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1. AMUNKA ELOZMENYEI

A Yarrowia lipolytica a Yarrowia nemzetség egyik legismertebb ¢s legkutatottabb faja,
legfoképpen azért, mert képes fontos anyagcseretermékek termelésére ¢és azok nagy
mennyiségben torténd kivalasztdsara, ami indokoltta teszi az iparban valo alkalmazasat és
tanulmanyozasat. Ezen élesztd nem patogén mikroba, amely szerepel a GRAS (éltalanosan
biztonsagosnak mindsitett) listan is, igy élelmiszerekben vald alkalmazasa is biztonsagos.
Rendkiviil erds lipolitikus és proteolitikus aktivitassal, valamint pigmenttermel6-képességgel
rendelkezik. Az élelmiszeripar mellett hasznositjak a tisztitoszeriparban, az egészségiigy
terliletén, a gyodgyszeriparban, valamint a biolizemanyag gyartas szamadra is lehetdségeket rejt,
tovabba a kornyezetvédelemben is kiemelt szerepet tolthet be.

A lipaz enzim a szerin-hidrolaz enzimek csoportjaba tartozik és a trigliceridek
hidrolizisét katalizalja glicerinné és szabad zsirsavakka az olajos-vizes fazis hatarfeliiletén.
Mindeniitt jelen vannak a természetben, szamos novény, allat és mikroorganizmus képes
eldallitani. A lipaz nemcsak biotechnologiai szerepe, de bioldgiai jelentdsége miatt is ismert. A
novények esetében a lipdz enzimek kiilonosen a magok csirdzasaban, tovabba maganak a
gyumolcsnek az érési folyamataban is szerepet jatszanak. Emberi és allati szervezetekben az
emésztérendszerben termelddnek, foként a nyalban, a gyomorban és a hasnyalmirigyben,
illetve az emésztésben is kulcsfontossagu funkcidt latnak el. Az iparban leginkabb mikrobiélis
lipazokat hasznalnak fel, mivel az adott mikroorganizmusok konnyen tenyészthetok ¢&s
hasznélhatok. Eleinte baktériumok és fonalas gombak altal termelt lipazokat alkalmaztak,
viszont a tudomany elérehaladtaval a kutatasok eldterébe keriiltek az élesztégombak is. A
gombaknal a lipdz gyakran extracellularis formaban van jelen, de sejtfalkdtott vagy
intracellularis eléfordulés 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 lipdzok pedig az
extracellularis lipdz enzimekkel szemben a sejtekben tartaléktapanyagként felhalmozott
lipideket hidrolizaljak. A sejtfalhoz kotott lipazok elengedhetetlenek a sejtfelépitésben, és az
egyes lipidek, igy tobbek kozott a membranalkoto lipid vegytiletek eldallitasaban.

A hidroféb szubsztratok a leghatékonyabb szénforrasok kozé tartoