egyes mérésekhez mindig frissen készitettem a

szubsztratumot.
Leallito reagens

0,1 N natrium-karbonat (Na,COs3) oldat, melyhez 1000 ml desztillalt vizben feloldottam

5,139 natrium-karbonatot.
Sorensen puffer

A pH optimum meghatdrozashoz a puffert pH=5-8 tartomanyban készitettem el m/15
dinatrium-hidrogén-foszfat (11,876 g/l Na2HPO4*2 H0) és m/15 kalium-dihidrogén-foszfat
(9,078 g/l KH2PO4) oldatok megfeleld aranyl dsszemérésével, osszetételikk a 19. tablazatban

kerilt ismertetésre.
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19. tablazat: Az alkalmazott Sorensen pufferek osszetétele

pH NazHPO4*12 H20 (ml) KH2PO4 (ml)
5 0,95 99,05

55 3,90 96,9

6 12,1 87,9

6,5 31,3 68,7

7 61,2 38,8

7,2 72,6 27,4

7,5 85,2 14,8

8 96,9 31

Mcllvaine puffer

A pH=6,5 értéki puffert 0,2 m dinatrium-hidrogén-foszfat (71,66 g/l NaxHPO4*12 H,0)
¢és 0,1 m citromsav (21,008 g/l) oldatok megfelelé arany 6sszemérésével készitettem el. 100
ml pufferhez a dinatrium-hidrogén-foszfat oldatbol 71 ml-t mértem, majd kiegészitettem a

citromsavval.

4.4. Alkalmazott médszerek

4.4.1. pH mérés

Mettler Toledo SevenMulti™ féle pH méré késziilék segitségével hataroztam meg a

mintdk pH értékeit. A pH mérd kalibralasat, pH=4 és pH=9 kalibral6 oldatokkal végeztem.

4.4.2. Sejtszam meghatarozas

Biirker-kamras moddszerrel végeztem az é€lesztd sejtszam meghatarozasat, melyhez
Olympos mikroszkdpot hasznéltam. A tizszeresen higitott mintdkbol 20 pl-t pipettaztam a
Biirker-kamrédba, majd mikroszkdp segitségével 10 db azonos nagysagu négyszogben
szamoltam meg az élesztd sejteket. Ezt kdvetden a kapott eredményeket atlagoltam és sejt/ml-

ben adtam meg a sejtszdmot a higitas figyelembevételével.

4.4.3. Lipaz fermentacio

A lipaz fermentécid elinditasanak elsd 1épéseként a ferdeagaron fejlodott telepekbdl
oltokaccsal, steril koriilmények kozott az inokulum tapkozegbe oltottam a mikrobakat, melyben

az ¢élesztok 24 oraig novekedtek 130 rmp-en és 28°C-on. A screeneléses kisérleteim folyaman,
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illetve az optimalis kornyezeti paraméterek meghatarozasanal a fermentaciokat 5 v/v%-nyi 24
o6ras inokulum tenyészetekkel inditottam. Az inokulum mennyiségének optiméldsa soran 10°
sejt/ml, 5*10° sejt/ml és 107 sejt/ml sejtkoncentraciokat hasznaltam. A tovabbi optimalizalasi
kisérleteknél minden torzsnél a szamdara optimalis bedllitast alkalmaztam. Réazott lombikos
fermentaciot alkalmaztam 150 ml térfogatban a kisérletek elvégzéséhez, 130 rpm razatasi
sebesség mellett (kivétel a levegdztetés hatasanak vizsgalatakor, amikor 100, 160 rpm-t is
vizsgéltam), 28 °C-on. A fermentécié ideje 5 és 13 nap kozott tartott kisérlettdl fiiggden,

meghatarozott idokozonként tortént a mintavétel.

4.4.4. Lipaz enzim aktivitasanak mérése

Meghatéarozott id6kozonként mintat vettem az extracellularis lipdz aktivitds méréséhez
a fermentacio soran. 1-1 ml mintat Eppendorf centrifuga csébe helyeztem és centrifugaltam
10000 fordulat/perc fordulatszammal 10 percen keresztiil. Ezt kovetoen elvalasztottam a
sejteket, majd a feliiluszot hasznaltam fel az extracellularis lipdz enzimaktivitas méréséhez.
Sziikség szerint a mintak higitasra keriiltek. Minden esetben kettd parhuzamos aktivitds mérést
hajtottam végre. A lipaz aktivitast a p-nitro-fenil-laurat mesterséges szubsztratumbol az
enzimoldat altal felszabadul6 p-nitrofenol mennyiségének meghatarozasaval allapitottam meg
(Becker et al., 1997). Az enzimaktivitais meghatarozasahoz Osszemértem a 20. tablazatban
feltiintetett reakcidelegyeket. Néhany percig eléinkubaltam 37°C-on, majd 25 ul, megfelelden
higitott mintat pipettaztam a kémcsovekbe, ezzel inditva a 10 percig tarto reakciot. Miutén letelt
a reakci6idd, 250 pl Na,COgz oldattal allitottam le a folyamatot és centrifugalast kovetéen 405
nm-en mértem a mintak abszorbancidjat. A 4.4.5. fejezetben ismertetett modszerrel egyszeres,
illetdleg kétszeres sejtfeltarast végeztem, amely utan az intracellularis enzimaktivitast

hatdroztam meg, az extracelluldris lipaz aktivitds mérésével megegyezd eljarast alkalmazva.

20. tablazat: Az enzimaktivitds mérésének reakcidelegyei

Desztillalt viz Szubsztratum Puffer
(1) (D) ()
Miiszer vak 125 - 725
Szubsztratum vak 25 100 725
Enzim vak 100 - 725
Minta - 100 725
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4.4,5. Kalibracio

Az enzimaktivitds mérés soran alkalmazott mesterséges szubsztratumbol az enzimes
reakcio soran p-nitrofenol szabadul fel. Az enzimaktivitas érték megadasahoz a p-nitrofenol
koncentracio6 €s az abszorbancia kozotti 6sszefiiggés meghatarozasa sziikséges. A kalibracios
egyenest 0,4 mM para-nitrofenol oldatbol készitettem, a 21. tablazatban feltiintetett higitasi sor
felhasznalasaval, s NapCOs hozzdadasaval. Az egyes koncentraciok esetén megmértem az
abszorbancidkat, majd az atlagolt abszorbancia értékeket a koncentraciok fliggvényében
abrazoltam: a pontokra linedris trendvonalat illesztettem, igy megkaptam a kalibracios

egyenest, amelyet a 8. abra mutat be.

21. tablazat: Kalibracio soran alkalmazott higitasi sor

0,4 mM-os p-nitrofenol (ul) | desztillalt viz (ul) Na2COs (pul)
50 800 250
100 750 250
150 700 250
200 650 250
250 600 250
300 550 250
1,8
£ 16 y =11,561x
=14 R?= 0,999 1
Q12
< ]
08
506
504
< 0,2
0

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16
Koncentracié (mM)

8. abra: p-Nitrofenol kalibracids egyenes

A kovetkezd egyenlet alapjan szamoltam ki a lipdz enzimaktivitasat:

(Abszorbamcia minta—Abszorbancia enzimvak—Abszorbamcia szubsztrétumvak)*higités (U/L)

Lipaz aktivitas=
p 11,561xreakci6 id6

47



4.4.6. Sejtfeltaras

Az intracellularis enzimek esetében az enzim kinyerésére sejtfeltardsi modszer
alkalmazasa sziikséges. Az intracellularis lipaz aktivitas méréséhez bizonyos idokozonként vett
25 ml mintat centrifugacsdbe tettem és centrifugaltam 10000 rpm fordulatszamon, 4 °C
hémérsékleten, 10 percen at. Ezt kdvetden a feliiluszot ledntdttem, majd a kitilepedett sejteket
atmostam. E folyamathoz 5 ml Mcllvaine puffert (pH=6,5) hasznaltam, homogenizaltam a
sejteket Osszerazassal, illetve sziikség esetén Vortex keverd segitségével. Ujra lecentrifugaltam
10000 rpm fordulatszamon, 10 percig, 4°C-on. Még egyszer elvégeztem ezt a miiveletet, a
feliilisz6t minden esetben kiontottem. Ezt kovetéen 2 ml Mcllvaine pufferben
visszaszuszpendaltam a sejteket razassal, illetve Vortex keverdvel Osszekevertem. Az igy
kapott szuszpenziot hasznaltam fel a sejtfeltardshoz. Laboratoriumi méretekben szémos
sejtfeltarasi eljaras ismert, ezek koziil a kisérleteim soran a French Press nagy nyomasu

homogenizatort alkalmaztam.
A sejtfeltaras elve:

A feltaras alapja a nyomds gyors valtozasa, illetve a sejten beliili és a sejten kiviili
nyomasok kiilonbsége. A berendezésben ugyan elérhetd a 40000 psi nyomas (~275 MPa) is, az
¢leszto sejtek feltarasdhoz azonban mar 800 psi is elegenddnek bizonyul. A berendezésen beliil
ez a nyomasérték jellemz6 intracellularisan is. Ahogy a minta a fojtdszelepen at elhagyja a
berendezést, az extracellularis nyomds az atmoszférikusra csokken, az intracellularis viszont

nem, ez a nyomaskiilonbség okozza a sejtek szétrobbanasat.

4.4.7. Kozponti elrendezésii kisérlettervezés (CCD)

A kozponti elrendezésti statisztikai modellt alkalmaztam a felhasznalt Yarrowia torzsek
lipadz enzim termelésének optimalizalasdhoz. Az els6 esetben a két vizsgalt faktor az olivaolaj
(1) és a Tween 80 (X2), mig a masodik esetben a Tween 80 (x1), illetve a Triton X-100 (x2)
volt, figgd valtozonak, vagyis az optimalizalandé paraméternek pedig az enzimaktivitast (Y)
valasztottam. Mindkét faktor esetén megegyezett a munkapont 0,05% és a 1éptéktényezd,
0,025%. Az optimalis enzimtermelés megallapitasahoz a kovetkez6 masodfoku polinomialis

egyenletet alkalmaztam (ahol bos: a regresszios egyiitthatok):

Y= bo+bixx1+bo%x12+b3*xo+ba%x22+bs*x1X2
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A modszer elve:

Egy beagyazott faktorialis vagy tort faktorialis tervet tartalmaz a Box-Wilson-féle
kozponti elrendezésii kisérletterv, ennek kozéppontjai kézponti pontok, amelyeket a gorbiilet
becslését lehetoveé 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 szamatdl fligg. Mivel két

faktorom volt, igy az a értéke 1,414 volt.

4.4.8. Pigment fermentacio

A pigment fermentacio elinditasanak elso 1épéseként a ferde agaron fejlédott telepekbol
oltdkaccsal, steril koriilmények kozott az inokulum tapkdzegbe oltottam a mikrobdkat. Ezt
kovetden az élesztOk 24 oraig ndvekedtek 130 rpm-en és 28°C-on. Az inokulum tenyészetbdl
5 vIv%-nyi mennyiséget oltottam at (kivétel az inokulum mennyiségének optimalasa soran,
amikor 10° sejt/ml, 5*10° sejt/ml és 107 sejt/ml koncentraciokat alkalmaztam) a fermentécios
tapkozegbe, s a fermentleveket 130 rpm-en (kivétel a levegdztetés hatasanak vizsgalatakor,
amikor 100, 160 rpm-t is vizsgaltam) és 28°C-on inkubaltam legalabb 6 napon keresztiil. A

pigment termelés alakuldsat meghatarozott idonkénti mintavételezéssel kdvettem.

4.4.9. Pigment termelés meghatirozasa

A mérések soran Unicam Helios Alfa spektrofotométert hasznaltam. A mintavételezést
kovetden a pigment termelés meghatirozdsara a mintakat 400 nm-es hulldimhosszon mértem
meg. A mérés el6tt a fermentacios tapkozegbdl kivett 4 ml mintabol 1,5 ml-t Eppendorf-csébe
mértem és 10000 rpm-en 10 percig centrifugaltam, majd az abszorbancidkat a feliiliszot

hasznalva 400 nm-en hatdroztam meg.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. Yarrowia torzsek lipaz termelésének vizsgalata

A lipaz enzim ipari célu felhasznalasa az elmult évtizedekben érezhetéen novekedett,
felhasznaljak az €lelmiszeriparban, a gydgyszeriparban, a papiriparban, a kozmetikai iparban
¢s az energia iparban egyarant. Az iparban leginkabb mikrobidlis eredetli lipazokat
alkalmaznak. A baktériumok és fonalas gombak altal termelt lipazok mellett a tudomany
elérehaladtaval a kutatasok el6terébe keriiltek az élesztégombak is. Ezen okok miatt a PhD

kutatasom els6 részében kiilonféle Yarrowia élesztok lipaz aktivitasat vizsgaltam.

5.1.1. Lipaztermel6 torzsek szelektalasa

Hét kiilonbozé Yarrowia torzs extracellularis lipaz termelését vizsgaltam YEPD alap
tapkozegben (9. abra). A fermentacio 5 napig zajlott, és a lipaz aktivitast naponta ellendriztem.
45
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Fermentacids 1d6 (6ra)

Y.lipolytica 1/4 Y.lipolytica 854/4 Y.lipolytica 6/3 Y. divulgata 5257
Y.bubula 441/4  ==@=Y.porcina Y.02102 —@=Y. divulgata 2062

9. abra. Yarrowia torzsek extracellularis lipaz aktivitasa YEPD alap tapkozegben

A Y. porcina NCAIM Y.02102, Y. bubula 441/4 és Y. lipolytica 6/3 torzsek esetében
nem volt kimutathat6 lipaz aktivitas az 5 napos fermentacio soran az alkalmazott tapkozegben.
A'Y. divulgata 5257 torzs a fermentacio elsd napjan érte el a maximalis aktivitasat, azonban a

legnagyobb enzimaktivitasokat a 2. napon a Y. lipolytica 1/4, Y. lipolytica 854/4 és Y. divulgata
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NCAIM Y.02062 torzsek esetében figyelhetjiik meg. A lipaz aktivitds meredeken csokkent 48-
72 6ra kozott a Y. lipolytica torzsek mindegyikénél. A legjobb értéket a Y. divulgata NCAIM
Y.02062 adta a 48. éraban, 40,56 mU maximalis aktivitassal. A tobbi torzstdl eltéréen a lipaz
aktivitast a fermentacid 72. érajaban is kimutattam ennél a térzsnél. A két Y. divulgata torzs,
valamint az Y. lipolytica 1/4 és Y. lipolytica 854/4 érte ¢l a legnagyobb aktivitast a fermentaciod
soran, ezért ezeket a torzseket valasztottam ki tovabbi vizsgalatokra. A Y. lipolytica lipaz
termelését tobb kutato is vizsgalta (Corzo és Revah, 1999; Destain et al.,1997; Dominguez et
al., 2003; Fickers et al., 2004; Galvagno et al., 2011), és ezt a fajt ipari szinten is kivalé lipaz
termel6nek tartjak. Megemlitendé ugyanakkor, hogy a Y. lipolytica KKP 379 t6rzsnél YEPD
tapkozegben a hidrofob szubsztratok hidnya miatt nem sikeriilt nagy mennyiségti extracelluaris
lipaz aktivitast kimutatni (Fabiszewska et al, 2014). Ezen tény alapjan a kutatomunkam
folytatasaban kiilonféle adalékanyagokat vizsgaltam az enzimaktivitds fokozéasa céljabol.
Kevés szakirodalmi adat all rendelkezésre a Y. divulgata lipaz termelé képességével

kapcsolatban, azonban az altalam mért eredmények biztatd alkalmazasi lehetdséget vetnek fel.

5.1.2. Az olivaolaj és a Tween 80 hatasa a Yarrowia lipolytica és a Yarrowia divulgata
torzsek lipaz termelésére

crer

(Paludo et al., 2018). Erre alapozva az alaptapkozeget 1% olivaolajjal, mint induktorral
egészitettem Ki. A kisérletet a Y. lipolytica 854/4, a Y. lipolytica 1/4, a Y. divulgata NCAIM
Y.02062, ¢és a Y. divulgata 5257 torzsekkel végeztem el, a fermentacios folyamat 148 oran at
folyt, és az extracellularis lipaz aktivitast naponta nyomon kovettem. A Y. lipolytica 854/4 torzs
enzimaktivitasa 13 U/l volt a 24. 6raban, majd a 48. 6éraban 25 U/l-re nétt, végiil a fermentacios
folyamat végén koriilbeliil 20 U/I-re csokkent (10. abra). A Y. lipolytica 1/4 torzs esetében az
extracellularis lipaz aktivitas a 48. oraban érte el a csucsot (131 U/l), majd 72. orara 44 U/l-re,
végiil a fermentacio végén 24 U/l-re esett vissza. A Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzs lipaz
aktivitasa 72 ora elteltével mutatott maximalis értéket (81 U/l), és a 148. 6ras fermentacioig
valtozatlan maradt. Eredményeim alapjan hasonlo6 tendenciakat figyeltem meg minden vizsgalt
torzs esetében, nevezetesen 10 g/l olivaolaj hatékonyan indukalja a Y. lipolytica 1/4, a Y.
lipolytica 854/4, a Y. divulgata 5257 ¢és a Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzsek lipaz
termelését. Az olivaolaj serkentd hatasat a lipaz termelésre tobb tanulmany is megerdsitette.
Galvagno és munkatarsai (2011) 1,0 g/l olivaolaj szerves nitrogénforrasként vald hozzaadasaval
a lipaz termelés jelentds novekedésérdl szamoltak be, a Y. lipolytica 681 torzs lipaztermelését
szignifikansan (p <0,05) novelte az oliva- vagy kukoricaolaj szénforrasként és induktorként

torténd alkalmazasa. Darvishi és munkatarsai (2009), valamint Paludo és munkatarsai (2018)
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kisérleteikben az altalam is alkalmazott 10 g/l (1%) olivaolaj koncentracional mutattak ki a
maximalis extracellularis lipaz aktivitast Y. lipolytica esetében. Pigneéde ¢s munkatarsai (2000)
azonban azt talaltak, hogy az 50 g/l koncentracio hatékonyabb induktor, mint a 10 g/l olivaolaj.
Igbal és Rehman (2015) a Bacillus subtilis novekedésének és lipaz termelésének novekedésérol
szamoltak be 0,5-1%-0s olivaolaj koncentracid6 mellett. Acikel és munkatarsai (2011)
optimalisnak a 0,5 % -0s koncentracioban alkalmazott napraforgoolajat talaltak az R. delemar
altal termelt lipaz aktivitas vizsgalata soran. Nunes és munkatarsai (2014) azt is megallapitottak,
hogy az olivaolaj az intracellularis lipaz termelésére is jelentds serkentd hatassal volt a Y.
lipolytica esetében. Dominguez és munkatarsai (2003) megfigyelték, hogy a napraforgdolaj a
legjobb induktor lipolitikus aktivitast tekintve, 6sszehasonlitva az olajsavval, olivaolajjal vagy
a tributirinnal. A maximalis aktivitast az altalam tapasztaltakkal ellentétben, a fermentacio 8

napjan meérték.

Lipaz aktivitas (U/I)

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Fermentacio ideje (0ra)

Y. divulgata Y.02062 - OO+Tween80 Y. divulgata Y.02062 - OO

Y. divulgata 5257 - OO+Tween80 Y. divulgata 5257 - OO

Y. lipolytica 854/4 - OO+Tween80 Y. lipolytica 854/4 - OO
—@—Y. lipolytica 1/4 - OO+Tween80 —8—Y. lipolytica 1/4 - OO

10. abra: A Yarrowia torzsek altal termelt extracellularis lipaz aktivitas valtozasai kiilonb6z6
tapkozegekben (OO — olivaolaj)

A Tween 80 Yarrowia élesztok lipaztermelésére gyakorolt hatasat 1% olivaolajat
tartalmazo tapkozegben vizsgaltam. A Tween 80-at 0,05% koncentracioban alkalmaztam és
mind az extracellularis (10. abra), mind az intracellularis aktivitist naponta mértem a
fermentaciés folyamat soran, 6 napon keresztiil (22. tablazat). Altaldban a Tween 80
jelenlétében az GOsszes vizsgalt Yarrowia torzs nagyobb lipaz aktivitast produkalt mind az
intracellularis, mind az extracellularis frakciokban.

A Y. lipolytica 854/4 torzs altal termelt extracellularis lipaz aktivitds maximuma

olivaolajat tartalmazo tapkozegben Tween 80 kiegészitéssel a 72. 6raban 474 U/I volt, illetve
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anélkiil a 48. oraban 25 U/l volt megfigyelheté. Mindekdzben ennek a torzsnek a maximalis
intracellularis aktivitasa a Tween 80 nélkiili tapkozegben 467 U/l volt, mig a Tween 80 -t is
tartalmazo taptalajban csak 122 U/l (21. tablazat). Ez azt jelenti, hogy a Tween 80 hozzaadasa
kozel 20x-osara novelte az extracellularis, illetve csokkentette az intracellularis aktivitast ezen
¢lesztd torzsnél. A Tween 80 egy feliiletaktiv, nemionos polioxietilén detergens, amelynek
hidrofob része altalaban egy alkillancbol, a hidrofil része pedig toltetlen etilén-oxid
egységekbél all (Helisto és Korpela, 1998). Altaldban a Tween 80 serkenti a lipaz bioszintézist
és szekréciot, mivel noveli a sejtek permeabilitasat és megkonnyiti a lipadz atjutasat a
sejtmembranon keresztiil (Papagora et al., 2013). Ezt a jelenséget a megvaltozott
sejtpermeabilitasnak vagy a feliiletaktiv anyagok sejthez kotott lipazra gyakorolt hatasanak
tulajdonitjak. Ezzel magyarazhato, az extracellularis aktivitas ndvekedésének mértéke.

A'Y. lipolytica 1/4 torzs esetében a Tween 80 kiegészitést is tartalmazo tapkozegben
mért maximalis extracellularis lipaz aktivitas 221 U/l volt a 72. 6raban. Az érték szignifikansan
alacsonyabb volt, mint a Y. lipolytica 854/4 torzs altal termelt érték. Az intracellularis lipaz
esetében a Tween 80 kiegészités pozitiv hatést fejtett ki, ami azt jelenti, hogy az aktivitas 126
U/1-r61 Tween 80 mellett 273 U/l-re nétt. Erdekes modon e torzsnél az intracelluléris aktivitas
Tween 80 alkalmazasa mellett szignifikdnsan nagyobb volt, mint nélkiile.

A Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzs esetében a maximalis extracellularis lipaz
aktivitast mindkét tapkozegben 72 ora elteltével mértem, S az enzimaktivitas a Tween 80-at
tartalmaz6 tapkozegben (147 U/l) koriilbeliil kétszeres volt, mint anélkiil (81 U/I). Az
intracellularis lipaz aktivitas 117 U/l volt a csak olivaolajat, tovabba 80 U/l az olivaolajat és
Tween 80-t is tartalmazo tapkozegben.

A Y. divulgata 5257 torzs esetében a maximalis extracellularis lipaz aktivitast 72 oras
fermentaciot kovetéen mutattam ki, a maximalis extracellularis enzimaktivitas (20 U/l és 13
U/l) nagyon alacsony volt mind a Tween 80-nal kiegészitett, mind az anélkiili tapkozegben. Az
intracellularis aktivitas esetében a legnagyobb értékek 22 U/l és 8 U/l voltak a Tween 80
kiegészitést tartalmazo, illetve az anélkiili tapkozegben.

Mindazonaltal, hogy a feliiletaktiv anyagok ndvelik a lipaz termelést, hatasuk a
feliiletaktiv anyag tipusatol és a vizsgalt torzstdl is figg (Dominguez et al.,2003). Corzo és
Revah (1999) is megerdsitette, hogy az extracellularis lipaz aktivitas novelhetd6 Tween 80
hozzaadasaval 0,5-2 g/l koncentracié tartomanyban, a biomassza-koncentracié valtozasa
nélkiil. Eredményeim alapjan a Tween 80 hatdsosnak bizonyult az extracellularis lipaz aktivitas
fokozasara minden torzs esetében, mig az intracellularis aktivitasra csak a Y. lipolytica 1/4

torzsnél volt serkent6 hatassal.
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22. tablazat: Kiilonboz6 Yarrowia élesztétorzsek intracellularis lipaz aktivitasa a 72. 6raban
olivaolajat, valamint olivaolajat és Tween 80-at tartalmazo6 tapkozegekben

Lipaz aktivitas (U/I)

Torzs Olivaolaj (1%0) Olivaolaj (1%) és Tween 80
tartalmu tapkozeg (0,05%) tartalmu tapkozeg

Y. divulgata 5257 22 8

Y. divulgata NCAIM 117 80

Y.02062
Y. lipolytica 1/4 126 273
Y. lipolytica 854/4 467 122

5.1.3. Yarrowia yakushimensis torzsek lipaz enzim termelésének vizsgalata

Az olivaolaj lipaz termelés fokozo hatasanak megerdsitését kovetden tovabbi harom Y,
yakushimensis torzs screenelésével folytattam a kutatasaimat, melynek célja volt, hogy még
tobb, eddig kevésbé ismert és kutatott Yarrowia torzs lipaz termeld képességérél legyen
informacid. Vizsgalatomhoz 1 % olivaolajat tartalmazé YEPD tapkozeget valasztottam, a és
kovettem az extracellularis lipaz aktivitds alakuldsat 2 hetes fermentacié soran a Y.
yakusimensis NCAIM Y.02049, Y. yakushimensis NCAIM Y.02050 és Y yakushimensis
NCAIM Y.02052 torzsek esetén. A kisérlet eredményeit a 11. dbra mutatja.
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Y. yakushimensis NCAIM Y.02052

11. abra: Y. yakushimensis torzsek extracellularis lipaz aktivitasanak alakulasa
olivaolaj tartalmu YEPD tapkozegben

A torzsek lipaz aktivitasat attekintve kitiinik, hogy a Y. yakushimensis NCAIM Y.02050

torzs lipaz enzim aktivitasa még az 1 U/I-t sem érte el. Mar a 3. naptdl kezd6dden jol kivehetd,
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hogy a Y.02049 ¢és a Y.02052 torzsek aktivitasa kezd elkiiloniilni a Y.02050 torzsétél, s a 8
naptol kezdve ugrasszertien nétt enzimtermelésiik. A fermentacié idotartama alatti maximalis
értéket a 13. napon érték el, a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 98 U/I, a Y.02049 85 U/I
lipaz aktivitassal. A kisérlet eredményeit a Y. lipolytica 1/4, a Y. lipolytica 854/4, a Y. divulgata
5257 és a'Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzsekével Osszevetve latszik, hogy nagysagrendileg
hasonlo aktivitas értékeket mértem az 1%-os olivaolaj tartalmu tapkdzegben.

Miutan az olivaolaj induktiv jellege bebizonyosodott a Y. yakushimensis torzsek
esetében is, @ Tween 80 hatésat is vizsgaltam 1 hetes fermentéacid soran. A YEPD tapkozeghez
1% olivaolajat és 0,05% Tween 80-at adtam és mind az extracellularis, mind az intracellularis
aktivitast nyomon kovettem a Y.yakushimensis NCAIM Y.02049 és a Y.yakushimensis NCAIM
Y.02052 torzsek esetében. Az eredményeket a 23. tablazat tartalmazza.

23. tablazat: Y. yakushimensis torzsek extracellularis és intracellularis lipaz aktivitasa a 144.
oraban olivaolaj és Tween 80 tartalmti YEPD tapkozegben

Torzs Extracellularis lipaz Intracellularis lipaz
aktivitas (U/1) aktivitas (U/1)
Y.yakushimensis NCAIM 605 116
Y.02049
Y.yakushimensis NCAIM 773 123

Y.02052

Konkluzioként levonhato, hogy Y. lipolytica 1/4, a Y. lipolytica 854/4, a Y. divulgata
5257 és a Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzsekhez hasonloan a Y. yakushimensis éleszt6knél
is a Tween 80 feliiletaktiv anyag alkalmazasa olivaolaj mellett fokozta az extracellularis
aktivitast. Az is egyértelmiien latszik az adatokbol, hogy a Y. lipolytica és a Y. divulgata
torzsekhez hasonldan ezen élesztoknél is az intracellularis lipaz aktivitds nagysaga elmaradt az

extracellularis aktivitdséhoz képest.

5.1.4. Az olivaolaj és a Tween 80 koncentracio hatasanak vizsgalata az extracellularis
lipaztermelésre

crer

torzsek extracellularis lipaz termelésének maximalizalasa érdekében a valaszfeliileti modszerek
(RSM) koziil, kozponti elrendezésti statisztikai modell (CCD) alkalmazasaval tortént
(Nwabueze, 2010). Az enzimaktivitasokat kiilonboz6 fermentacios idépontokban vizsgaltam,
a 72. 6ras fermentaci6 eredményeit a 24. tdblazat tartalmazza.
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24. tablazat: A kiillonb6z6 Yarrowia torzsek 72. 6raban mért lipaz aktivitasa olivaolaj, valamint
Tween 80 tartalmt YEPD tapkozegben

Lipaz aktivitas a 72. éraban (U/I)
Beallitas | Y. lipolytica Y. lipolytica Y. divulgata Y. divulgata

854/4 1/4 Y.02062 5257
1 305 74 99 120
2 301 181 134 107
3 612 354 258 222
4 570 221 217 192
S 599 202 238 282
6 240 137 191 182
7 233 96 78 151
8 289 114 147 96
9 504 166 158 182
10 530 173 161 187

Az eredmények alapjan lathato, hogy a legnagyobb aktivitas értékeket a négy torzs
kozil a Y. lipolytica 854/4 esetében mértem, S az is megallapithatd, hogy az egyes beallitasok
soran kapott enzimaktivitas értékek kozott jelentds kiilonbség van. A masik harom vizsgalt
torzs eredményei kozott nincs nagy mértékii eltérés, sem az egyes bedllitdisok soran meért
aktivitas értékek, sem pedig a torzsek maximum értékei tekintetében. Tovabba az is
megallapithatd, hogy a nagyobb olivaolaj ¢és/vagy Tween 80 koncentracié nagyobb lipaz
aktivitast eredményez, ez forditva is igaz, ugyanis az kisebb koncentraciok esetében kisebb
aktvitas értékeket detektaltam.

A varianciaanalizis (ANOVA) azt mutatta, hogy a Y. lipolytica 854/4 torzs esetében a
linearis és masodfoku valtozok varianciaja, valamint a koztiik 1évé kdlesonhatas 95%-0s, illetve
90%-os szinten szignifikansan hasonld volt (25. tablazat). Ezenkiviil a Y. lipolytica 854/4, 1/4,
a Y. divulgata NCAIM Y.02062 és 5257 torzseknél a modell illeszkedésének megfeleldségét
mutato értékek (LOF) 85%-0s, 93%-0s, 98%-o0s és 92%-0s szinten voltak szignifikansak. A'Y.
lipolytica 1/4 torzs esetében a két linearis valtozo varianciainak-hasonlosaga 96 %-0s szinten,

mig a két masodfoku valtozoé 93 %-os szinten volt szignifikans.
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25. tablazat: Varianciaanalizis olivaolaj és Tween 80 faktorok esetében

Y. lipolytica L Y. divulgata. .
Eaktor 854/4 Y. lipolytica 1/4 Y 02062 Y. divulgata 5257
érték [ érték érték | érték | érték | érték | érték érték
Olivaolaj
(9%)(clsdfok) | 15159 | 005 | 31551 | 0,04 556374 | 001 149102 | 0,02
Olivaolaj
(%)(mésodfok) 41,28 0,10 84,76 | 0,07 61,16 | 0,08

Tween 80 (%) (L) 290,21 0,04 | 142555 | 0,02 | 3789,22( 0,01 | 133,10 0,06

Tween 80 (%)

66,31 0,08 10431 0,06 52,19 | 0,09 40,67 0,10

Q
Olivaolai x| 7576 | 007| 311| 033| 16265 005

Tween 80

Hleszkedes 2469 | 0415| 117,26 | 007 | 113795 | 002 9220| 0,08
megfelelGsége

Mig a Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzs esetén a teljes masodrendii polinomikus
modell kiilonb6z6 valtozdinak variancidja szignifikansan, legalabb 91%-ban hasonlé volt,
addig a Y. divulgata 5257 torzs esetében a részleges modell alkalmazasa mellett bizonyultak
szignifikansnak a fliggetlen valtozok varianciainak a hasonlosagai (90% vagy magasabb szinten
(25. tablazat)). A regresszio analizist az ANOVA eredményei alapjan végeztem, és az EqQ. 1,
Eq. 2, Eq. 3. és Eq.4. egyenletek szerinti modelleket alkalmaztam az extracellularis lipaz

aktivitas valtozasanak leirasara 72. oras fermentacional.

Y1 =518 + 159 X1 -110 X12 +220 X7 -139 X2 + 159 X1 X» (Eq. 1)
Y2 =170 + 61 X1 — 41 X12 + 129 X5 + 46 X2% + 8 X1 X2 (Eq. 2)
Y3 =159 + 81 X1 + 11 X12 + 67 X2 +10 Xz? + 20 X1 X (Eq. 3)
Y4 =180 + 100 X1 + 30 Xz — 20 X5° (Eq. 4)
Ahol:

Yi:aY. lipolytica 854/4 torzs lipaz aktivitasa 72 6ras fermentacio utan
Y2:aY. lipolytica 1/4 torzs lipaz aktivitasa 72 o6ras fermentacio utan
Y3s:a Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzs lipaz aktivitasa 72 oras fermentacional

Y4: aY. divulgata 5257 torzs lipaz aktivitasa 72 6ras fermentacio utan
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X1: az olivaolaj koncentracidja (%)

Xz: a Tween80 koncentraciodja (%)

A regresszios egylitthatok szignifikancia szintjeit t-probaval vizsgaltam, és az értékek
(kivéve két valtozo kozotti kolesonhatast a Y. lipolytica 1/4 torzs esetében) tobb mint 90%-0s
szinten illeszkednek. A lipaz aktivitds az olivaolaj é¢s a Tween 80 koncentracio fiiggvényében

abrazolt valaszfeliilet diagramjai a 12. abran lathatoak. Ezen eredmények alapjan a fliggetlen

a vizsgalt koncentréacio tartomanyban:

Y. lipolytica 854/4 torzs: 1,6 % olivaolaj, 0,065 % Tween 80

Y. lipolytica 1/4 torzs: 1,4 % olivaolaj, 0,09 % Tween 80

Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzs: 1,6 % olivaolaj, 0,09 % Tween 80
Y. divulgata 5257 torzs: 1,6 % olivaolaj, 0,06 % Tween 80

Ezeket az értékeket validaltam ¢és kisérlet utjan igazoltam a relevans torzs

crer

p  Fitted Surface: Variable: Y. liolytica 854/4 720 B Fitted Surface: Variable- Y. lipalytica 114 72 h

AL iR SRR

WLl R
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C Fitted Surface; Variable: Y. divulgata Y.02062 72h D Fitted Surface; Variable: Y. divulgata 5257 72h

L TR b SRR b
WL LT WERER

crer

torzs, C: Y. divulgata Y.02062 torzs, D: Y. divulgata 5257 torzs

A Y. lipolytica Wt-11 mutans élesztd lipaz termelését novelte a 0,1%-0s
koncentracioban alkalmazott Tween 80, de a nagyobb mennyiség gatld hatastinak bizonyult
(Ping et al., 2017). Vizsgalatomban a Y. divulgata Y.02062 és a Y. divulgata 5257 torzseknél a
legnagyobb lipaz aktivitast az 1,6% olivaolajat, valamint az el6bbi éleszt6 esetében 0,09%, az
utobbinal pedig 0,06% Tween 80-at tartalmazo tapkozegnél hataroztam meg. Boekema és
munkatarsai (2007) kimutattak, hogy a Tween 80 0,1%-os koncentracioban dramaian
megnovelte az Burkholderia glumae baktérium extracellularis lipaz aktivitasat.

A szakirodalmak alapjan lipaz termelésre a leggyakrabban alkalmazott olivaolaj
koncentraci6 az 1%. Ezzel szemben az enzim termelés fokozasara a legigéretesebb Tween 80
koncentracio 0,05-0,1% kozott van. Papagora és munkatarsai (2013) lipazt termeld élesztoket
izolaltak szarazon sézott olajbogyobdl (Thassos fajta), amelyeket késébb Debaryomyces
hansenii élesztoként azonositottak. A screenelés soran 0,1% Tween 80-at adtak a taptalajhoz,
mely 1%-ban olivaolajat tartalmazott, s megallapitottak, hogy a Tween 80 elésegitette a lipaz
termelést. Az alkalmazott Tween 80 koncentraci6 optimalisnak bizonyult, ugyanis az el6zetes
kisérletek azt mutattak, hogy a Tween 80 nagyobb koncentracioban gatolja a lipaz aktivitast
(Boekema et al., 2007).

Az olivaolajat az 55-83%-o0s olajsav tartalmanak kdszonhetden az extracelluléris lipaz
szintézis aktivatoranak tekintik, amely a Lip2 gén promoterének az indukaldja. Mindazonaltal

nem minden extracellularis lipazt aktival az olivaolaj, és ugy gondoljak, hogy a sejtfalhoz kotott

59



lipazokat az olajsav nem stabilizalja. A Y. lipolytica KKP 379 extracellularis lipaz termelését

az olivaolajat is tartalmazoé tapkozegben 1évo lipidek indukaltak (Fabiszewska et al, 2014).

5.1.5. Razatasi sebesség hatasa a lipaz termelésre

A'Y. lipolytica egy obligat acrob élesztd, ezaltal az intenziv levegdztetés optimalizalt
keverdsebesség alkalmazasa mellett pozitivan befolyasolja a lipaz termelését (Lopes et al.,
2019). Mindazonaltal kevés kutato foglalkozott eddig a levegdztetés hatdsanak kérdésével lipaz
szekrécid szempontjabol, igy a kovetkezd kisérletem soran a rdzatdsi sebesség optimalast

tliztem ki célul 6 napos fermentécid soran, olivaolaj és Tween 80 tartalmu YEPD tapkdzegben.
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13. abra: A leveg6ztetés hatasa 100 rpm (A) 130 rpm (B) és 160 rpm (C) razatasi sebesség
alkalmazasa mellett az extracellularis lipaz termelésre kiilonb6z6 Yarrowia torzsek esetében

A 13. dbran lathatoak a fermentaci6 soran mért lipaz aktivitas adatok 100 rpm, 130 rpm
¢és 160 rpm fordulatszam mellett. 100 rpm beallitason a legjobb termeld torzs a Y. lipolytica
854/4 ¢éleszté volt, maximum érték a 48. oraban 264,25 U/l volt. A Y. divulgata NCAIM
Y.02062 éleszt6nél szintén a fermentacido masodik napjan volt maximalis a lipaz termelés, mig
a Y. lipolytica 1/4 torzsénél a 72. oraban, a Y. divulgata 5257-nél pedig a 6. napon. 130 rpm
razatasi sebesség mellett az Gsszes torzs esetében a maximumokat a fermentacido harmadik
napjan mértem, tehat a lipdz termelés idOben kitolodott az el6z0 beéllitashoz képest szinte
minden torzsnél. 72 6ra utan az enzim termelés lecsokken. A legjobb termeld torzs Gjfent a Y.
lipolytica 854/4 ¢leszté 628,83 U/l maximum értékkel. Minden torzs esetében a maximum
értékek nagyobbak voltak az eléz6 beallitasokhoz képest. 160 rpm razatasi sebesség
alkalmazasa mellett is a Y. lipolytica 854/4 torzs volt a legproduktivabb lipaz termeld, azonban
a maximuma (304,55 U/l) elmarad a 130 rpm razatas melletti legnagyobb értékt6l, de
meghaladja a 100 rpm fordulatszamon elért maximalis aktivitas értékeket. E beallitas soran is
a 48. oraban volt a legnagyobb az aktivitas, majd a 72. orat kovetden stagnalas, illetve némi
csokkenés figyelhetd meg az 0sszes torzs esetében.

Osszességében megallapithatd, hogy az optimalis razatasi sebesség a vizsgalt Yarrowia
torzsek esetében a 130 rpm volt, ezen bedllitds soran sokkal hatékonyabbnak bizonyult a lipaz
termelés, ugyanis mind a négy éleszt6 legalabb 2-3x annyi enzimet termelt a tobbi beallitashoz
képest. Ezt az eredményt a szakirodalmi adatok is alatamasztjak. Amaral és munkatarsai (2008)
Y. lipolytica megndvekedett lipaz szintézisét tapasztaltdk a kozegbe torténd gazoldodas

fokozasa révén, melyet meglepd modon perfluorodekalin alkalmazasaval értek el. Veerapagu
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¢és munkatarsai (2013) a kutatasuk soran a razatasi sebesség hatasat vizsgaltak a Pseudomonas
gessardii baktérium lipaz enzim termelésére. A kisérletiik soran szintén megallapitottak, hogy
a razatasi sebesség megfeleld mértékli emelése a lipaz termelés novekedését eredményezi, mely
a fokozottabb oxigénatviteli sebességnek tudhato be, illetve megndvekedett az érintkezési
feliilet a kozeg Osszetevoi kozott a Tween 80 alkalmazasa révén. Kutatdsi eredmények
bizonyitjak azt is, hogy a fordulatszam bizonyos szint folé ndvelése forditott hatashoz vezet,
ugyanis a nagyobb razatasi sebesség nagyobb nyirderdt eredményez, ami negativ hatassal lehet
az enzimaktivitasra (Liu et al., 2011; Veerapagu et al., 2013). Erre a megallapitasra jutott Elibol
és Ozer (2000) is, akik a kiséretiik soran a Rhizopus arrhizus fonalasgomba lipaz aktivitast
vizsgaltak négy kiilonbozd razatasi sebességnél (75, 100, 150 és 200 rpm). A maximalis
lipolitikus aktivitast 150 rpm esetében detektaltak. E felett a rdzatas negativ hatasat allapitottak
meg a lipaz bioszintézisre, melyet a fehérjeszerkezetben fellépd valtozasokra vezettek vissza.
Az enzimek ugyanis érzékenyek a mechanikai erére, ami olyan mértékben megzavarhatja egy
molekula specialis alakjat, mely denaturalodast okoz. Eredményeim alapjan az a konkluziot
vonhatd le, hogy a 160 rpm razatasi sebesség mar negativan hat az enzimtermelésre, igy a

tovabbi kisérletek soran 130 rpm rdzatasi sebességet hasznaltam.

5.1.6. Inokulum mennyiség optimalasa

Az inokulum mennyiség optimalizalasa nagyon fontos tényezd a fermentacios
folyamatok soran, mivel az inokulum koncentracié6 novelése negativan befolyasolhatja az
enzimtermelést a rendelkezésre allo tapanyagokért vald versengés miatt. Hasonlé mddon az
alacsony mennyiség az enzimszekrécid mérséklését eredményezheti a sejtszam csokkenése
miatt (Reddy et al., 2008). Munkam soran vizsgaltam az inokulum kiindulasi sejtszamanak a
hatasat a lipaz termelésre egy Y. lipolytica, harom Y yakushimensis és ketté Y. divulgata torzs
esetében. A kisérlethez harom kiilonbozd sejtkoncentracid keriilt kivalasztasra, amelyek a
kovetkezdk: 108 TKE/ml, 5*10° TKE/ml és 10" TKE/ml. A lipaz fermentaci soran olivaolaj

tartalmu YEPD taplevest alkalmaztam, amelyhez 0,05% Tween 80 kiegészitést hasznaltam.
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14. dbra: Az inokulum mennyiségének hatasa az extracellularis lipaz enzim termelésére a Y.
lipolytica 854/4 (A), Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 (B), Y. yakushimensis NCAIM
Y.02050 (C), Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 (D), Y. divulgata NCAIM Y.02062 (E), és
Y. divulgata 5257 (F) torzsek esetében
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A 14. abran feltiintetett eredményekbdl kitiinik, hogy a legtdbb torzs esetében az 5*10°
TKE/ml sejtkoncentracio esetén mértem a legnagyobb aktivitast, igy a Y. lipolytica 854/4 torzs
(14. A abra) esetén is, ahol az aktivitas elérte a 2567,25 U/I-t a harmadik napra. Szintén e
koncentracio volt a leghatékonyabb a Y. yakushimensis NCAIM Y.02050 torzsnél (14. C abra)
a hét napos fermentacio soran, ezen éleszténél 314,2 U/l aktivitast detektaltam, mely a
legalacsonyabbnak bizonyult a maximum értékek kozott. Szintén az 5*10° TKE/ml
sejtkoncentracioju inokulummal beoltott fermentacios tapkozeg esetében volt mérhetd a
legnagyobb enzim aktivitas a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 (14. D abra) torzs kapcsan,
mely 2453,3 U/l értéket ért el a hetedik napra. A Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzsnél mért
enzimaktivitas értékeket a 14. (E) abra szemlélteti. A grafikont nézve is szembetlind, hogy
jelentdsen nem emelkedik a lipaz aktivitas a hét napos fermentacio soran, a maximalisan elért
aktivitas érték 1164,26 U/I szintén az 5*10° TKE/ml-s koncentracié esetében volt detektalhato
a 144. 6rédban.
eredményezte a legnagyobb aktivitast a Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 t6rzs (16. B abra)
esetében, amellyel sikeriilt 2382,5 U/l-es aktivitas érteket elérni a hetedik napra. E koncentracio
mellett mértem legnagyobb értéket a Y. divulgata 5257 torzsnél is (14. F abra) a hatodik napon,
azonban ebben az esetben a masodik legalacsonyabb enzimaktivitas figyelheté meg, minddssze
a 434,43 U/l

A 10° TKE/ml sejtkoncentracioji inokulummal beoltott fermentacios tapkozeg egyik
vizsgalt torzs esetében sem bizonyult a leghatékonyabbnak. Megjegyzendé ugyanakkor, hogy
az egyes torzsek esetében alkalmazott kiilonbdz6 inokulum mennyiségek nagymértékben nem
befolyasoltak az enzimaktivitas eredményességét. A Y. lipolytica 854/4 torzs esetében 10°
TKE/ml koncentracié mellett a maximumhoz kdzel azonos, 2518,8 U/l -t megkdzelitd értéket
kaptam, mig a 10" TKE/ml esetében pedig 2340,6 U/I -t. Ehhez hasonl6 aktivitasértékek voltak
detektalhatok a Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 és Y.2052 torzseknél is, vagyis
Osszehasonlitva e torzsek maximum értékeit a Y. lipolytica 854/4 eredményével megallapithato,
hogy érdembeli kiilonbség nincs, mind a harom torzs 2300-2600 U/l kozotti aktivitas értéket
produkalt. Ezzel szemben a Y. yakushimensis NCAIM Y.02050 torzs és a Y. divulgata 5257-es
térzs maximum értéke nagysagrendileg elmarad e harom torzs aktivitasahoz képest.

Az Osszes torzs esetében elmondhatd, hogy a kiilonboz6 inokulum koncentracid
szamottevén nem befolyasolta az enzimtermelést. Colla és munkatarsai (2016) szubmerz
fermentacio soran vizsgaltak fonalasgombak (Aspergillus niger vagy Aspergillus flavus) lipaz
termelését. A Plackett—Burman Design vizsgalatokban kapott lipolitikus aktivitds eredményeit

varianciaanalizissel értekelték ki, €s arra jutottak, hogy az inokulum mennyisége nem
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befolyésolta szignifikansan (p > 0,1) a szubmerz fermentacié soran torténd lipaz termelést.
Godoy és munkatarsai (2009) Penicillium simplicissimum fonalasgombaval végzett szilard
fazisi fermentacidjuk soran szintén ugyanezen megallapitast tették, hogy az inokulum

koncentracio nem szignifikans jelentdségii lipaz termelés szempontjabol.

5.1.7. Az extracellularis lipaztermelés fokozasanak vizsgalata Tween 80 és Triton X-100

alkalmazasaval

E 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 termelésénck optimalizalasat végeztem el, melynek soran a Tween 80, illetve
a Triton X-100 indukalo hatasat vizsgaltam valaszfeliileti modszer (RSM) részét képezd
kozponti elrendezésii statisztikai modell (CCD) alkalmazasaval. A fermentacios tapkozegek
beoltasakor az egyes torzsek esetén meghatarozott optimalis sejtkoncentraciot hasznaltam. Az
enzimaktivitasokat kiilonb6zd fermentacids id6pontokban vizsgaltam, minden torzs esetében a
legnagyobb aktivitast ad6 fermentacios id6 szerinti eredményeket a 26. tablazat tartalmazza. A
két faktor, s a szignifikans hatas tanulmanyozasa végett a mintakat statisztikai modszerrel is

kielemeztem.

26. tablazat: A kiilonboz6 Yarrowia torzsek legnagyobb lipaz aktivitast adé fermentacios id6
esetén mért eredményei Tween 80, Triton X-100, valamint olivaolaj tartalmti YEPD
tapkozegben

Lipaz aktivitas (U/I)
168. 6ra 168. 6ra 168. 6ra 168. 6ra 144. ora
Beallitas Y. lipolytica aki Y . . Y . | Y.divulgata | Y. divulgata
ishimensis | yakishimensis

854/4 o oooas - |77 02052 Y.02062 5257
1 2297 1688 1475 1238 1037
2 2415 2101 1543 1444 1113
3 2550 2077 1395 1202 987
4 1753 1927 1398 1227 1147
S 1952 1950 1115 1203 1036
6 1615 1745 1187 1205 1008
7 2494 1798 1290 1262 942
8 2290 1142 1336 1275 1436
9 2261 1220 1112 1239 1484
10 2249 1217 1274 1281 1445
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Az eredmények alapjan lathatd, hogy a legnagyobb aktivitas értékeket az ot vizsgalt
¢leszté koziil a Y. lipolytica 854/4 torzsnél mértem, s az is megallapithatd, hogy az egyes
beallitasok soran kapott enzimaktivitas értékek kdzott a legtobb torzs esetében van kiilonbség.
A maximalis aktivitasokat szinte minden élesztd esetében az fermentdcid utolsd 7. napjan
detektaltam, kivételt képez ez aldl a Y. divulgata 5257, melynél mar a 6. napon. A Y. lipolytica
854/4 torzsnél altalanossagban megallapithatd, hogy a nagyobb Triton X-100 tartalom nem
kedvezett a lipaz termelésnek. A legnagyobb aktivitasokat a kisebb Triton X-100 és a nagyobb
Tween 80 koncentracional, valamint a két feliiletaktiv anyag azonos koncentracioban torténd
alkalmazasa esetében detektaltam. A két feliiletaktiv anyag kisebb mennyiségii, de azonos
koncentracioban torténd alkalmazasa a Y. yakushimensis NCAIM Y.02049-nél a legkisebb, mig
a Y. divulgata 5257-nél a legnagyobb aktivitas értékeket eredményezte. A Y. divulgata NCAIM
Y.02062 ¢lesztonél szinte minden bedllitas esetében hasonlo aktivitas értékeket mértem.

A varianciaanalizis (ANOVA) eredményei szerint (27. tablazat) a Y. divulgata NCAIM
Y.02062 torzs (p=0,01), illetve a Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 torzs esetén az
enzimtermelésre a legjelentdsebb szignifikans hatast (p=0,01) a Tween 80 masodfoku
koefficiense (Tween 80 (Q)) adta. E torzsek esetén a linearis Tween 80 is jelentds mértékben
befolyasolta az enzimaktivitast, figyelemmel arra, hogy a p-értékei (p=0,03; p=0,05) ebben az
esetben is szignifikansak voltak mar 95%-0s valdsziniiségi szinten. Tovabba ugyanezen a
valoszinliségi szinten a Tween 80 masodfoktl koefficiense a Y. divulgata 5257 torzs
enzimaktivitasara is szignifikans hatassal volt (p=0,04). 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 masodfokt Triton X-100 befolyasolta jelentésen (p=0,07; p=0,08; p=0,07). Az
elobb emlitetteken kiviil a Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 torzs enzimaktivitasara még a
Triton X-100 masodfoku koefficiense is szignifikans hatassal volt (p=0,03). A Y. yakushimensis
NCAIM Y.02052 torzs esetében két linedris valtozo hat szignifikansan az enzimtermelésre
90%-o0s konfidencia intervallumon. A Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 torzs lipaz hozamara
(p=0,08) a kolcsonhatasi tag (Tween 80 + Triton X-100) jelent6s hatast gyakorolt. A Y.
yakushimensis NCAIM Y.02052 torzs lipaz szintézisét (p=0,08) a linearis Tween 80 erdteljesen

fokozta.
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27. tablazat: Varianciaanalizis Triton X-100 és Tween 80 faktorok esetében

. Yarrowia. Yarrowia. . .
Yarrowia . . ) . Yarrowia. Yarrowia.
) - yakushimensis | yakushimensis - ;
lipolytica NCAIM NCAIM Y divulgata divulgata
Faktor 854/4 v 02049 o052 Y.02062 5257
F p F p F érték p F p F p
érték
Triton X-100
L) 507 [ 007 | 27| o017 997 | 0,03a| 227(021| o086]| 04
Triton X-100 19 33| 031 | 1079 | 003| 226 0207 | 001|091 575] 007
(%)(Q)
0,
(Tli")’eengo(ﬁ’) 021|067 1017 | 003 497 | 008| 023|065]| 008079
0,
'(I'(;\;eenSO(A)) 02| 067 1624 | 0,015 427 01 0002|096| 847|004
Triton X-100 {5007 | 0,98 | 52| 008| 00005| 098| 086| 04| 233| 02
Tween 80

A 15. abran lathatoak a lipaz aktivitasnak a Tween 80 és a Triton X-100 koncentracio
fliggvényében abrazolt valaszfeliilet diagramjai. Ezen eredmények ismeretében a fliggetlen

valtozok (Tween 80 és Triton X-100) optimalis koncentracidja az alabbiak szerint hatarozhato

meg:

Y. lipolytica 854/4 torzs: 0,09% Tween 80, 0,03 % Triton X-100
Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 t6rzs: 0,09 % Tween 80, 0,01 % Triton X-100
Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 t6rzs: 0,09 % Tween 80, 0,01 % Triton X-100
Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzs: 0,09 % Tween 80, 0,01 % Triton X-100

Y. divulgata 5257 torzs: 0,05 % Tween 80, 0,05 % Triton X-100
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15. 4bra: A kiilonb6z0 torzsek lipaz aktivitasanak valaszfeliileti diagramja a Triton X-100 és a

crer

NCAIM Y.02049 (B), Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 (C) Y. divulgata NCAIM Y.02062
(D) torzsek esetén a 168. oraban, Y. divulgata 5257 (E) torzs esetén a 144. 6raban

A Triton X-100 és a Tween 80 nemionos polioxietilén detergensek, és vizes oldatokban
két fazist képeznek a hoémérséklet novekedésével: egy detergenssel dusitott, mas néven
koacervat fazist és egy detergensben szegényitett fazist. Pozitiv korrelacio all fenn a fehérje
hidrofébsaga és a koacervat fazisba vald felosztasa kozott, ami igazolta, hogy az ilyen
rendszerekben a fehérje-detergens kdlcsonhatdsok foként hidrofobok (Salameh és Wiegel,
2010).

Kanimozhi és Perinbam (2010) munkajuk soran a Pseudomonas sp. Lp1 baktérium lipaz
termelésének fokozéasaval foglalkoztak, amely soran tobbféle adalékanyag hatasat is nyomon
kovették. Kutatasaik soran, a vizsgalt 0,2% (v/v) koncentracioban alkalmazott Triton X-100 és
a Tween 80 feliiletaktiv anyagok koziil a Tween 80 bizonyult hatékonyabbnak. Kisérletem
soran azt tapasztaltam, hogy a Triton X-100 az élesztégombaknal is indukal6 hatast gyakorolt
az enzim termelésre, de novelt koncentracidban vald alkalmazasa nem indukalta a lipaz

szekréciot. A feliiletaktiv anyagot nem tartalmaz6 mintakhoz képest a Candida rugosa esetén
0,45 g/l Triton X-100 jelenléte Gtszordsére novelte az enzimtermelést (Perna et al., 2017). A

Triton X-100, mint ionos feliiletaktiv anyag indukalja a lipaz aktivitast, az enzim-szubsztrat
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kolcsonhatas befolyasolasaval. A kisérletem eredményeibdl én is azt allapitottam meg, hogy a
feliiletaktiv anyagok pozitivan hatnak az enzimtermelésre.
5.1.8. Lipaz aktivitas alakulasa az optimalasi folyamat soran

A 28. tablazatban szerepld eredmények alapjan jol lathat6, hogy az alabbi 6t Yarrowia
torzs esetében az optimalasokat kovetden nagysagrendekkel nagyobb aktivitast sikeriilt elérni

a kezdeti aktivitashoz képest.

28. tablazat: Yarrowia torzsek lipaz aktivitasanak alakulasa az optimalasi folyamat soran

Torzs Kezdeti aktivitas | Optimalasokat | Novekedés
un koveté aktivitas mértéke
YEPD+olivaolaj (ufn

Y. lipolytica 854/4 25,23 2567,25 101x
Y. divulgata 5257 25,17 1484,3 58x
Y. divulgata NCAIM 26 1444,34 55x
Y.02062

Y. yakushimensis 84,53 2382,5 28X
NCAIM Y.02049

Y. yakushimensis 97,92 2453,3 25X
NCAIM Y.02052

A kétY. divulgata torzs esetében az olivaolaj, a Tween 80 és a Triton X-100 alkalmazasa
mellett mértem a legnagyobb lipaz aktivitast, a masik harom éleszt6 esetében viszont a csak az
olivaolaj és Tween 80 kiegészitést tartalmazd tapkozeg adta a legnagyobb enzimaktivitas
értéket. A legnagyobb mértékii, 101-szeres lipaz aktivitas novekedést a Y. lipolytica 854/4

torzsnél értem el az optimalasi kisérleteket kovetden, a kezdeti értékhez képest.

5.1.9. AYarrowia élesztokbol szarmazo nyers lipazok részleges jellemzése

Meghataroztam a 6 kivalasztott Yarrowia torzs eredetli extracellularis és intracellularis
nyers enzimek pH- és hoémérséklet-optimumat. A hdmérséklet optimalas soran a lipaz aktivitast
25°C - 45°C kozottt hémérsékleti tartomanyban mértem, 5°C-onkénti emeléssel, pH 7,2

Sorensen pufferben, melynek eredményeit a 16. dbra szemlélteti.
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16. abra: A négy Yarrowia torzs extracellularis (A) és intracellularis (B) lipaz enzimeinek

hémérseklet optimuma

Az extracellularis frakciok esetében a lipaz aktivitds 25°C és 37°C ko6zott azonos
tendenciat mutatott, 37°C-on érve el a maximumot, ezt kovetden drasztikusan visszaesett. A Y.
lipolytica 1/4 toérzs enzimaktivitasa 40°C-on az optimum mintegy 20%-ara, 45°C-on pedig
10%-ara esett vissza.

Az intracellularis frakciok esetében hasonlé tendencidk figyelhetok meg. Az inkubacids
hémérséklet 25°C-r6l 37°C-ra torténd emelése a lipaz aktivitas névekedését eredményezte. A
maximalis aktivitast 37°C-on mértem, minden nyers enzimkészitménynél.

A szakirodalom is a 37 °C-os hdmérsékleten tanulmanyozza a Y. lipolytica lipaz enzim

aktivitasat. Corzo és Revah (1999) munkajuk soran megfigyelték, hogy a Y. lipolytica 681 torzs
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maximalis lipaz aktivitasa 37°C-on volt. A Y. lipolytica CBS 6303 torzs és a Y. lipolytica
LgX64.81 mutans torzs lipaz aktivitasanak optimalis hdmérséklete szintén 37 °C (Destain et al.
1997; Fickers et al., 2006). Carvalho és munkatarsai (2017) a Y. lipolytica IMUFRJ 50682 torzs
altal termelt lipdz enzim optimalis homérséklet tartoméanyat szintén 35-40°C kozottinek
allapitottak meg.

A'Y. divulgata 5257 torzs esetében mind az intra-, mind az extracellularis lipazok
stabilabbak voltak 45°C-on, mint a tobbi vizsgalt torzsé. Ezen a hdmérsékleten végzett
enzimaktivitas mérést kovetOen intracellularis esetben a maximalis érték 63%-a,
extracellularisnél pedig a 39%-a volt megfigyelhetd.

A'Y. lipolytica Lip2 magas hdmérsékleten instabil, mar 40 °C felett gyorsan elvesziti
aktivitasat. Termostabilitasa javithatd kombindlt diszulfid kotések tervezésével a kiilonbozo
régiok kozott (interregionalis diszulfid kotések). A Y. lipolytica 4S mutans (négyszeres
mennyiségli diszulfid kotést tartalmazdé muténs) torzsbol szdrmazd lipaz optimalis
hémérséklete 35 °C-rol 40 °C-ra, mig az 5S (6tszords mennyiségli diszulfid kotést tartalmazo
mutans) és 6S (hatszoros mennyiségl diszulfid kotést tartalmazoé mutans) mutdnsokbol
szarmazé lipazoké 55 °C-ra emelkedett (Li et al, 2019). A diszulfid kotések altalaban
stabilizaljak a fehérjék szerkezetét, ezaltal novelik termostabilitdsukat. Eredményeim alapjan
feltehet6, hogy a Y. divulgata 5257 torzsbol szarmazéd lipazfehérje gazdagabb diszulfid
kotésekben.

A pH lipaz enzimaktivitasra gyakorolt hatdsanak meghatdrozdsa soran pH 5- pH 8
tartomanyban Sorensen puffereket alkalmaztam. A méréseket az optimalisnak talalt 37°C-on

végeztem el (17. abra).
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17. dbra: Yarrowia torzsek extracellularis (A) és intracellularis (B) lipaz enzimeinek pH
optimuma

Az Osszes vizsgalt frakcid, beleértve az intracellularis €s extracellularis preparatumokat
is, pH 7,2 -n mutatott optimalis értéket, s a két sz¢éls6 pH-érték esetén (pH 5 és pH 8)
szignifikansan alacsonyabb enzimaktivitast hataroztam meg. A pH 7,5 értéknél a Y. lipolytica
1/4 és a Y. divulgata 5257 torzsek intracellularis lipaz aktivitasa szignifikansan nagyobb volt,
mint a tobbi vizsgalt torzs esetében. Carvalho és munkatérsai (2017) arr6l szamoltak be, hogy
a'Y. lipolytica IMUFRJ 50682 torzs altal termelt lipaz enzim pH optimuma pH 6-7 tartomany
kozé esik. Mas kutatd csoportok is optimalisnak tartottdk a pH 7-et a Y. lipolytica lipaz
aktivitasa szempontjabol (Destain et al., 1997; Fickers et al., 2006). Erdekes modon egyes
szerzOk (Li et al., 2019; Zieniuk et al., 2019), akik a lipaz aktivitast szintén vizsgaltak pH 7,2
értéken, nem talaltak ezt a kémhatast optimalisnak a Yarrowia eredetii lipazok szamara.

A diszulfid kotések az enzimek pH stabilitasat is befolyasolhatjak, a tobbszords
diszulfid kotések tervezése javithatja azt. Ezt bizonyitja, hogy a Y. lipolytica 5S és 6S vad tipusu
torzseknél a pH stabilitas pH 4,0-9,0 kozotti tartomanyrdl (vad torzs) pH 3,0-11,0 kozottire
boviilt (mutans torzs), s 24 6ras 25 °C-on torténd inkubacid utdn megdrizte eredeti aktivitdsdnak

tobb mint 75%-at (az aktivitas vizsgalata 30°C-on tortént) (Li et al., 2019).
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5.1.10. Novényi olajok és olajpogacsak alkalmazhatosaganak vizsgalata lipaz enzim
termelésére

5.1.10.1 Novényi olajok vizsgalata

A kutatomunkam folytatasaként névényi olajok, mint természetes szubsztratumok lipaz
enzim termelésre gyakorolt hatdsat hasonlitottam Ossze 1%-0S koncentracidoban alkalmazva.
Szakirodalmi adatok figyelembevételével a kovetkez6 olajokra esett a valasztasom: olivaolaj
(kontrollként), kokuszolaj, didolaj, sz6ldmagolaj, szezdmmagolaj, napraforgoolaj,
kukoricaolaj, hasznalt siitdolaj és repceolaj. A kisérlet eredményeit a 18. dbra szemlélteti. A
méréseket a két legnagyobb lipaz aktivitast ado torzzsel, a Y. lipolytica 854/4-es és a Y.
yakushimensis NCAIM Y.02052-sel hajtottam végre 7 napos fermentacio soran.
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18. abra: Y. lipolytica 854/4 (A) és Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 (B) éleszt6gombak
lipaz aktivitasanak alakulasa az id6 fliggvényében 1% ndvényi olaj és Tween 80 tartalmt
YEPD tapkozegben

Mind a két vizsgélt torzsnél elmondhat6, hogy az Osszes felhasznalt szubsztratumon
tortént lipaz enzim termelés, azonban az egyes olajok esetében eltéré mértékben. Mind a Y.
lipolytica 854/4, mind a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 értékei alapjan a legjobb
induktornak az olivaolaj bizonyult, ennek magyarazata a magas olajsav tartalmaban keresendo,
hisz kutatasok mar igazoltak, hogy a Y. lipolytica lipaz termelését fokozza az olajsav (Fickers
et al., 2004). Az olivaolaj alkalmazasa soran az el6bbi torzsnél 586,88 U/l aktivitas érték volt
detektalhatd a 144. éraban, utobbinal pedig 697,6 U/l a fermentacié utolsé napjan. Emellett a
napraforgoolajat tartalmazo tapkozeg aktivitas értéke volt még kimagaslo a Y. lipolytica 854/4
torzsnél 547,36 U/l értékkel a 144. 6raban, illetve a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 esetében
483,17 U/l a 72. éraban. Megemlitendd, hogy csak igy, mint az olivaolaj a napraforgdolaj is
viszonylag magas olajsav tartalommal rendelkezik (Rauf et al., 2017). A szezammagolaj
alkalmazasa mellett a Y. lipolytica 854/4 torzsnél az aktivitas mindossze 161,4 U/l volt a 48.
oraban. Viszont a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 élesztonél a szezammagolaj kiegészitést
tartalmazé taplevesen a 144. draban mért maximalis aktivitds azonos a napraforgdolajéval,
melyet a 3. napon mértem. Erdemes kiemelni a hasznélt siitdolajat is, mely bar korantsem a
leghatékonyabb induktor, viszont szdmos ndvényi olajndl jobbnak bizonyult mindkét torzs
esetében, tovabba nem hagyhat6 figyelmen kiviil a beszerzési koltsége, ami a toredéke a tobbi

ndvényi eredetii olajénak, ezért gazdasagi szempontbol is igen elényds lenne az alkalmazésa.
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A'Y. lipolytica 854/4 (A) torzsnél kedvez6 szubsztratumok koz¢ sorolhatd a kokuszolaj
IS, melynél a maximum lipaz aktivitas érték kozel 500 U/l volt a 3.napon. Szamos kutatast
végeztek a kokuszolaj lipaz termelésre gyakorolt hatasaval kapcsolatban, s a legtobb esetben
megallapitottak, hogy indukal6 hatasanak magyarazata a nagyobb mennyiségii rovid szénlancu
telitett zsirsav tartalom, illetve a zsirsav-észterck Osszetétele volt (Gowthami et al., 2015;
Savalas et al., 2021). A'Y. lipolytica 854/4 ¢leszt6énél ezt az indukalo hatast én is tapasztaltam,
igy elmondhatd, hogy ez az élesztd hasznositja a telitett zsirsavakat is, szemben a Y.
yakushimensis NCAIM Y.02052-vel, mely elssorban a telitetlen zsirsavak bontasara képes,
melyek mind az olivaolajban, mind a napraforgoolajban nagy mennyiségben jelen vannak (Guo
et al., 2018; Rauf et al., 2017).

Darvishi és munkatarsai (2009) megallapitottak, hogy a Y. lipolytica lipaz termelésére
az altaluk kivalasztott olajok koziil az olivaolaj bizonyult a legjobb szubsztratumnak, hasonléan
a kutatdsaim soran kapott eredményekhez. Egy masik kutatocsoport, Suci és munkatarsai
(2018) Bacillus subtilis esetén vizsgaltak, a hasznalt siitdolaj lipaz termelésre gyakorolt hatasat.
A maximalis aktivitast (4,96 U/ml) 84 oras fermentacio soran érték el. Az altalam végzett
tovabb végezni, mivel a maximalis lipaz termelést mind a két torzs esetében a 3. napon
detektaltam és utana csokkeni kezdett az aktivitds. Fabiszewska és Biatecka-Florjanczyk (2014)
is vizsgaltak Yarrowia lipolytica KKP 379 ¢éleszté lipaz termelését kiilonb6z6 novényi
olajtartalmu tapkozegekben. Eredményeik alapjan a ndvényi olajok — kutatasukban legjobban
a kukoricaolajos tapkozeg — fokozo hatassal birtak a lipaz termelésre. Saygiin és munkatarsai
(2014) hasonld kutatast végeztek a Yarrowia lipolytica YB 423-12 ¢lesztdgombaval
kapcsolatban, az altaluk mért aktivitasi értékek is megerdsitették, hogy a névényi olajok
serkentden hatottak az aktivitasra.

Osszességében megéllapithatd, hogy mind a két torzs esetében a legjobb
szubsztratumnak az olivaolaj €s a napraforgoolaj bizonyult, illetve, mig az olivaolajnal a Y.
yakushimesis NCAIM Y.02052, addig a napraforgdolajnal a Y. lipolytica 854/4 éleszté esetén

mértem nagyobb lipaz aktivitast.

5.1.10.2 Novényi eredetii olajpogacsak vizsgalata

Az elmult néhany évtizedben megndvekedett a mezdgazdasag és az ipar kiilonbozo
agazataibdl szarmazod szerves maradvanyok kiaknazasa iranti lehetdségek kutatasa. Mivel az
olajpogacsakat (magvakbol torténd olajkivonds utdn nyert melléktermékek) kevés teriileten
hasznaljak fel, emiatt nagyrészt hulladékként kezelik, igy kornyezetterhelést jelentenek. A

ndvényi maradvanyok, mint a korpa, héj és gyiimdlcsmagvak, valamint pelletek potencialis
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nyersanyagként hasznosulhatnak a biofolyamatok soran, mivel kivalo taptalajként szolgalnak a
mikroorganizmusok szaporoddsdhoz, biztositva szdmukra az alapvetd tapanyagokat.
Alkalmazéasuk a fermentaciés technoldgia teriiletén bioldgiailag aktiv metabolitok eldallitasat
eredményezheti (Ramachandran et al., 2007). Az ujrahasznositas eredményeként nemcsak a
kornyezetet lehetne kimélni, hanem az ipari folyamatokba visszavezetve példaul a lipaz
termeléshez felhasznalni, ezzel is kialakitani és tamogatni egy fenntarthato gazdasagi
korforgast. Ezen tényekre s felvetésekre alapozva kovetkezd kisérletemben 5 féle pellet —
tokmag, aranylenmag, napraforgdmag, mogyoro6 ¢és kendermag — felhasznaldsaval végeztem

enzimfermentaciot, melynek eredményeit a 19. dbra szemlélteti.
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19. abra: Y. lipolytica 854/4 (A) és Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 (B) élesztdgombak
lipaz aktivitasanak alakulasa az id6 fliggvényében novényi pellet szubsztratumokon

A novényi eredetii olajokhoz hasonldan a pelletek esetében is az Gsszes tapkozeghen
mind a két éleszté torzs termelt lipaz enzimet. A Y. lipolytica 854/4 esetében a maximalis lipaz
aktivitast minden olajpogacsandl a 24. 6rdban mértem. Az ezt kdvetd napokon vett mintak
mérési eredményei alapjan csokkend tendencia mutathato ki az aktivitasban. A Y. lipolytica
854/4-gyel szemben a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 esetén a lipaz aktivitds maximum
értekei a 72. ordban voltak mérhetdk, kivéve a napraforgomag pelletet, amelynél a lipaz
aktivitas a 24. orat kovetéen mar nem ndvekedett. Mind a Y. lipolytica 854/4, mind a Y.
yakushimensis NCAIM Y.02052 torzs esetében az egyik legnagyobb enzim aktivitds az
aranylenmag pelletnél volt megfigyelhet6 (279,8 U/l és 428,68 U/I), amelyet a tokmag pelleten
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elért aktivitas értéke kovet (267,45 U/l és 295,43 U/l). Az aranylenmag szintén gazdag
tobbszorosen telitetlen zsirsavakban (Lemahieu et al., 2015), ez a tény magyarazatul szolgalhat
a jobb indukald képességére.

A szakirodalom megerdsiti, hogy a novényi alapu pelletek fokozzak az enzimtermelést
(Salihu et al., 2016; Amin és Bhatti, 2014; Gowthami et al., 2015). Ez a konklizié vonhato le
az én eredményeimbdl is, lathato, hogy a pelletek indukaltak a lipaz termelést

Farias és munkatarsai (2014) Y. lipolytica éleszt6 lipaz termelését vizsgaltak gyapotmag
pelleten 48 oras szilard szubsztratumu fermentacio soran. Megallapitottak, hogy a Y. lipolytica
képes volt novekedni és lipazt termelni a pelletet tartalmazé tapkézegben. A fermentacid 28.
orajaban tapasztaltak nagy mennyiségli enzim aktivitast. Tobb kutatasnal is arra figyeltek fel,
hogy az olajpogéacsak szubsztratumként valo felhasznéaldsakor a lipaz termelés egy-két napos
fermentacional a legnagyobb (Kumar et al., 2012; Szymczak et al., 2021). A kisérletem
eredménye alatamasztja ezt, ugyanis a Y. lipolytica 854/4 torzsnél a 24. 6raban mértem a

maximumokat minden pelletnél.

5.1.11. Természetes szubsztratumok koncentracidojanak optimalasa az extracellularis

lipaz termelés szempontjabdl

Az el6z6 kisérletek eredményei szerint mind a Y. lipolytica 854/4, mind a Y.
yakushimensis NCAIM Y.02052 esetében az olivaolaj és a napraforgdolaj bizonyult a legjobb
induktoroknak, mig az olajpogacsakat tekintve az aranylenmag volt a leghatékonyabb.
Gazdasagi szempontbol ezen szubsztratumok mellett a hasznalt olaj alkalmazasaban is rejlik
potencial. Ezen informaciok ismeretében a célom az volt, hogy megallapitsam, a Y. lipolytica
854/4-es és a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 torzsek lipaz enzim aktivitasa hogyan fiigg az
alkalmazott ndvényi szubsztratum koncentraciojatol egy hetes fermentacio soran (20. abra). Az

alabbi koncentraciokat alkalmaztam a szubsztratumok esetében: 0,5 %, 1 %, és 2 %.
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20. abra A Y. lipolytica 854/4 (A) és a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 (B) lipaz

eredetll szubsztratumokon

A lipaz aktivitas alakulasa alapjan a Y. lipolytica 854/4 és a Y. yakushimensis NCAIM
Y.02052 éleszt6torzs esetében kijelenthetd, hogy a szubsztratum koncentracié novekedésével
az enzimaktivitas is fokozodik. A legjobb induktornak mindketté térzs esetén az olivaolaj
mondhatd, ugyanis e szubsztratumnal 1293,57 U/l, illetve 1042,3 U/l aktivitas értéket
detektaltam a 168. ordban (2%-os koncentracid esetében), mig a 2 % napraforgdolajat
tartalmazo minta enzimaktivitasa az eldbbinél 1214,43 U/l volt a 144. 6raban, illetve az utobbi
esetében 946,71 U/l a 168. éraban. Az aranylenmagot és a 0,5 % hasznalt olajat tartalmazo
mintak esetén az értékek joval elmaradnak az olivaolaj alkalmazasa soran észlelt maximumhoz
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képest. A legkevésbé hatékony szubsztratumnak az aranylenmag pellet mindsitheté mindkét
torzsnél, hiszen minden koncentraciondl e szubsztratum esetében mértem a legalacsonyabb
lipaz aktivitési értékeket, vagyis kijelenthetd, hogy az olajok eredményesebbnek bizonyultak.
Az aranylenmag pellet esetén a 48. draban lehetett észlelni a maximalis lipaz aktivitasokat, ezt
kovetden az aktivitas csokkenni kezdett. mindharom koncentracional.

A Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 lipaz aktivitds értékeket tekintve még
megemlitendd, hogy a hasznalt olajat tartalmazé tapkozegek esetében detektalt maximum
enzimaktivitas joval elmarad a masik két ndvényi olaj esetében mért maximumoktol.

Rajesh ¢és munkatarsai 2010-ben a Trichoderma reesei lipaz termelésénck
optimalizdlasa soran megallapitottdk, hogy a lipaz termelésre legjobb szubsztratum a 2 %-0S
olivaolaj. A kisérletem soran is kijelenthetd, hogy a legnagyobb maximalis lipaz aktivitds mind
a két torzs esetében a 2 %-os olivaolaj esetében volt detektalhato. Salgado és munkatarsai
Magnusiomyce capitatus lipaz termelésére gyakorolt hatasat vizsgaltak meg, s @ maximumot a
3 % olivaolajat tartalmaz6 minta mutatta a fermentacio 4 napjan, mig kutatasom soran 7 napos
fermentacioval értem el a maximumot olivaolajokat tartalmazo tapkozegekben.

A hasznalt olaj ugyan nem tiint a leghatékonyabb induktornak, azonban a
elérni. Megemlitendd, hogy a fermentaci6 elején (24. ora) a 0,5%-o0s koncentracioban torténd
alkalmazasa volt a leghatékonyabb. Kijelenthetd, hogy bar a lipaz aktivitas értékek elmaradnak

az olivaolajtol, az optimalizalasaval valosziniileg az aktivitds ndvekedését eredményezné.

5.2. Yarrowia torzsek pigment termelésének vizsgalata

Kutatdmunkam soran a kiilonféle Yarrowia éleszték lipaz aktivitasa mellett az egyes
torzsek barna szinli pigment termelését is vizsgaltam. Ahogy azt mar emlitettem a pigmenteket,
mint szinezOanyagokat szdmos iparagban hasznositjdk, tobbek kozott felhasznéljak az
¢lelmiszeriparban, a gydgyszeriparban, a festékiparban, a kozmetikai iparban és a textil iparban
egyarant. Azonban nem lehet eléggé hangsulyozni, hogy a szintetikus szinezékeknek
kedvezdtlen egészségiigyi hatasai lehetnek, valamint gyartasuk a kdrnyezetre is karos hatassal
birhat, ezen okok miatt a mesterséges pigmentek piaca lealdozoban van. Ezzel szemben a
természetes eredetli mikrobialis pigmentek egyre szélesebb korben népszeriiek. Ezen indokok

miatt valasztottam ki a barna szinli, melanin-szerli pigmentet a kutatdmunkam folytatasahoz.
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5.2.1. Yarrowia torzsek screenelése pigment termelésre

Hét kiilonb6z6 Yarrowia torzs screenelését végeztem el Carreira és munkatarsai (2001
b) altal Y. lipolytica elkiilonitéséhez alkalmazott tirozin tartalmt tapagaron, agardiffazios
modszert alkalmazva (21. abra). Az inkubaci6 egy héten keresztiil tartott. A torzsek pigment
termel6 képességére az agaron kindtt telepek koriil 1athatd barna elszinez8dés utalt. A zona
nagysaganak mértéke alapjan keriilt sor a torzsek rangsoroldsara. A tdpkozegben 1év0 tirozin
bomlasabol szarmazé homogentizinsav Yarrowia sejtek koriili felhalmozodasa, majd lagos
kornyezetbeni auto-oxidacidja €s polimerizacidja révén keletkezik a barna szini (feltehetdleg

piomelanin) pigment (Carreia et al., 2001 b).

21. abra: Yarrowia torzsek 1 hetes screenelése pigment termelésre agardiffiizios modszerrel
(fels6 sor: Y. porcina 859/4, Y. divulgata NCAIM Y.02062, Y. lipolytica 1/4
Y. divulgata 445/4;
alsé sor: Y. lipolytica 6/3, Y. lipolytica 854/4, Y. divulgata 5257)

Az agardiffiziés modszer alapjan lathato, hogy valamennyi torzs termelt pigmentet,
viszont kiillonb6z6 mértékben. A legkevésbé jo termeldnek a Y. divulgata 445/4 és a Y. porcina
859/4, a leghatékonyabbnak pedig a Y. lipolytica 6/3 bizonyult. A fenti eredmények alapjan
kutatomunkam folyatasahoz a Y. lipolytica 6/3 mellett a Y. lipolytica 854/4 éleszt6t, illetve a
még kevésbé kutatott Y. divulgata NCAIM Y.02062 és a Y. divulgata 5257 torzseket

valasztottam ki.
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5.2.2. Tapkozeg osszetétel hatasanak vizsgalata

A tovabbiakban a négy kivalasztott torzzsel végeztem tapkozeg optimalasi kisérletet
szubmerz fermentaciok soran. A fermentacids alap tapkdzeget a pigment termelés fokozasa
érdekében tirozin, glicin, L-glutamin, L-aszparagin és tejsav komponensekkel egészitettem ki
¢s 5% inokulum tenyészettel oltottam be. A tapkozegek egyike csak tirozin kiegészitést, egy
masik az Osszes komponenst, mig a harmadik a tejsav kivételével a tovabbi felsorolt
komponenseket tartalmazta. Carreira és munkatarsai (2001) szerint tirozin tartalma kézegben a
barna pigment termelés eldsegitéséhez sziikséges a lugos kémhatas. Az egyes mintavételek
soran nyomon kovettem a pH valtozasat (22. abra) és az abszorbancia értékeket 400 nm-en (23.

abra) a pigment termelés ellendrzésére. Az inkubacio idétartama legalabb egy hét volt.
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22. abra: Y. lipolytica 6/3 (A), Y. lipolytica 854/4 (B), Y. divulgata NCAIM Y.02062 (C), Y.
divulgata 5257 (D) torzsek pH valtozasanak alakulasa kiilonb6z6 tapkozegekben (1.
tapkdzeg: tirozin tartalmu alaptapkdzeg, 2. tapkozeg: tirozin, glicin, L-glutamin, L-aszparagin

aminosav kiegészités, 3.tapkozeg: tejsavval kiegészitett 2. tapkozeg)

83




Az egyes tapkozegek pH értékeinek alakulasabol lathato, hogy a csak tirozint tartalmazo
1. tapkozeg fermentacidja soran nem volt akkora valtozads a kémhatasban, az értékek hasonld
intervallumban mozogtak valamennyi torzs esetében, a Y. lipolytica térzseknél pH 5,1-6,8 a Y.
divulgata élesztoknél pedig pH 5,3-6,3-0s értékek kozott. Tovabba megallapithato az is, hogy
az 1. tapkozeg esetében voltak a legkisebbek az abszorbancia értékek valamennyi vizsgalt
¢leszténél, ezért ez nem bizonyult olyan hatékonynak a pigment termelés szempontjabol, mint
a masik két tapkozeg. Ez egyrészt a pH alakuldsara vezethetd vissza (maximum értékei
elmaradtak a tobbi tapkozegétol), masrészt a tapkozeg Osszetételére. Viszont kiemelném, hogy
aY. lipolytica 854/4 kozel hasonld abszorbancia értékeket adott mind a harom tapkozeg
esetében. Az 1. tapkozegnél 0,788 a 2-nal 0,923 és a 3-nal 0,817 abszorbancia értékeket
detektaltam.

Megfigyelhetd mind a négy torzsnél, hogy a tejsav nélkiili, de minden egyéb
komponenst tartalmazé 2. tapkdzegben indult be leggyorsabban a pigment termelddés. Ez
szorosan Osszefligg a pH alakulasaval, ugyanis a Y. lipolytica 6/3-nal a kezdeti pH 4,15 mar az
els6é mintavételi napon pH 7,28-ra nétt, a Y. lipolytica 854/4-nél pedig 4. napra elérte pH 7,48
értéket. A két Y. divulgata torzs kapcsan is elmondhat6, hogy a semlegeshez kozeli pH
tartomanyt (pH 6), mar a 4. napra elérték. Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy nem csak
a barna szinanyag termelése indult el hamarabb a 2. tapkozeg alkalmazasa mellett, hanem a
legnagyobb abszorbancia értékek is e taplevesben voltak detektalhatok. A'Y. lipolytica 6/3 1,23-
as a Y. lipolytica 854/4 torzs meg 0,92-es abszorbancia maximummal jellemezheté a
fermentacié 7. napjan. A Y. divulgata NCAIM Y.02062 és a Y. divulgata 5257 szintén a 2.
tapkozeg mellett mutatta a legnagyobb abszorbancia értékeket-elébbi esetében 0,74, utdbbinal
0,88 volt - azonban ezek az értékek alacsonyabbnak bizonyultak a két Y. lipolytica torzséhez
képest.

Valamennyi torzs esetén megallapithatd, hogy a 3. vagyis a tejsav kiegészitést is
tartalmazo tapkozegnél kezdetben igen lassu pH emelkedés kovetkezett be, s a legtobb torzsnél
csak a fermentacio 6. napjara érte el a semleges kémhatast. Kivételt képez ez alol a Y. lipolytica
6/3, melynél mar a 4. napon. A pH alakuldsaval 6sszhangban volt a pigment termelés, ugyanis
szinte minden torzsnél az 5. ill.6. napon mértem nagyobb abszorbancia értékeket, s a
maximumokat minden ¢élesztd esetében a 7. napon detektaltam. A tejsav alkalmazasa Joshi
(2003) eredményei alapjan pigment termelést fokozé hatassal bir, azonban az eredményeim ezt
a megallapitast nem timasztjak ala, hiszen a tejsav tartalmi tapkozeg esetében nem novekedtek
az abszorbancia értékek a 2. tapkozeghez képest. Ennek magyardzata abban keresendd, hogy a
pH a tejsav tartalom miatt lassan emelkedett, €s csak a 6. napon érte el azt a pH tartomanyt,

amelynél mar hatékonyan termelddik a pigment. Azonban megjegyezném, hogy a Y. divulgata
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5257 torzsnél a 3. tapkozegnél mért maximum (0,84) hasonldéan alakult a 2. tapkozeg

alkalmazasa mellett mért maximalis abszorbancia értékhez (0,88).
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23. abra: Y. lipolytica 6/3 (A), Y. lipolytica 854/4 (B), Y. divulgata NCAIM Y.02062 (C), Y.
divulgata 5257 (D) torzsek szinanyag termelésének alakulasa kiilonboz6 tapkozegekben (1.
tapkozeg: tirozin, 2. tapkozeg: tirozin mellett glicin, L-glutamin, L-aszparagin aminosav
kiegészités, 3.tdpkdzeg: tejsavval kiegészitett 2. tapkozeg)

A pH mellett a tapkozeg Osszetételének is fontos szerepe van a pigment szintézisben.
Larroude és munkatarsai (2021) a Y. lipolytica torzsek barna pigment termelését vizsgaltak, s
kimutattak, fenilalanin vagy tirozin jelenlétében a barna pigment gyorsabban megjelent, és
mennyisége mar a 10. napra is nagyon markans volt. Ezek az eredmények megegyeznek a
Carreira és munkatarsai (2001 b) kutatasanak eredményeivel, miszerint a pigment prekurzorok
felhalmozddnak az extracellularis kdrnyezetben az exponencialis ndvekedési fazisban, majd a

pigmentképzddés a stacioner fazisban megy végbe a prekurzorok oxidacidja révén. Tahar és
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munkatarsai (2019) munkajuk soran a Y. lipolytica W29 éleszt6 barna pigmenttermelést
kovették nyomon 148 oran keresztiil. Megallapitottak, hogy tirozin, L-aszparagin és glicin
jelenlétében a barna pigmentek felszabaduldsa a tipkozegben mar a tenyésztés korai
szakaszaban megindult, majd a barnas szin intenzitdsa folyamatosan nétt a 120. oraig.
Kutatdsom soran én is arra az eredményre jutottam, hogy akar egy 7 napos fermentacio 1S
elegend6 lehet pigment termeltetésre. Aghajanyan és munkatarsai (2005) tanulmanyukban a
Bacillus thuringiensis altal termelt melanin oldhaté frakcidjanak hidrolizalasa utani
aminosavtartalmat vizsgaltak, és a teljes melanin tomegének dsszesen 20%-a aminosavakbol,
tobbek kozott aszparaginsavbol, metioninbol, treoninbol, izoleucinbdl, szerinbdl, leucinbol,
glutaminsavbol, tirozinbol, prolinbol, fenilalaninbdl, glicinbdl, alaninbol, valinbdl, argininbdl
allt. E vizsgalat eredményébdl arra kovetkeztettek, hogy az aminosavak jelenléte jotékony
hatassal van a melanin termelésre, melyet a vizsgalatomban nekem is sikeriilt bizonyitanom. A
pigment termelés fokozasaval kapcsolatos tejsav alkalmazédsarol a szakirodalom nem tekinthetd
egységesnek. Usuki és munkatarsai (2003) kutatasukban arra a megallapitasra jutottak, hogy a
tejsav elnyomja a melanin képzodését azaltal, hogy kozvetleniil gatolja a tirozindz aktivitast,
tovabba nemcsak az epidermisz forgalmanak felgyorsitisa révén hathat a pigment
elvaltozdsokra, hanem kozvetleniil gatolja a melanin képzddését a melanocitdkban. Ezzel
szemben Carreira és munkatarsai (2001 a) szerint a tejsav serkenti a barnulasi folyamatot abban

az esetben, ha Mn?* van a rendszerben azzal, hogy fokozza az ion stimulal6 szerepét.

5.2.3. AKkiindulasi tapkozeg puffer jellegének hatasa a pigment termelésre

Annak ismeretében, hogy a pH befolyasolja a pigment termelést, jelen kisérlet
sorozatom folyaman kiilonféle pufferek, valamint adalékanyagok hatasat vizsgaltam, melyek
pontos Osszetételét a 29. tablazatban tiintettem fel (az aminosav kiegészitést tartalmazo 2.
tapkozeget hasznaltam alaptapkozegnek), s nyomon kovettem a pH, valamint a pigment
termelés alakulasat.

29. tablazat: A pH hatasanak vizsgalatara készitett tapkozegek Osszetétele (alaptapkozegként
az aminosav kiegészitést tartalmazo 2. tapkozeget hasznaltam)

Desztillalt viz, Sorensen Mcllvaine .
Desztillalt pH allitas uffer uffer tejsav*
viz NaOH-val P P pH7
(pH?) P P
1. tapkozeg +
2. tapkozeg +
3. tapkozeg +
4. tapkozeg +
5. tapkozeg + +
6. tapkozeg + +

*A tejsav adagolast kovetden Na,HPO4 oldattal visszaallitottam a kémhatast pH 7-re.
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Sorensen + tejsav Mcilvaine + tejsav Sorensen + tejsav Mcilvaine + tejsav
C D
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Fermentacio ideje (nap) Fermentacio ideje (nap)
control /dv/ dv+NaOH control /dv/ dv+NaOH
Sorensen Mcilvaine Sérensen Mcilvaine
Sérensen + tejsav Mcilvaine + tejsav Sérensen + tejsav Mcilvaine + tejsav

24. abra: Y. lipolytica 6/3 (A), Y. lipolytica 854/4 (B), Y. divulgata NCAIM Y.02062 (C), Y. divulgata
5257 (D) torzsek esetében a pH valtozasa pufferelt tipkozegekben

A pH iddbeni alakulésa (24. abra) alapjan elmondhato, hogy az egyes gorbek lefutasa
nagyon hasonldan alakult az 6sszes torzsnél. A legnagyobb pH értékeket (pH 8,7- pH 9) minden
esetben a desztillalt vizzel készitett, NaOH oldattal pH 7 re allitott tipkozeg esetében mértem.
Elmondhat6, hogy a fermentacio 4. napjatol kezdve a pH értékek csak minimalisan ndvekedtek,

inkabb stagnaltak az 0sszes tdpkdzegnél, minden vizsgalt torzs esetében.
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25. abra: Y. lipolytica 6/3 (A), Y. lipolytica 854/4 (B), Y. divulgata NCAIM Y.02062 (C), Y.
divulgata 5257 (D) torzsek szinanyag termelésének alakulasa kiilonb6z6 6sszetételli pufferek
hatdsara

A mért abszorbancia eredmények alapjan (25. abra) rogzithetd, hogy a leghatékonyabb
termeld torzs a Y. lipolytica 6/3 volt, 2,81 maximalis abszorbancia értéket elérve, mely kozel
haromszorosa a masik harom térzs maximalis abszorbanciainak. A Y. divulgata NCAIM
Y.02062 torzsnél a maximalis abszorbancia érték 0,976 volt. A két pufferelt tapkozeg koziil a
Mcllvaine volt a hatékonyabb szinte minden torzsnél, kivéve a Y. divulgata NCAIM Y.02062
¢lesztonél, ahol is a Sorensen. Az Osszes torzsnél az egy hetes fermentacid elég hossziinak
bizonyult, a 120. 6ra utdn minimalis ndvekedés, stagndlds lathato a 400 nm-en mért
abszorbancia értékekesetében. Y. lipolytica 854/4 torzs esetében a leghatékonyabb tapkodzeg a
pH 7-s Mcllvaine pufferrel készitett volt, az 5sszes tobbi torzs esetében viszont a NaOH oldattal

beallitott desztillalt vizzel késziilt, ez alapjan kijelenthetd, hogy a NaOH hasznalata a pH
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szabalyozasahoz idedlis lehet pigment termelés szempontjabol. Musa €s Yusof (2019)
munkajuk soran a fény jelenlétét, a pH hatésat és a razatasi sebességeket tanulmanyoztak, hogy
meghatarozzak az idealis paramétereket kiilonb6z6 baktériumok ndvekedésére, valamint
pigment termelésére. A lugosabb pH értékek beallitasahoz 6k is NaOH-t hasznaltak. A
legmegfelelobb kémhatasnak a pH 6-t talaltdk pigment képzddés szempontjabol. Méndez és
munkatarsai  (2011) a Penicillium purpurogenum GH2 penészgomba voOroés pigment
szintetizalasanak pH szabalyozasahoz szintén a NaOH hasznalata mellett dontottek. A pH 7-
pH 7,5 intervallumot talaltdk optimalisnak a vOrds pigment szintéziséhez. Gmoser ¢€s
munkatarsai (2018) a Neurospora intermedia fonalasgomba szinanyagtermelését kutattak, s a
pH pigment termelésre gyakorolt hatdsanak a vizsgalatdhoz szintén NaOH -t alkalmaztak a
megfeleld pH értékek beallitasanal. Eredményeik alapjan a pH 3,5 kedvezett a pigment
szintézisének. Az Gsszes vizsgalt torzs esetében a legkevésbé optimalis beéllitdsnak a tejsav
kiegészitést tartalmazo pufferelt tapkozegek bizonyultak. A Y. lipolytica 854/4 torzs kivételével
a tobbi torzsnél a tejsav kiegészitést nem tartalmazoé pufferelt tapkozegek hatékonyabbak voltak
a kontrolhoz képest. A 4 torzs koziil a legkisebb maximalis abszorbancia értéket (0,786) a Y.
lipolytica 854/4 torzs esetében mértem.

A NaOH szervetlen vegyiilet hasznalatanak oka lehet, hogy egyszeriien beszerezhetd,
¢és gyorsan, s konnyen beallithato vele a megfelelé pH. Azonban az eredményeim alapjan nincs
jelentds kiilonbség a desztillalt vizzel készitett és a NaOH kiegészitést is tartalmazé tapkdzegek
maximumai k6z6tt, igy a Yarrowia élesztégombak esetében nem sziikséges a tapkdzeghez pH-

t befolyasoldo komponenseket adni.

5.2.4. Razatasi sebesség hatisa a pigment termelésre

A réazatds dontd fontossdgi az aerob fermentacids rendszerek tomegatadasi
ellendllasanak lekiizdésében, és az oxigénatviteli sebesség kozvetleniil dsszefligg a razatasi
sebességgel (Liu et al., 2006). Tekintve, hogy a Y. lipolytica egy obligat aerob élesztd, az
optimalizalt keverdsebesség alkalmazasa pozitivan befolyasolhatja az anyagcserefolyamatokat,
s ezaltal a pigment termelést is. Ramesh és munkatarsai (2022) azt irjak tanulmanyukban, hogy
altalaban a pigmentet szintetizald baktériumok, illetve a penész- és élesztdgombak nagyon
érzékenyek a fizikai-kémiai paraméterekre. Az altaluk feltart szakirodalmi adatok alapjan,
megallapitottak, hogy a legtobb mikroba fajtol fliggetleniil, 100-150 rpm sebesség mellett
termel pigmenteket. A kisérletem soran harom kiilonb6z6 razatéasi sebesség — 100 rpm, 130 rpm
és 160 rpm — hatasat vizsgaltam a pigmenttermelésre az egy hetes fermentacié soran, melyhez
az aminosavakat tartalmazd (2.) tapkozeget alkalmaztam kiegészités nélkil. A

szinanyagtermelés eredményeit a 30. tablazat szemlélteti.
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30. tablazat: Kiilonboz6é Yarrowia torzsek 400 nm-en mért abszorbancia maximum értékei
kiilonb6z6 razatasi sebességek alkalmazasa mellett

Razatasi sebesség
Torzs
100 rpm 130 rpm 160 rpm
Y. lipolytica 6/3 2,43 2,31 2,23
Y. lipolytica 854/4 0,68 0,78 0,87
Y. divulgata NCAIM Y.02062 0,74 0,85 0,82
Y. divulgata 5257 1,10 0,94 0,94

A kisérlet eredményei alapjan megallapithatd, hogy a kiilonbozd torzsek esetében
kiilonb6z6 fordulatszamok eredményezték a nagyobb abszorbancia értékeket. A fermentacio 7.
napjan mértem a maximumot szinte minden torzs esetében az dsszes razatasi sebesség mellett.
Mig a Y. lipolytica 6/3, valamint a Y. divulgata 5257 térzseknél a leghatékonyabb a 100 rpm-n
torténd razatas, addig a Y. lipolytica 854/4 torzsnél a 160 rpm-n torténd levegdztetés volt. A
130 rpma Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzsnek kedvezett a legjobban. A legjobb termelének
a Y. lipolytica 6/3 bizonyult mind a harom alkalmazott fordulatszam mellett, a masik harom
torzs maximum értékei is igen hasonldan alakultak, nagysagrendi kiilonbség nem volt kdzottiik.
Szamos kutato talalta optimalisnak ¢s alkalmazta az enyhébb razatasi sebességeket (100-180
rpm) pigment fermentécio soran. Lv és munkatarsai (2017) a Monascus purpureus gomba sarga
pigment termeléséhez a 180 rpm-t talaltdk legjobbnak, nagyobb razatasi sebesség mellett a
szinanyag csokkenését tapasztaltak. Cho és munkatarsai (2002) a Paecilomyces sinclairii
penésszel, Shatila és munkatarsai (2013) az Exiguobacterium aurantiacum FH baktérium
torzzsel termeltettek elobbi esetében nagy mennyiségli vords, utobbinal pedig narancssarga
pigmentet 150 rpm réazatasi sebesség mellett. A nagy sebességili kevertetés nagy nyirasi
sebességet eredményez, ami fonalasgombak esetében micéliumrepedést okoz, és ennek
kovetkeztében csokkenti a pigmentek képzddését. Ezért egyenstlyt kell teremteni a magas
oxigéntranszfer elOsegitése és az alacsony hidrodinamikai stressz fenntartdsa kozott a
tenyésztési kornyezetben (Ochoa ¢és Gomez, 2009). Valdsziniisithetd, hogy a nagy
nyiréfesziiltség az éleszt0k szdmara sem idedlis, és a sejtek karosodasat okozhatja. Az
eredményeim ¢és a szakirodalmi adatok alapjan egységesen 130 rpm razatisi sebességet

alkalmaztam kutatomunkam folytatdsaban.
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5.2.5. Azinokulum kor hatasanak vizsgalata

A tovabbiakban tanulmanyoztam, hogyan befolydsolja a fermentacios tapkozegben a
pigment termelést az élesztOknek az inokulum tdpkozegben vald felszaporitasi ideje. A kisérleti
inokulum tenyésztési iddintervallumokat 16, 24 és 48 oOrdban hataroztam meg. A beoltast
kovetden a fermentacio 28° C-on, 130 rpm razatéasi sebesség mellett ment végbe, egy héten

keresztiill. Az abszorbancia értékeket a 26. dbra szemlélteti.
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26. abra: Y. lipolytica 6/3 (A), Y. lipolytica 854/4 (B), Y. divulgata NCAIM Y.02062 (C), Y.
divulgata 5257 (D) torzsek pigment termelése kiilonboz6 korti inokulumok alkalmazasaval

A vizsgalat soran a 400 nm-en mért abszorbancia érték koziil a legalacsonyabbak az
Osszes felhasznalt torzsnél a 16 oras inokulummal készitett mintakban voltak észlelhetéek. A
Y. lipolytica 6/3 torzs esetében a termelt szinanyag 1,8-as abszorbanciat ért el, a Y. lipolytica
854/4-es torzsnél pedig 0,48-at. A két Y. divulgata éleszténél is a maximum 0,4 koriil alakult
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ezen inokulum hasznalata soran. A legnagyobb abszorbancia értékeket minden éleszténél a 48
oras inokulum hasznalata mellett mértem, azonban a 24 és a 48 6ras inokulummal beoltott
fermentacios tapkozegek 400 nm-en mért maximalis abszorbancia értékei kozott nem volt
szamottevo kiilonbség a vizsgalt torzseknél. A Y. lipolytica 6/3-nal 2 koriili abszorbanciakat a
Y. lipolytica 854/4-es torzsnél 0,72 és 0,74 értéket detektaltam a 7. napon. A Y. divulgata
NCAIM Y.02062 torzsnél is a 24 oras és a 48 oras inokulummal inditott fermentacid esetén az
utols6 napon vett mintaban nagyon hasonl6 (0,6-0,7 kozotti) abszorbancia volt mérhetd. A
legnagyobb kiilonbséget Y. divulgata 5257 térzsnél tapasztaltam, melynél a 48 6ras inokulum
hasznalataval kozel 40%-kal magasabb volt az abszorbancia értéke.

Tarangini és Mishra (2014) a munkdjuk soran gylimolcshulladékot hasznaltak fel
melanin termeltetésre Bacillus safensis 24 oras inokulumanak alkalmazasaval. Marova és
munkatarsai (2012) tobb éleszté torzs (Sporobolomyces roseus, Rhodotorula glutinis,
Rhodotorula mucilaginosa) osszehasonlitasat végezte el karotin termelés szempontjabol.
Munkdjuk sordn a fermentacios tapkozeget minden esetben 24 6ras inokulum tenyészettel
oltottak be. Sinha és munkatérsai (2021) szintén 24 6ras inokulum tenyészeteket alkalmaztak
két éleszté, a Rhodosporidium toruloides és a Rhodotorula glutinis Y1 torzsek karotin
Pseudomonas stutzeri HMGM-7 torzs melanin szintéziséhez sziikséges paramétereket
optimalizaltak, tobbek kozott az inokulum koranak (6, 12, 18, 32 o6ra) hatasat is
tanulmanyoztak. Eredményeik nyoman azt allapitottak meg, hogy az oltdanyag koranak
novelése a biomassza ndovekedését eredményezi. A biomassza legnagyobb mennyisége a 32
oras inokulum alkalmazasa mellett volt észlelhetd. A melanin termelés hatékonysaga
szempontjabol azonban nincs olyan nagy jelentdsége, a legnagyobb pigment hozamot a 12. 6ras
inokulum haszndlata soran érték el, de 6. és a 12. dras inokulum alkalmazéasa melletti pigment
termelésben csupan minimalis eltérés volt.

Az eredményeim, tovabb4 a szakirodalmi adatok alapjan megallapithato, hogy ugyan az
inokulum kora hatdssal bir a fermentacidos folyamat eredményességére, mégis a 24 Oras
inokulum tenyésztési iddtartamot valasztottam ki a tovabbi kisérleteim megvalositasahoz

gazdasagi és technoldgiai szempontokat mérlegelve.

5.2.6. Az inokulum mennyiség hatasanak vizsgalata

Az inokulum kiindulasi sejtszdmanak a pigment termelésre gyakorolt hatasat is
vizsgaltam a 2-2 db Y. lipolytica és Y. divulgata torzs vonatkozasaban. A kisérlethez harom
sejtkoncentracié keriilt kivalasztasra, amelyek a kovetkezok: 10° sejt/ml, 5*108 sejt/ml és 107

sejt/ml. Ennek megfelelden a 24 6ras inokulum tenyészet abszorbanciajat 600 nm-en mértem,
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crer

majd Biirker-kamra segitségével megallapitottam az inokulum pontos sejtkoncentraciojat, ezt
kovetden meghataroztam a tervezett kiinduldsi sejtszam eléréséhez sziikséges inokulum
mennyiséget. A beoltast kovetden a fermentacio 28° C-on, 130 rpm razatési sebesség mellett
tortént egy héten keresztiill. A mért abszorbancia értékek alakuldsat a kiilonb6z6 inokulum

mennyiség hatdsara a 27. abran lathatjuk.
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27. abra: Y. lipolytica 6/3 (A), Y. lipolytica 854/4 (B), Y. divulgata NCAIM Y.02062 (C), Y.
divulgata 5257 (D) torzsek pigment termelése kiilonboz6 inokulum mennyiségek
alkalmazaséaval

A 10° TKE/ml sejtkoncentracié volt a legkedvezSbb a Y. lipolytica 854/4 és a Y.
divulgata 5257-es torzs tekintetében. ElSbbi torzsnél a hetedik napra sikeriilt 1,6-0S
abszorbanciat elérni, mikozben a pigmenttermelés fokozatos ndovekedést mutatott, ugyanakkor
megjegyzendd, hogy a masik Y. lipolytica térzshoz képest (4,12) csak negyed akkora volt az
abszorbancia e sejtkoncentracio alkalmazasa mellett. A Y. divulgata 5257 ¢€leszto esetében
ennél a sejtkoncentraciondl kiemelkedden jo eredményt kaptam a tobbi beéllitdsnal mért

abszorbancia értékekhez képest, vagyis e torzsnél jelentds befolyasolo tényezoként értékelhetd
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az inokulum mennyisége. A maximalis abszorbancia érték 1,15 volt. A két alkalmazott Y.
divulgata torzs koziil egyértelmiien ez az éleszté bizonyult hatékonyabb pigment termeldnek.

Az 5*10° TKE/ml sejtkoncentracidju inokulummal beoltott fermentacids tipkdzeg
esetében kovetkezett be a legkedvez6bb pigment termelés a Y. lipolytica 6/3 esetében, ahol az
abszorbancia a hatodik napra érte el a 6-ot, mely igen jo szinanyag termelésrdl tantiskodik.
Ugyanakkor megjegyezném azt is, hogy a masik két koncentraciondl is e torzs esetében voltak
a legnagyobb abszorbancia értékek detektalhatoak.

A 10" TKE/ml-es sejtkoncentracié mellett érte el a maximum abszorbancia értéket
(0,64) aY. divulgata NCAIM Y.02062 torzs, ugyanakkor a grafikont nézve is szembet(in, hogy
olyan jelentésen nem emelkednek a mért értékek a 7 napos fermentacioé soran. A legnagyobb
mértékii pigment termelés a harmadik napig végbe is megy, onnantdl minimalis emelkedést
tapasztaltam csak az abszorbancia értékekben. E torzsnél hasonld eredményt mutattak a
kiilonb6z6 inokulum mennyiségek, nagy eltérés nem volt tapasztalhatd az egyes koncentraciok
maximum értékei kdzott.

Az inokulum mennyiségének pigment termelés befolyasold hatasat Trejo-Tapia és
munkatarsai (2003) is kiemelik, mivel kisérletiikben 10 g/l inokulumot tartalmazoé tapkozeg 7-
szeresére novelte a Lavandula spica D.C. kék pigment termelékenységét a kontroll tapkdzeghez
képest, mely 5 g/l inokulumot tartalmazott. Az egyes mikroorganizmusok esetében eltérd, hogy
milyen koncentracidji inokulum a megfeleld szinanyagfermentacié soran. Garcia-Cortes és
munkatarsai (2021) a Rhodotorula mucilaginosa AJBO1 torzs pigment fermentaciojakor 108
sejt/ml koncentracioju inokulum mennyiséget alkalmaztak. Mig Kim és munkatarsai (2002)
7%-o0s beoltast hasznaltak Monascus sp. J101 térzs pigment fermentéacidjanal, addig Saha és
munkatarsai (2015) 1%-os inokulalast tartottak hatékonyak a Sporidiobolus pararoseus
DAGIII torzs pigment szintéziséhez. Libkind és Broock (2006) eddig feltaratlan patagdniai
¢l6helyekrdl szarmazd 1) élesztd izolatumokat tanulméanyoztak, s vizsgaltdk a karotinoid
fermentaciot is, melyhez 5%-os beoltasi térfogatot hasznaltak. Kutatasom soran én is arra a
kovetkeztetésre jutottam, hogy az egyes torzsek esetében mas ¢s mas inokulalasi térfogat a

hatékonyabb a szinanyag termeltetéshez.

5.2.7. Mn?*ion koncentracio hatasa a pigment termelésre

Szamos kutat6 vizsgalta az egyes nyomelemek szinanyag szintézisre gyakorolt hatasat.
Guo és munkatarsai (2019) szerint a fémionok (pl.: Ba, Fe, Mg, Ca, Zn és Co) ¢€s kiilondsen
egyes nyomelemek (pl.: Al, Zn és Mn) nagyon fontosak a karotinoidok szintézisében a
Rhodotorula fajok esetében. Poorniammal és munkatarsai (2015) a Monascus purpureus gomba

voros pigment termelésének fokozasa kapcsan azt allapitottak meg, hogy a mangén erételjesebb
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fokoz6 hatassal birt, mint a kalcium vagy a vas. Ennek okét abban lattak, hogy a mangan a
pigment bioszintézis¢hez sziikséges kiillonb6zd enzimek kofaktoraként miikddik. Carreira és
munkatarsai (2001 b) kimutattak, hogy a mangan jelenléte (1mM) pozitivan befolyasolja a Y.
lipolytica pigment termelését. Ezen tudomanyos eredményekre alapoztam a kovetkezé kisérleti
tervem, melyben a Mn?* hatasat vizsgaltam kiilonbozé koncentracioban alkalmazva (0; 0,1; 0,2
¢s 0,5 g/l), desztillalt vizzel készitett tapkdzegben 130 rpm razatasi sebesség mellett, s az Gsszes
¢lesztd esetében 24 Oras a szdmara idedlis mennyiségli inokulumot alkalmaztam a fermentécios

tapkozeg beoltasahoz. A kisérlet eredményeit a 28. abra szemlélteti.
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28. abra: A Mn?* hatasa a Y. lipolytica 6/3 (A), Y. lipolytica 854/4 (B), Y. divulgata NCAIM
Y.02062 (C), Y. divulgata 5257 (D) torzsek pigment termelésére

A 28. abran egyértelmiien lathatd, hogy a gorbék lefutdsa az egyes torzsek esetében
nagyon hasonldoan alakul. Az eredményekbdl megéllapithatd, hogy a mangéan jelenléte a
pigment termelést pozitivan befolyasolja, ugyanis a hianydban a szinanyag képzddés késobb
indult be és minden torzs esetében alacsonyabb abszorbancia értéket is mértem 400 nm
hulldmhosszon. De fontos megemliteni, hogy abszorbancia ndvekedés mangan nélkiil is
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megvalosult, ez a sejtek tirozin fogyasztasa miatt lehet. A 0,5 g/l mangant tartalmazo tapkozeg
esetében mértem a legnagyobb abszorbancia értékeket, minden éleszténél. A Y. lipolytica 6/3
esetében a 0,5 g/l koncentracid alkalmazasa mellett szinte 6tszor nagyobb abszorbancia értéket
kaptam (8,76) a fermentécio utols6 napjan, mint mangan hianyaban (1,78), S a masik harom
torzsnél is legalabb hatszoros volt a két érték kozott a kiilonbség. ElImondhaté az is, hogy a 0,1
¢és a 0,2 g/l-es koncentracio kozott szamottevé eltérés nem volt egyik torzsnél sem, igy az
egyértelmiien megallapithato, hogy az eddig hasznalt 0,1g/l koncentraciét megduplazni nem
elegendd. A legjobb pigment termeldnek ugyaniigy, mint az Osszes tobbi kisérletnél a Y.
lipolytica 6/3 bizonyult, a tapkozegek szine a fermentaciod utolsé napjan (29. abra) mar szinte

fekete szindi volt. A két Y. divulgata koziil az 5257-es volt a hatékonyabb szinanyag szintetizalo.

29. abra: A Y. lipolytica 6/3 élesztd fermentleve a fermentacio utolso napjan kiilénbozé Mn?*
koncentraciok alkalmazasa mellett

A Kkisérlet eredményeibél egyértelmiien levonhaté a konklizié miszerint a Mn?*
jotékony hatassal bir a Yarrowia élesztok pigment szintézisére. Carreira és Loureiro (1998)
kimutatta, hogy a Mn?* erdteljesen fokozza a Y. lipolytica pigmenttermelését. Carreira és
munkatarsai (2001 b) eredményei azt mutattak, hogy bar ez a fémion nem nélkiil6zhetetlen a
pigmentek eldallitdsdhoz, jelentdsen felgyorsitja és intenzivebbé teszi a folyamatot. Ezt én is
tapasztaltam, ugyanis mangan jelenléte nélkiil a pigment termelés idoben késébb indult be,
tekintve, hogy nagyobb abszorbancia értékeket mértem azokban a tapkozegekben, amelyek

tartalmaztak mangant mar a fermentacié harmadik napjan minden torzs esetében. A Mn?*
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jelenlétében a pigmentek a novekedés exponencialis fazisadban képzddtek, €s ugyanebben a
fazisban a barnulés is exponencialis kinetikat kovetett. Ez arra utal, hogy a Mn?* elésegiti a
prekurzor szinte azonnali polimerizacidjat, amely ebben a fazisban exponencialisan szabadul
fel a sejtekbdl. A pigmentképzOdést azonban nem befolyasolta, amikor a sejtek el lettek
tavolitva, és a prekurzor az EDTA kelatképzd szer jelenlétében autooxidalodott. Mivel a
sejteket csak 12 ora inkubacid utan tavolitottak el, a tapkdzeg mar enyhén elszinezddott, ezért
lehetségesnek tartottdk, hogy a Mn?* katalizatorként miikddhet az oxidacios folyamat elsd
szakaszaban. Bar a Mn?* kapcsan mar beszamoltak arrol, hogy elésegiti a tirozin katabolitok
kémiai atalakulasat pigmentekké (Barnett et al., 1983), az is elképzelhet, hogy a Mn?*
elésegitheti a prekurzor szintézisét (Carreira et al., 2001). Ez magyarazhatja a Mn?* hianyaban

elért alacsonyabb szinintenzitést.

5.2.8. Pigment termelés alakuldsa az optimalasi folyamat soran

A 31. tablazatban 6sszefoglaltam, hogy mind a négy Yarrowia élesztonél az optimalasi
folyamatot kovetden nagyobb abszorbancia értékeket kaptam a kezdetihez képest. A
legnagyobb mértéki, 7,1-szeres novekedést a Y. lipolytica 6/3 torzsnél tapasztaltam. A Y.
lipolytica 854/4 és a Y. divulgata 5257 élesztéknél szinte ugyanakkora mértékii emelkedést
értem el (2,6x), a legkisebb mértékben a Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzs esetében nétt az

abszorbancia.

31. tablazat: Yarrowia torzsek pigment termelésének alakuldsa az optimalasi folyamat soran

Torzs Kezdeti Optimalasokat Novekedés mértéke
abszorbancia érték kovet6
(2. tapkozeg) abszorbancia érték

Y. lipolytica 6/3 1,23 8,76 7,1X

Y. lipolytica 854/4 0,92 2,4 2,6 X

Y. divulgata 5257 0,88 2,31 2,62X

Y. divulgata 0,72 1,18 1,63X
NCAIM Y.02062

5.2.9. A pigmentek stabilitisanak vizsgalatai

Az esetleges késdbbi ipari felhasznalas céljabol kiilondsen fontosnak tartottam, hogy
megvizsgaljam a Yarrowia torzsek altal termelt szinanyagok stabilitasat, ugyanis err6l
egyontetli szakirodalmi forrast nem taladltam. Minden t6rzs esetében 24 Oras, a szamara idealis

mennyiségll inokulumot alkalmaztam a fermentacios tdpkozeg beoltasahoz. A fermentéciot 130
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rpm razatasi sebességen végeztem, egy héten keresztiil. Kiilonosképp az é€lelmiszeripari
alkalmazasnal szokasos kornyezeti koriilményeket vettem figyelembe, illetve ennek
megfelelden valasztottam ki a kisérleteim paramétereit. Ezek alapjan forralasi, fagyasztasi,

illetve kiilonbozo fény- és hdmérsékleti viszonyok mellett tarolasi vizsgalatokat végeztem el.

5.2.9.1 Forralasi vizsgalat

A vizsgélat el6tt megmértem minden térzsnél a fermentacio soran keletkezett pigmentek
abszorbancidjat, melyeket a kiindulasi értékeknek tekintettem. A mintakat ezutan 5, 10, 15 és

30 percig forraltam, majd megmértem az abszorbanciat, melyeket a 30. dbran tiintettem fel.

~ 0o o

Abszorbancia (400 nm)
[l N w

o
o
[8)]

10 15 20 25 30 35

Forralas ideje (perc)

Y. lipolytica 6/3 Y. lipolytica 854/4
Y. divulgata NCAIM Y.02062 Y. divulgata 5257

30. abra: Yarrowia torzsek altal termelt pigmentek stabilitasa forralas soran

A méréseim alapjan megallapithatd, hogy a mintak szine nem halvanyodott még 30 perc
forralas utan sem. A Y. lipolytica 6/3 torzs esetén megfigyelheté az értékekben egy enyhe
csokkenés, de ezt valoszinilileg csak mérési vagy mintavételezési hiba okozhatta, hiszen a
forralasi idOtartam novelésével nem csokkent tovabb. A tobbi torzs esetén is elmondhatd, hogy
az értékek szinte valtozatlanok, bomlds nem volt tapasztalhatd, a szinanyag stabil maradt a

forralasi koriilmények kozott.

5.2.9.2 Fagyasztasi vizsgalat

A -18°C-on fagyasztoban tarolt mintak abszorbanciajat havonta megmértem a pigment

stabilitdsanak ellendrzése, kovetése végett.
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31. abra: Y. lipolytica 6/3 (A), Y. lipolytica 854/4 (B), Y. divulgata NCAIM Y.02062 (C), Y.
divulgata 5257 (D) torzsek altal termelt pigmentek stabilitasanak alakulasa fagyasztva

Mint ahogy azt a 31. abran is lathatjuk az abszorbancia értékek stagnaltak, nagy eltérést
nem tapasztaltam az egyes mintak kozott. Csak a Y. lipolytica 6/3-as torzs abszorbancia értékei
voltak valtozékonyak, de ennek oka az lehet, hogy a nagymennyiségii pigmentet eléggé nehezen
tudtam homogenizalni. E mintavételezési nehézségekkel magyaraznam, hogy kissé hullamzoak
a mérés eredményei ebben az esetben, de a tobbi torzs kapcsan minden alkalommal azonos
abszorbanciat mértem. Osszegezve rogzithetd, hogy a fagyasztas soran stabilak a pigmentek, a

szinintenzitas nem csokkent.

5.2.9.3 Tarolasi vizsgalat

A fermentaciot kdvetden a mintdkat négy kiilonbozé kornyezetben helyeztem el a
pigment stabilitdsdnak kovetése céljabol. Vizsgaltam a hdmérséklet és a fényben valo tarolas
hatasét is, igy szobahOmérsékleten és hiitott koriilmények kozott, valamint fénynek Kkitett
vilagos helyen ¢és sotétben tarolt fermentlevek stabilitdsdt 5 honapig kovettem. Az

eredményeket a 32. tablazatban tiintettem fel.
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32. tablazat: Yarrowia eredetli pigment tartalmu fermentlevek stabilitasanak vizsgalata
kiilonboz6 tarolasi koriilmények kozott

Kindulasi | Tarolasi

Torzsek | érték koriilmény 2.hét |4 hét |8.hét |12.hét |16. hét |20. hét
sotét, szobahd 735 756| 740 796| 8,07 7,25
Iipo\l(ﬁica 722 vilagos, szobah6 7,07 6,96 7,56 8,13 8,81 7,50
6/3 sotét, hiitott 708 660] 655 674 711 6,86
vilagos, hiitott 695/ 655/ 626 739| 7091 6,97
sotét szobahd 162| 165 167 172] 173 1,70
IipoIY3}tica 147 vilagos szobaho 1,62 1,61 1,59 1,72 1,68 1,63
854/4 sotét hiitd 164| 167| 154| 168 166 1,62
vilagos hiitd 160 164 151| 166| 166 1,82
v sotét szobahd 055/ 046| 055/ 058| 0,60 0,65
divulgata 051 vilagos szobahd 0,55 0,45 0,50 0,53 0,55 0,48
NCAIM ' sotét hiitd 0,49 0,46 0,40 0,47| 051 0,59
Y.02062 vilagos hiitd 050 o51] o046] 052] o051] o052
sotét szobahd 128 112 127 122 1723 1,29
divurgata 115 vilagos szobahd 121 117 1,23] 129 121 1,22
5957 sotét hiitd 132 128 157 134] 133 1,28
vilagos hiité 122| 121 1,18| 133] 134 1,36

A 32. tdblazat alapjan lathato, hogy a magas pigmenttartalmti mintdk esetében ismét
hullamzas volt jellemzd a mért értékeknél, de valdszinilileg ez csak az egyenetlen pigment
eloszlasnak tudhaté be, ugyanis hidba homogenizaltam alaposan a mintdkat Vortex
késziilekkel, még igy is maradhattak csomok a fermentlében. Ettdl eltekintve nagymértékii
csokkenés nem jellemzd egyik torzsnél és egyik kornyezeti paraméter esetén sem, ezért az
eredményekbdl egyértelmiien az olvashatd ki, hogy a mikrobialis pigment teljesen stabil,
kiilonb6z6 homérsekletek és fényviszonyok kozott nem bomlik le hosszl trolas soran sem.

A pigmentek stabilitasat szamos kutatd vizsgalta az évek soran, azonban a Yarrowia
eredetli barna pigment ilyen tipusu vizsgalatairdl szinte nem all rendelkezésre szakirodalmi
forrds. Wang és munkatarsai (2006) a ndvényi eredetli melanin stabilitdsanak vizsgalata soran
arra a megallapitasra jutottak, hogy a melanin ultraibolya és lathaté fényben, 25-100 °C
tartomanyban torténd melegités soran, ligos oldatban, redukaldszerek hasznalatakor egyarant
stabilnak, so6 jelenlétében viszonylag stabilnak bizonyult, ellenben erds oxidaloszerekkel
szemben (KMnOgs, K2Cr207 és NaOCl) nem volt az. Huang és munkatarsai (2024) a Mesona
chinensis-bél szarmazé melanin (MCM) pigment szerkezetét jellemezték és stabilitasat
tanulmanyoztak. Az eredményekbdl arra kovetkeztettek, hogy az MCM szerkezete
Osszhangban van a teofillin szerkezetével, és foként fenolos savakbol, terpenoidokbol és

szerves savakbol all. A stabilitas értékelések azt mutatjak, hogy az MCM stabil fehér fényben,
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ultraibolya fényben, semleges €s lugos kornyezetben, ¢és alacsony érzékenységet mutat a
redukaldszerekre. Fu és munkatarsai (2022) megallapitottak, hogy a redukaloszerek (NaSOs,
natrium-benzoat), a ho, a fény, a mikrohulldmok, az oxidaldszerek és a szokasos élelmiszer-
adalékanyagok nem befolyasoltak a Sporisorium reilianum eredetli L-25 melanin stabilitasat.
Ezen paraméterekkel szemben a kozeg kémhatéasa erésen befolyasolo hatassal bir melaninra. A
pH 2 -7 k6z6tti tartomanyban barndsvoros szinbdl, sotétbarna szintivé valt, ha a kozeg pH értéke
lagosabb volt, mint 8. Kutatomunkam soran sikeriilt a Yarrowia élesztok altal termelt barna

pigment stabilitdsat bizonyitanom szamos koriilmény kozott.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A doktori dolgozatomban a Yarrowia éleszték anyagcseretermékei koziil vizsgaltam a
kiilonbozd torzsek lipaz aktivitasat, valamint melanin-szerti pigment termelését. Mindkét
metabolit esetében eldszor torzsszelekciot végeztem, majd ezt kovetden optimalési
folyamatokat hajtottam végre szubmerz fermentaciok sorozatdval. Kutatomunkam masodik
fazisdban, az ipari hasznositdsuk lehetdségeivel foglalkoztam, a lipdz enzim korforgasos
gazdasagban val6 alkalmazasat térképeztem fel, tovabba a pigment stabilitdsanak alakulasat

kovettem nyomom kiilonféle kdrnyezeti koriilmények esetén.

Lipaz enzim termelés:

A Yarrowia torzsek YEPD taplevesben torténé szelektalasa soran megallapitottam,
hogy nagy kiilonbség volt az egyes torzsek esetében lipaz enzim aktivitas szempontjabol. A
sz¢leskoriien alkalmazott Yarrowia lipolytica mellett, a Y. divulgata és Y. yakushimensis
vizsgalt torzsei esetén tapasztaltam lipaz aktivitast, mig a rendelkezésre allo Y. porcina és Y.
bubula torzsei nem termeltek lipaz enzimet az 5 napos fermentacié soran indukalé komponens
jelenléte nélkiil. Mind extracellularis mind intracellularis aktivitast detektaltam, azonban az
extracellularis frakcidoban szdmottevden nagyobb aktivitds értékeket hatdroztam meg minden
torzs esetében.

Az enzim termelés fokozasara irdnyul6 optimalasi vizsgélatokat (olivaolaj és Tween 80
hatdsa; rdzatasi sebesség hatdsa; inokulum mennyiség hatdsa; Triton X-100 és Tween 80
kiilonb6zd koncentracidinak hatisa) tobb torzzsel is elvégeztem, melynek eredményeként
nagysagrendekkel nagyobb aktivitast sikeriilt elérni: Y. lipolytica 854/4 esetében 101x, a Y.
divulgata 5257-nél 58x a Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzsnél 55x, a Y. yakushimensis
NCAIM Y.02049 élesztonél 28x és a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 esetében 25x nagyobb
értekeket mértem a kiindulasi lipaz aktivitdsokhoz képest.

Meghataroztam 6 kivalasztott Yarrowia torzs (Y. lipolytica 1/4, Y. lipolytica 854/4, Y.
divulgata NCAIM Y.02062, Y. divulgata 5257, Y. yakushimesis NCAIM Y.02049, Y.
yakushimesis NCAIM Y.02052) eredetli extracellularis €s intracellularis nyers lipaz enzimek
pH- és homérséklet-optimumat. Az Osszes vizsgalt frakcid, beleértve az intracellularis és
extracellularis preparatumokat is, pH 7,2 -n mutatott optimalis értéket, s a két sz&ls6é pH-érték
esetén (pH 5 és pH 8) szignifikansan alacsonyabb enzimaktivitast hataroztam meg. Az

extracellularis és intracellularis frakciok esetében is a lipaz aktivitas 25 °C és 37 °C kozott
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azonos novekvé tendenciat mutatott, 37°C-on érte el a maximumot, ezt kovetden drasztikusan
visszaesett.

Novényi olajokat, igy olivaolajat (kontrollként), kokuszolajat, didolajat,
sz6lémagolajat, szezammagolajat, napraforgoolajat, kukoricaolajat, hasznalt siitolajat és a
repceolajat, mint szubsztratumokat 1% koncentracioban alkalmazva screeneltem extracellularis
lipaz enzim termeltetésre 0,05% Tween 80-t tartalmazo YEPD tapkozegben Y. lipolytica 854/4,
és Y. yakushimesis NCAIM Y.02052 torzsek esetében. Az eredményeim alapjan mind a két
Yarrowia torzsnél az olivaolaj alkalmazasa bizonyult a leghatékonyabbnak, a napraforgé olaj
mellett. Kiemelném a hasznalt siit6olajat is, mely szamos ndvényi olajnal (sz616mag, kukorica,
repce) jobbnak bizonyult mindkét Yarrowia éleszt6 esetében.

A novényi olajok, mellett 5 féle pellet (tokmag, aranylenmag, napraforgdmag, mogyoro
¢s kendermag), mint természetes szubsztratum alkalmazhatosagat is vizsgaltam lipaz
termelésre. A legnagyobb enzim aktivitas az aranylenmag pelletnél, majd a tokmag pelletnél
volt megfigyelhetd.

A természetes szubsztratumokon torténd extracelluléris lipadz termelés optiméaldsa soran
az olivaolajat, a napraforgdolajat, a hasznalt siitdolajat és az aranylenmag pelletet 0,5 %, 1 %,
és 2 %-os koncentricioban alkalmaztam. Mind a kettd éleszténél a 2% koncentracio
alkalmazasa mellett volt észlelhetd a legnagyobb enzimaktivitds minden szubsztratum
esetében. Mind a Y. lipolytica 854/4 mind a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 ¢éleszt6torzs
esetében a legjobb induktornak az olivaolaj mondhatd, A legkevésbé hatékony szubsztratumnak
az aranylenmag pellet mindsithetd, hiszen minden koncentracional e szubsztratum esetében
mértem a legalacsonyabb lipaz aktivitasi értékeket, mely az alacsonyabb olajsavartalméra
vezethetd vissza.

A kutatomunka folytatasaként érdemes lenne a hasznalt siitolaj szubsztratumként vald
alkalmazhatosagat tovabb vizsgalni a koncentracio noveléssel. Bar a hasznalt olajat tartalmazo
tapkozegek esetében detektalt maximum enzimaktivitds joval elmarad a két legjobbnak
bizonyult névényi olaj (oliva, napraforgd) esetében mért maximumoktol mind a Y. lipolytica
854/4, mind a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 torzseknél, viszont ezen szubsztratumbol
nagyobb mennyiség is alkalmazhat6 lenne alacsony beszerzési koltsége végett, ami nem csupan
gazdasagos felhasznalast biztosit, de a hulladékhasznositashoz is hozzajarul.

Szintén megfontoland6 az aranylenmag pellet esetében is koncentracidé ndvelése vagy
szilard szubsztratumi fermentacid alkalmazasa. gy mind a korforgasos gazdasagba vald
beillesztése, mind kornyezetvédelmi szempontbdl is elényds lenne az olajpogacsa lipaz
fermentacioban valod hasznalata, hisz egy ipari melléktermékrdl beszéliink melyet nagyrészt

hulladékként kezelnek, ennek kovetkeztében terheli a kornyezetet.
103



Barna pigment termelés:

A Yarrowia torzsek rangsorolasat tirozin tartalmu tapagaron is elvégeztem agardiffazios
modszerrel. Az egyes torzsek kozott 1athato kiillonbségek voltak a termelt pigment mennyiségét
illetéen. A leghatékonyabb termel6 torzs a Y. lipolytica 6/3, emellett a szintén jo termelének
tind Y. lipolytica 854/4 élesztét, illetve a még kevésbé kutatott Y. divulgata NCAIM Y.02062
¢és a Y. divulgata 5257 torzseket valasztottam ki a tovabbi kisérleteimhez.

A pigment termelés fokozasa érdekében a fermentacio korilményeinek optimalasat is
elvégeztem (tdpkozeg szelektdlds, pH hatasa, razatasi sebesség hatdsa, inokulum
mennyiségének, valamint koranak a hatdsa, Mn?"ion koncentracié hatisa), melynek
eredményeképpen a Y. lipolytica 6/3 esetében 7,1x a Y. lipolytica 854/4 torzsnél 2,6x a Y.
divulgata 5257-nél 2,62x ¢és a Y. divulgata NCAIM Y.02062 ¢éleszténél pedig 1,63x mértékii
abszorbancia ndvekedést sikeriilt elérni a kezdetihez képest 400 nm-es hullamhosszon .

A pigment fermentacié optimdldsit kovetden elvégeztem a megtermelt szinanyag
stabilitasanak vizsgalatat. A forralas hatasanak vizsgalata soran arra a kovetkeztetésre jutottam,
hogy a mintak szine nem halvanyodott még 30 perc forralds utan sem. A -18°C-0s fagyasztas)
sem befolyasolta a megtermelt pigment szinét, stabil maradt mindegyik torzs esetében az 5
hoénapos vizsgalat alatt

A tarolasi kisérletek esetében az eredményekbdl egyértelmiien lathato, hogy a vizsgalat
teljes idOtartama alatt (5 hoénap) a pigment stabil volt a kiilonbdzé homérsékletek

(szobah6émérséklet és 4°C) és fényviszonyok (s6tétben és fényben valo tarolas) tekintetében.

Javaslatok

Barna pigment termelés:

Az esetleges ipari alkalmazas eldtt mindenképpen ajanlatos volna vizsgélni a termelt
melanin-szeri barna pigment stabilitasat savas koriilmények kozott is, ugyanis szamos
¢lelmiszer esetében a kémhatés a semlegesnél alacsonyabb (akar tartositas végett).

Javasolnam tovabba a pigment tipusanak meghatarozasat HPLC technika alkalmazasaval.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Kiilonb6z6é indukald szerek hatasat megvizsgalva megallapitottam, hogy az olivaolaj
bizonyult a legjobb induktornak a kiilonbz6 Yarrowia torzsek intracellularis €s extracellularis
lipaz termelésében, valamint a Tween 80 és Triton X-100 feliiletaktiv agensek alkalmazésa
optimalasa soran azt tapasztaltam, hogy a Y. lipolytica 854/4 torzs esetében az 1,6 % olivaolaj,
valamint 0,065 % Tween 80 koncentracio, a Y. lipolytica 1/4 torzsnél az 1,4 % olivaolaj és a
0,09 % Tween 80 koncentracio, a Y. divulgata NCAIM Y.02062 éleszténél a 1,6 % olivaolaj,
valamint a 0,09 % Tween 80 koncentracio, a Y. divulgata 5257 térzsnél az 1,6 % olivaolaj és a
0,06 % Tween 80 alkalmazasaval YEPD taplevesben érheto el a legkedvezdbb lipaz aktivitas.
Kisérletekkel igazoltam, hogy a kiilonboz6é Yarrowia torzsek extracellularis lipaz termelésében
az optimalt olivaolaj koncentraci6 csokkenthetd a Tween 80 és Triton X-100 agensek egylittes
alkalmazasaval. Az 1% olivaolajat tartalmazo YEPD tapkozegekben a Y. lipolytica 854/4 torzs
esetében 0,09 % Tween 80 és 0,03 % Triton X-100, a Y. yakushimensis NCAIM Y.02049,
NCAIM Y.02052 és a Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzseknél 0,09 % Tween 80 és 0,01 %
Triton X-100, mig a Y. divulgata 5257 t6rzsnél 0,05 % Tween 80 és 0,05 % Triton-X-100

koncentrécio szignifikdnsan fokozza a lipdz enzim aktivitast.

2. Megallapitottam a Y. lipolytica 1/4, a Y. lipolytica 854/4, a Y. divulgata 5257, a Y. divulgata
NCAIM Y.02062, a Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 ¢s a Y. yakushimensis NCAIM
Y.02052 torzsek altal termelt extracelluléris €s intracellularis nyers lipaz enzimek optimalis
kornyezeti paramétereit, amelyek a kovetkez6k: pH optimum pH 7,2 (Sorensen buffer) és

hémérséklet optimum 37°C voltak.

3. Megvizsgaltam a hasznalt siitdolaj (olcso, kdrnyezetterheld hulladék) alkalmazhatosagat a
Yarrowia élesztd lipaz enzim eldallitasara és azt tapasztaltam, hogy a 0,5%-ban hasznalt
siitdolajat ¢és 0,05% Tween 80-t tartalmazd YEPD tapkozegben hasonlo lipaz titer érhetd el,
mint 0,5% olivaolaj szubsztratumot tartalmazo tapkozegben a Y. lipolytica 854/4 és a Y.

yakushimensis NCAIM Y.02052 torzsekkel megvalositott 24 oras fermentacio esetén.

4. Optimaltam a tapkozeg Osszetételeit a barna szini melanin-szerii pigment termelésének
fokozasara, és megallapitottam, hogy 0,27 g/l tirozin és 0,5 g/l Mn?*ion tartalmu, kiilonboz6
aminosavakkal - glicin, L-glutamin, L-aszparagin - 1g/l koncentracioban kiegészitett
tapkozegben, 24 6ras 5*10° TKE/ml inokulum mennyiséggel inditott, 130 razatési sebességgel

megvalositott fermentaciod adta a legjobb eredményeket a Y. lipolytica 6/3 torzs esetén.
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5. Megvizsgaltam a Yarrowia éleszté altal termelt barna szinli melanin-szerli pigment
stabilitasat és azt tapasztaltam, hogy a Y. lipolytica 6/3, Y. lipolytica 854/4, a Y. divulgata
NCAIM Y.02062 és a Y. divulgata 5257 eredetli pigment nagy stabilitast mutatott kiilonb6z6
koriilmények kozott. Stabil maradt legalabb 30 percen keresztiil torténd forralas sordn, tovabba
5 hénapon keresztiil szobahdmérsékleten (fényes vilagos helyen és sotétben), valamint 4°C -on

¢és -18°C -0n tOrténd tarolas soran.
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8. OSSZEFOGLALAS

A Yarrowia lipolytica az egyik legszéleskoriibben tanulmanyozott és élelmiszeripari
szempontbol az egyik legjelentdsebbnek tartott élesztdgomba, mely rendkiviil erds lipolitikus
¢s proteolitikus aktivitasarol, pigmenttermeld képességérdl ismert. Az élelmiszeriparon beliili
sokrétli felhasznalhatosaga mellett hasznositjak citromsav termelésénél, tisztitoszeriparban, az
egészseégligyl terliletén, gydgyszeriparban, valamint a biolizemanyag gyartds szamara is
lehetdségeket rejt, tovabba a kornyezetvédelemben is fontos szerepet tolthet be. Sokaig ugy
gondoltak, hogy nemzetségének egyetlen képviseldje, azonban az utdbbi években bizonyossa
valt, hogy nem egyetlen fajrol, hanem egy komplex csoportrdl van szd, melynek tagjait
hagyomanyos modszerekkel sok esetben tévesen azonositottak Yarrowia lipolytica-ként.
Meggy6z6désem, hogy a Yarrowia nemzetség tobb faja is alkalmas lehet ipari teriileteken vald
alkalmazasra, ezért kutato munkam soran eddig kevésbé ismert és/vagy kutatott fajokkal
foglalkoztam.

A munkam sordn célul tliztem ki az élesztdgombék lipaz enzim és pigment termeld
képességének feltérképezését, melynek megvalositasara az alabbi Yarrowia torzseket
hasznaltam fel: Yarrowia lipolytica 854/4, 6/3, 4/1, Yarrowia divulgata NCAIM Y.02062,
5257, 445/4, Yarrowia yakushimensis NCAIM Y.02049, NCAIM Y.02050, NCAIM Y.02052,
Yarrowia porcina NCAIM Y.02102, 859/4, Yarrowia bubula 441/4. Az igéretesebb torzsekkel
a fermentacio koriilményeinek optimaldsaval a kivant metabolitok termelésének a fokozasat
céloztam meg. A fermentdcios folyamatok optimalasdn tGl a lipaz enzimnél az ipari
melléktermékek, mint természetes szubsztratumok alkalmazasat vizsgaltam, hiszen egyre
nagyobb hangsuly helyezédik a korforgasos gazdasag kialakitasara. A termeltetett barna
szinanyag esetében pedig a stabilitasanak a feltérképezését végeztem fel, az esetleges késObbi
ipari felhasznéalhatosag végett.

Kutatomunkam elsé 1épéseként a lipaz termelé Yarrowia torzsek rangsorolasat
végeztem el YEPD taplevesben, mely soran megallapitottam, hogy a Y. lipolytica 854/4, és 1/4
mellett a Y. divulgata NCAIM Y.02062, és 5257 torzs termeli a lipazt nagyobb mennyiségben
a tobbi vizsgalt torzzsel szemben.

A legjobb torzsek kivalasztasat kovetden optimalasi feladatokat végeztem el a lipaz
enzim aktivitdsanak novelése érdekében. Az olivaolajnak és a Tween 80-nak a lipaz termelésre
gyakorolt hatasvizsgalata soran minden vizsgalt torzs esetében hasonld tendencidkat figyeltem
meg, nevezetesen az olivaolaj 1%-a hatékonyan indukalja lipaz termelésiiket. Tovabba 0,05 %

koncentracioban alkalmazva a Tween 80 is hatasosnak bizonyult az extracellularis lipaz
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aktivitds fokozasdra minden vizsgalt torzsnél, mig az intracellularis aktivitasra csak a Y.
lipolytica 1/4 torzsnél volt serkentd hatassal.

Olivaolaj tartalmu YEPD tapkozegben vizsgaltam tovabbi, eddig kevésbé ismert torzs -
a Y. yakushimensis NCAIM Y.02049, NCAIM Y.02050 ¢s NCAIM Y.02052 — lipaz termeld
képességét. Az eredmények alapjan a Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 és a NCAIM Y.02052
torzs jo lipaz termelének mutatkozott. Utobbi két torzsnél olivaolaj és Tween 80 tartalmu
tapkozegben is elvégeztem mind az extra-, mind az intracellularis aktivitasmérést, és
megallapitottam, hogy a Tween 80-nak is van indukalo6 hatésa.
torzsek extracellularis lipaz termelésének maximalizalasa érdekében a vélaszfeliileti modszerek
kozil, kozponti elrendezésii statisztikai modell alkalmazasaval tortént. Meghataroztam a
modell egyenleteket, s a vizsgalt térzsek esetén a maximalis enzim termeléshez sziikséges
olivaolaj és Tween 80 koncentraciot. Az eredmények alapjan lathatd, hogy a legnagyobb
aktivitas értékeket a Y. lipolytica 854/4 esetében mértem, s az is megallapithato, hogy az egyes
bedllitasok soran kapott enzimaktivitas értékek kozott jelentds kiillonbség van. A masik harom
vizsgalt torzs (Y. lipolytica 1/4, Y. divulgata 5257, Y. divulgata NCAIM Y.02062) eredményei
kozott nincs nagy mértéki eltérés, sem az egyes beallitdsok sordn mért aktivitas értékek, sem
pedig a torzsek maximum értékei tekintetében. Altalanossagban megéllapithatd, hogy az
altalam vizsgalt tartomanyban, minél tobb olivaolaj, valamint Tween 80 van jelen, annal
nagyobb az enzimaktivitas, igy kutatomunkam folytatasaban ezen komponenseket tartalmazo
YEPD téplevest hasznaltam.

Kevés szakirodalmi adat all rendelkezésre a levegdztetés hatasanak kérdésével lipaz
szekrécid szempontjabol Yarrowia élesztok esetében, igy kutatomunkam soran ezt is
tanulmanyoztam. Az eredményeimbdl megéllapithatd, hogy a leghatékonyabb razatasi
sebességa Y. lipolytica 1/4, a Y. lipolytica 854/4, a Y. divulgata 5257, és a Y. divulgata NCAIM
Y.02062 torzsek esetében a 130 rpm volt, ezen bedllitas soran sokkal hatékonyabbnak bizonyult
a lipaz termelés, ugyanis mind a négy élesztd legalabb 2-3x annyi enzimet termelt a tobbi
beallitashoz (100 és 160 rpm) képest. Igy kutatomunkam folytatasaban ezt razatasi sebességet
alkalmaztam.

Az inokulum mennyiségének optimalizalasa iS nagyon fontos tényez6 a fermentacios
folyamatok soran. Vizsgéltam az inokulum kiindulasi sejtszdmanak a hatasat a lipaz termelésre
a Y. lipolytica 854/4, a Y. divulgata 5257, a Y. divulgata NCAIM Y.02062 és a harom Y
yakushimensis torzs esetében harom kiilonbozé sejtkoncentracio 108, 5*10° és 107 TKE/ml
alkalmazasa mellett. A 10° TKE/ml sejtkoncentracioju inokulummal beoltott fermentacios

tapkozeg egyik vizsgalt torzs esetében sem bizonyult a leghatékonyabbnak. Az 0sszes torzs
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esetében elmondhatd, hogy az 5*10° és 10’ TKE/ml inokulum koncentracié szamottevén nem
befolyasolta az enzimtermelést. Ennek ellenére a tovabbiakban minden tdrzs esetében a
szamara idealis, vagyis a Y. lipolytica 854/4, a Y. yakushimensis NCAIM Y.02050, a Y.
yakushimensis NCAIM Y.02052 és a Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzseknél az 5%10°
TKE/ml koncentracioja, a Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 és a Y. divulgata 5257
élesztoknél pedig a 10" TKE/ml mennyiségii 24 6ras inokulumot alkalmaztam a fermentécios
tapkozeg beoltasahoz.

Az enzim termelés, illetve kivalasztas fokozasa érdekében az alkalmazott Tween 80
mellett, a Triton X-100 hatasat is vizsgaltam kozponti elrendezésii statisztikai modell (CCD)
alkalmazasaval 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) esetében
olivaolaj kiegészitést tartalmazd6 YEPD taplevesben. A statisztikai eredményekbdl
megallapithatd, hogy mind a Tween 80, mind a Triton X-100 szignifikans hatassal bir az
enzimtermelésre, s mig elobbi feliiletaktiv anyagbdl nagyobb koncentracio alkalmazasa (0,05-
0,09%) addig az utobbibol kisebb mennyiség (0,01-0,02%) a hatékonyabb.

Mindezen optimalasi folyamatok eredményeként a Y. divulgata torzsek esetén tobb,
mint 50-szeres, a Y. lipolytica 854/4 torzsnél tobb, mint 100-szoros aktivitas novekedést
mutattam Ki.

Meghataroztam a Y. lipolytica 1/4, Y. lipolytica 854/4, Y. divulgata 5257, Y. divulgata
NCAIM Y.02062 Y. yakushimesis NCAIM Y.02049, Y. yakushimesis NCAIM Y.02052 t6rzs
eredetii extracellularis és intracellularis nyers lipaz enzimek pH- és hdmérséklet-optimumat. A
mérés soran 30°C-t0l-45°C-ig terjed6 hOmérséklet tartomdnyban mértem meg az
enzimaktivitast, s a legnagyobb aktivitas érték 37°C-on volt mind a kettd frakcional. A pH
optimalast kiilonboz6 pH értéki (pH 5 - pH 8) Sorensen pufferek segitségével végeztem el. Az
eredményekbdl azt a konkluziot lehet levonni, hogy pH 7,2 Sorensen puffer hasznélata esetén
a legnagyobb a lipaz aktivitas mind az extracellularis, mind az intracellularis frakcio esetén.

Az optimalasi vizsgélatokat kovetden lipdz enzim termelés szempontjabol novényi
olajokat (olivaolaj (kontrollként), kokuszolaj, didolaj, széldmagolaj, szezammagolaj,
napraforgoolaj, kukoricaolaj, hasznalt siitdolaj és a repceolaj), mint természetes
szubsztratumokat hasonlitottam dssze 1%-o0s koncentracioban alkalmazva. A vizsgalatot a két
legjobb enzimtermelé torzzsel (Y. lipolytica 854/4, Y. yakushimesis NCAIM Y.02052)
végeztem el. Az eredményeimbdl megallapithatd, hogy mind a két torzs esetében a legjobb
induktornak az olivaolaj és a napraforgdolaj bizonyult, illetve, mig az olivaolaj szubsztratumnal
a Y. yakushimesis NCAIM Y.02052, addig a napraforgoolajnal a Y. lipolytica 854/4 éleszt

esetén mértem nagyobb lipaz aktivitast. Kiemelendd, hogy a hasznalt siitdolaj, mint
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enzimfermentacidhoz potencialisan hasznosithatd hulladék alkalmazéasaban is van potencial,
ugyanis szamos olajhoz képest hatékonyabbnak bizonyult a hasznalata mind a két tdrzsnél.

A korforgasos gazdasag térhoditasa és kiemelkedd fontossaga révén a kovetkezd
kisérletemben ipari melléktermék (olajpogacsa) enzimfermentalashoz kapcsolddd hasznositasi
lehetdségét vizsgaltam. 5 féle pellet — tokmag, aranylenmag, napraforgémag, mogyord ¢és
kendermag felhasznalasaval is elvégeztem a kisérletet. Mind a Y. lipolytica 854/4 mind a Y.
yakushimensis NCAIM Y.02052 torzs esetében a legjobb induktornak az aranylenmag pellet
bizonyult, azonban mig eldbbi esetében a lipaz aktivitds mar a 24. oraban elérte a maximalis
értéket, addig az utobbinal csak a 72. éraban.

Az el6z6 kisérletek eredményei szerint a legjobbnak talalt olajok (oliva, napraforg6) és
pellet (aranylenmag), valamint a hasznalt siitéolaj koncentracié novelésének hatasat (0,5%, 1%
¢és 2%) is elvégeztem lipaz termelésre mind a két torzzsel (Y. lipolytica 854/4, Y. yakushimensis
NCAIM Y.02052). Az eredményekbdl 4ltalanosan megallapithato, hogy az adott
szubsztratumot minél nagyobb koncentracidoban alkalmazzuk, annal nagyobb aktivitast sikertil
elérni. Az olivaolaj bizonyult mind a két torzs esetében a legjobb induktoroknak, akar 1%, akar
2 % koncentracioban alkalmazva, illetve ezen kiviil még a 2 %-os napraforgoolaj mutatkozott
hatékonynak. Mind a két élesztdgomba esetében a legnagyobb lipaz aktivitast a 2%-os olivaolaj
szubsztratumnal mértem. A hasznalt siitdolaj ugyan kozel sem a leghatékonyabb induktor,
megfigyelhetd. A legkevésbé hatékony szubsztrdtumnak az aranylenmag pellet tekinthetd,
hiszen minden koncentracional e emellett mértem a legalacsonyabb lipaz aktivitasi értékeket.

Kutatomunkam masik nagy témakdre a Yarrowia éleszték barna szinanyag
termelésének vizsgalata volt, mely soran hét kiilonbdz6 Yarrowia torzs (Y. porcina 859/4, Y.
divulgata NCAIM Y.02062, Y. lipolytica 1/4, Y. divulgata 445/4, Y. lipolytica 6/3, Y. lipolytica
854/4, Y. divulgata 5257) screenelését végeztem el tirozin tartalmu tapagaron. Mindegyik
alkalmazott €leszt6 termelt szinanyagot, igaz eltéré mértékben. Kutatomunkam folyatasdhoz a
Y. lipolytica 6/3 melletta Y. lipolytica 854/4 élesztot, illetve a még kevésbé kutatott Y. divulgata
NCAIM Y.02062 és a Y. divulgata 5257 torzseket valasztottam ki, s végeztem optimalasi
kisérleteket a pigment termelés fokozasa érdekében szubmerz fermentaciok soran.

El6szor tapkozeg optimalast végeztem, a fermentacios alap tapkozeget a tirozin, mellett
kiilonb6z6 aminosavakkal - glicin, L-glutamin, L-aszparagin -, valamint egyes esetekben tejsav
komponensekkel egészitettem ki. Az alkalmazott torzsek koziil a Y. lipolytica 6/3 torzs volt a
legeredményesebb a pigment termelés szempontjabol az aminosav kiegészitést tartalmazo
tapkozegben. A két Y. divulgata térzset 6sszehasonlitva a Y. divulgata 5257 bizonyult jobb

pigment termeldnek. A tejsav indukald hatasardl megoszlanak a szakirodalmi adatok, a
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kisérletemben ezen adalékanyag hasznalata soran tobb pigment szintetizalédott az
alaptapkozeghez képest a legtobb torzs esetében. Megemlitendd, hogy a csak aminosav
kiegészitést tartalmaz6 tapkozeg alkalmazésa volt a leghatékonyabb minden torzsnél. A kisérlet
eredményeibdl az is latszik, hogy a semleges pH tartoméany kedvez a pigment szintézisének. A
kivant kémhatas elérését kiilonboz6 pufferek (Mcllvaine, Sorensen) alkalmazasaval
biztositottam, tovabba desztillalt vizzel készitett aminosav kiegészitést tartalmaz6 fermentécios
tapkozeghez NaOH-t adva allitottam be a semleges kémhatast, s az igy kapott eredményeket
hasonlitottam 6ssze pigment termelés szempontjabol, kontrollként vizzel készitett tapkdzeget
alkalmazva. Ismételten vizsgaltam a tejsav hatdsat a pigment szintézisre a pufferekhez
adagolva, majd a pH-t semlegesre allitva.

A'Y. lipolytica 6/3, Y. divulgata NCAIM Y.02062 és a Y. divulgata 5257 torzsek
esetében a leghatékonyabbnak a NaOH-t tartalmazo tapkozeg, a Y. lipolytica 854/4 élesztonél
pedig a Mcllvaine pufferrel készitett tejsav kiegészitést nem tartalmazo tapkozeg bizonyult.
Azonban az eredményeim alapjan nincs nagysagrendi eltérés a kiilonboz6 modokon készitett
kiindulasi tapkozegek kozott, igy a kutatdmunkam folytatasahoz gazdasagi szempontok alapjan
a kontrollként alkalmazott tdpkdzeget valasztottam.

AY. lipolytica egy obligat acrob ¢lesztd, mely esetében az optimalizalt razatasi sebesség
alkalmazasa pozitivan befolyasolhatja az anyagcserefolyamatokat, s ezaltal a pigment termelést
iS. Mindezek ismeretében harom kiilonb6z6 razatasi sebesség — 100 rpm, 130 rpm és 160 rpm
—hatasat vizsgaltam a szinanyagtermelésre. A kisérlet eredményei alapjan megallapithatd, hogy
a kiillonb6zd torzsek esetében kiillonbozdé fordulatszamok bizonyultak a legjobbnak. A
levegbztetés mértéke azonban nagysagrendileg nem befolyasolta a pigment szintézisét, igy a
tovabbi kisérletim sordn 130 rpm razatasi sebességet alkalmaztam.

Tanulmanyoztam, hogyan befolyésolja a fermentécios tapkozegben a pigment termelést
az ¢lesztOknek az inokulum tdpkozegben valod felszaporitasi ideje. A kisérleti inokulum
tenyésztési iddintervallumokat 16, 24 és 48 o6raban hatdroztam meg. Az eredményeim, tovabba
a szakirodalmi adatok alapjan megallapithatd, hogy bar az inokulum kora hatdssal bir a
fermentacids folyamat eredményességére, munkam folytatasahoz gazdasagi és technologiai
szempontokat mérlegelve a 24 6ras inokulum tenyésztési idétartamot valasztottam ki.

Az inokulum kiindulasi sejtszdmanak a pigment termelésre gyakorolt hatasat is
vizsgaltam 10°% 5*108 és 107 sejt/ml sejtkoncentracid alkalmazasiaval Az eredményekbdl
lathato, hogy a kiindulési sejtkoncentracié nagymértékben befolydsolja a szinanyagtermelés
hatékonysagat. Amig a Y. lipolytica 6/3 torzsnél a legkedvezébb pigment termelés az 5%10°
TKE/mI, addig a Y. lipolytica 854/4 és a Y. divulgata 5257 torzseknél a 10° TKE/ml

sejtkoncentracioju inokulummal beoltott fermentéacids tapkozeg esetében kovetkezett be. A Y.
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divulgata NCAIM Y.02062 torzs esetében a 107 TKE/ml-es sejtkoncentracio alkalmazasa volt
az optimalis. A tovabbi kisérleteimben minden torzsnél a szamdra idedlis mennyiségii
inokulumot alkalmaztam a fermentacios tapkozeg beoltdsdhoz.

Az egyes nyomelemek hatast gyakorolnak a szinanyag szintézisre. Ezen tudomanyos
tényre alapoztam a kovetkezd kisérleti tervem, melyben a Mn?* hatasat vizsgaltam kiilonbozé
koncentracioban alkalmazva (0; 0,1; 0,2 és 0,5 g/l). A kisérlet eredményeibdl egyértelmiien
levonhaté a konklizié miszerint a Mn?* jotékony hatéassal bir a Yarrowia élesztdk pigment
szintézisére, s a nagyobb Mn?" koncentracié alkalmazasa nagyobb pigment hozamot
eredményez. A 0,5 g/l alkalmazasa mellett jelentds szintézis volt tapasztalhato.

A legjobb pigment termelének a Y. lipolytica 6/3 bizonyult, melynél az optimalasi
folyamatok eredményeként hétszer nagyobb abszorbancia értéket detektaltam a kezdetihez
képest.

Az esetleges késobbi ipari felhasznalas céljabol kiilondsen fontosnak tartottam, hogy
megvizsgaljam a Yarrowia torzsek altal termelt szinanyagok stabilitasat. Az optimalasi
vizsgalatokat kovetden tanulmanyoztam az élelmiszeripari alkalmazasnal szokésos kdrnyezeti
koriilményeket, figyelembevéve a forralas, a fagyasztas, illetve kiillonb6zd fény- ¢€s
hémérsékleti viszonyok melletti taroldsnak a pigment stabilitdsara gyakorolt hatasat.

A forralasi vizsgalat soran megallapitottam, hogy a mintak abszorbancia értékei szinte
valtozatlanok maradtak a 30 perces forralast kovetdéen, bomlas nem volt tapasztalhato, a
szinanyag stabil a forraldsi koriilmények kozott.

Vizsgéltam a hémérséklet és a fényben vald tarolas hatdsat is, szobahdmérsékleten és
hitott koriilmények kozott, valamint, fénynek kitett vilagos helyen és sotétben tarolt
fermentlevek stabilitasat is kovettem, tovabba a fagyasztds hatasat is néztem. Nagymértékii
csokkenés nem jellemzd egyik torzsnél és egyik kornyezeti paraméter esetén sem. Az
eredményekbdl egyértelmiien az olvashaté ki, hogy a pigment teljesen stabil, kiilonbz6
hémérsékletek és fényviszonyok k6zott nem bomlik le, hosszl tarolds soran sem. A fagyasztasi
vizsgélat soran a -18°C-on fagyasztoban tarolt mintdk abszorbancidjat havonta megmértem a
pigment stabilitasanak ellendrzése végett, mely soran azt tapasztaltam, hogy az abszorbancia
értekek stagnaltak az egyes torzsek esetében, nagy eltérés nem volt megfigyelhetd az 1d6
eldrehaladtaval sem.

Osszességében, a fermenticios folyamatok optimalasanak eredményeként ndvelhetd a
Yarrowia élesztdk metabolitjainak termelése, tovabba megallapithato, hogy a Y. divulgata,
valamint Y. yakushimensis fajok is rendelkeznek biotechnologiai potenciallal, igy igéretesek

lehetnek a Y. lipolytica mellett széleskorii ipari felhasznalasra.
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SUMMARY

Yarrowia lipolytica is one of the most extensively studied and industrially important yeast
species. It is known for its strong lipolytic and proteolytic activity as well as its ability to
produce pigments. Besides its wide range of applications in the food industry, it is used in citric
acid production and in the detergent industry. In addition, this yeast has great potential for the
pharmaceutical and healthcare sectors. Furthermore, it also play an important role in biofuel
production, and environmental protection. It was long thought to be the only species in its
genus: However, recent studies have confirmed that it is a complex group of species, many of
which were misidentified as Yarrowia lipolytica using traditional methods. So far, because of
the industrial importance, most studies focused only on the Y. lipolytica species, and less
attention was paid to other ones, especially new isolates. No doubt that studies of these new
isolates have significant importance and results will contribute new evidence to the community
to understand this yeast genus as well as to develop industrial applications.

My research focused on the lipase enzyme and pigment production capabilities of yeast strains,
using the following Yarrowia strains: Yarrowia lipolytica 854/4, 6/3, 4/1; Yarrowia divulgata
NCAIM Y.02062, 5257, 445/4; Yarrowia yakushimensis NCAIM Y.02049, NCAIM Y.02050,
NCAIM Y.02052; Yarrowia porcina NCAIM Y.02102, 859/4; and Yarrowia bubula 441/4. For
the most promising strains, the optimisation of the desired metabolites production was aimed
by optimizing the fermentation conditions. Furthermore, the use of industrial by-products as
natural substrates for the production of lipase enzyme was also examined considering the
circular economy models. Additionally, the stability of the brown pigment produced was
investigated for potential industrial applications.

The extracellular lipase production of seven different Yarrowia strains was screened in the basal
medium. Two strains of Y. divulgata NCAIM Y.02062 and 5257, as well as Y. lipolytica 1/4
strain and Y. lipolytica 854/4 strain achieved higher activities in the screening process, therefore
these were selected for further studies.

In terms optimization of lipase production it can be concluded, that 1% olive oil effectively
induced lipase production in all strains tested. Additionally, Tween 80 at a concentration of
0.05% was found to be effective in enhancing the extracellular lipase activity for all strains,
whereas it was effective in the intracellular activity only in the case of Y. lipolytica 1/4 strain.
Further experiments were performed for the lipase production capabilities of lesser-known Y.
yakushimensis strains (NCAIM Y.02049, NCAIM Y.02050, NCAIM Y.02052) in YEPD broth
with olive oil. The results demonstrated that Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 and NCAIM

Y.02052 exhibited strong lipase production. Additional tests to evaluate both extracellular and
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intracellular activities were performed for these two strains in media supplemented with both
olive oil and Tween 80. It was found that Tween 80 also had an inductive effect.

Optimisation of the concentration of olive oil and Tween 80 for maximising extracellular lipase
production by selected strains was performed using central composite design (CCD) a part of
the response surface method.

The equations describe the model were established, and the concentrations required for
maximum enzyme production were determined. The highest activity was measured for Y.
lipolytica 854/4, and significant differences in enzyme activity were observed among different
settings. The other three examined strains (Y. lipolytica 1/4, Y. divulgata 5257, Y. divulgata
NCAIM Y.02062) showed less variation in both activity levels and maximum enzyme
production. Generally, it can be concluded that the higher concentration of olive oil and Tween
80, the higher the enzyme activity. For further research, YEPD broth containing both
compounds were applied.

Due to the limited literature is available on the effect of aeration on lipase secretion in Yarrowia
yeasts, this was also investigated. It was found that the most effective shaking speed for Y.
lipolytica 1/4, Y. lipolytica 854/4, Y. divulgata 5257, and Y. divulgata NCAIM Y.02062 was
130 rpm. Under this condition, lipase production was significantly more efficient, as these four
yeasts produced 2-3 times more enzyme than at 100 or 160 rpm. Therefore, this shaking speed
was applied in the further experiments.

Optimizing the amount of inoculum is also a critical factor in fermentation processes. The effect
of initial cell concentration on lipase production in Y. lipolytica 854/4, Y. divulgata 5257, Y.
divulgata NCAIM Y.02062, and three Y. yakushimensis strains at cell concentrations of 10°,
5*105, and 10’ CFU/mL were examined. The lowest concentration (106 CFU/mI) was not the
most effective for any strain. However, no significant differences in enzyme production were
observed between 5*10° and 10’ CFU/mL, so a 24-hour inoculum at the optimal concentration
for each strain was applied in the following fermentations.

To enhance enzyme production, the effect of Triton X-100 and Tween 80 on lipase activity was
investigated using a central composite design (CCD) with five Yarrowia strains (Y. lipolytica
854/4, Y. yakushimensis NCAIM Y.02049, Y. yakushimensis NCAIM Y.02052, Y. divulgata
NCAIM Y.02062, Y. divulgata 5257) in YEPD broth with olive oil. Statistical analysis
confirmed that both Tween 80 and Triton X-100 had significant effects on enzyme production.
While higher concentrations (0.07-0.09%) of Tween 80 were more effective, Triton X-100 was
beneficial at lower concentrations (0.01-0.02%).

As a result of these optimization processes, a more than 50-fold increase in activity was

observed in Y. divulgata strains and a more than 100-fold increase in Y. lipolytica 854/4.
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In addition, the pH and temperature optima for extracellular and intracellular crude lipase
enzymes derived from Y. lipolytica 1/4, Y. lipolytica 854/4, Y. divulgata 5257, Y. divulgata
NCAIM Y.02062, Y. yakushimensis NCAIM Y.02049, and Y. yakushimensis NCAIM Y.02052
were determined. Enzyme activity assay was performed in a temperature range of 30°C to 45°C.
and the highest activity detected at 37°C. The pH was optimized using Sorensen buffers (pH 5—
8) and pH 7.2 was found to be optimal for lipase activity in both fractions.

Various vegetable oils (olive oil as a control, coconut oil, walnut oil, grapeseed oil, sesame oil,
sunflower oil, corn oil, used cooking oil, and rapeseed oil) were compared as natural substrates
for lipase enzyme production of Y. lipolytica 854/4 and Y. yakushimensis NCAIM Y.02052
strain at a 1% concentration. The results showed that olive oil and sunflower oil were the best
inducers for both strains. Specifically, Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 exhibited the highest
lipase activity when olive oil was used as substrate, while Y. lipolytica 854/4 performed best
with sunflower oil. In addition, used frying oil, as a potentially recyclable waste for enzyme
fermentation, demonstrated promising efficiency compared to several other tested oils.

Due to the increasing importance of circular economy principles, an experiment was designed
to investigate the feasibility of using industrial by-products (oilseed cakes) for lipase enzyme
fermentation. Five different oilseed pellets—pumpkin seed, golden flaxseed, sunflower seed,
peanut, and hemp seed were tested. Among them, golden flaxseed pellet proved to be the best
inducer for both Y. lipolytica 854/4 and Y. yakushimensis NCAIM Y.02052. However, while Y.
lipolytica 854/4 reached maximum lipase activity at 24 hours, Y. yakushimensis NCAIM
Y.02052 did not achieved this until 72 hours.

The effects of different concentrations (0.5%, 1%, and 2%) of the most promising plant oils
(olive and sunflower), pellet (golden flaxseed), and used frying oil on the lipase production for
both strains were investigated. The results generally showed that the higher the substrate
concentrations, the higher the enzymatic activity. For both yeast strains, olive oil and sunflower
oil were the most effective inducers at both 1% and 2%, and 2% concentrations, respectively.
The highest lipase activity was observed with a 2% olive oil substrate. Although the used frying
oil was not the most efficient inducer, increasing its concentration in the fermentation medium
significantly enhanced the lipase activity. In contrast, golden flaxseed pellet was the least
effective substrate, yielding the lowest lipase activity at all tested concentrations.

Another major focus of my research was to study brown pigment production in Yarrowia yeast
strains. Seven different Yarrowia strains (Y. porcina 859/4, Y. divulgata NCAIM Y.02062, Y.
lipolytica 1/4, Y. divulgata 445/4, Y. lipolytica 6/3, Y. lipolytica 854/4, and Y. divulgata 5257)
were screened on agar containing tyrosine. All strains produced pigments, but at different

levels. For further optimization experiments Y. lipolytica 6/3, Y. lipolytica 854/4, Y. divulgata
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NCAIM Y.02062, and Y. divulgata 5257 strains were selected and tested in submerged
fermentation. The fermentation medium was first optimised by supplementing the basal
medium (containing tyrosine) with different amino acids - glycine, L-glutamine, and L-
asparagine - and, in some cases, lactic acid. Among the tested strains, Y. lipolytica 6/3 exhibited
the highest pigment production in the medium supplemented with amino acids. Between the
two Y. divulgata strains, Y. divulgata 5257 proved to be the better pigment producer. There is
some debated in the literature about the effect of lactic acid as an inducer, but my experiments
showed that its inclusion led to increased pigment synthesis in most strains compared to the
basal medium. Overall, the most effective medium for all strains was the one supplemented
with amino acids only. Additionally, it can be concluded that a neutral pH range favored the
pigment synthesis. To achieve the required pH, different buffer systems (Mcllvaine and
Serensen) were used and also adjusted the pH with NaOH in amino acid supplemented media,
comparing the results with a control medium prepared by water. When lactic acid was tested in
combination with buffers and the pH was adjusted to neutral, pigment synthesis was generally
enhanced.

The most effective was the medium contained NaOH for Y. lipolytica 6/3, Y. divulgata NCAIM
Y.02062, and Y. divulgata 5257, whereas for Y. lipolytica 854/4, the Mcllvaine buffer without
lactic acid supplementation was the best. However, no significant differences were observed
between the different initial media. Based on economic aspects, the control medium prepared
with water was applied for further studies.

The effect of different shaking speeds (100 rpm, 130 rpm, and 160 rpm) on pigment synthesis
was investigated, since Y. lipolytica is an obligate aerobic yeast and aeration can enhance
metabolic processes and therefor increase pigment production. The results showed that the
optimum speed varied between strains, but overall, aeration had no significant ieffect on
pigment synthesis. Consequently, 130 rpm was used for further experiments.

The effect of inoculum age on pigment production was also investigated. 16, 24, and 48 hours
were used for inoculum growth. The findings, supported by literature data, showed that while
inoculum age influences fermentation efficiency, a 24-hour inoculum was the most practical
choice based on economic and technological aspects.

Furthermore, the effect of initial inoculum cell density on pigment production was studied using
concentrations of 10%, 5*10°, and 107 cells/mL. The results showed that cell concentration had
a significant effect on pigment synthesis. The optimum concentrations were 5*10¢ CFU/mL for
Y. lipolytica 6/3, 106 CFU/mL for Y. lipolytica 854/4 and Y. divulgata 5257, and 107 CFU/mL
for Y. divulgata NCAIM Y.02062. These values were used in further fermentations.
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Trace elements also affect pigment synthesis, so the effect of Mn?" at different concentrations
(0,0.1,0.2, and 0.5 g/L) were investigated. The results clearly showed that Mn?* had a positive
effect on the pigment synthesis of Yarrowia, the higher the Mn?* concentrations, the higher the
pigment yields. A concentration of 0.5 g/L Mn?* resulted in the highest absorbance. During the
optimisation process, Y. lipolytica 6/3 was the most efficient pigment producer among the tested
strains, achieving a sevenfold increase in absorbance compared to the initial value.

For potential applications in the food industry, the stability of the pigments produced by
Yarrowia strains was investigated including boiling, freezing, and storage under different light
and temperature conditions. Boiling tests showed that the pigment absorbance remained
unchanged after 30 minutes of boiling, indicating high thermal stability.

Storage tests under different temperature and light conditions (room temperature vs.
refrigeration and freezing at -18°C, and exposure to light exposure vs. darkness) demonstrated
that pigment stability remained high over time under all conditions. The results confirmed that
Yarrowia pigments do not degrade over long storage periods under various environmental
conditions.

In summary, optimization of fermentation processes can improve the production of Yarrowia
metabolites. Furthermore, Y. divulgata and Y. yakushimensis species show promising
biotechnological potential besides Y. lipolytica, suggesting their potential for broad industrial

applications.
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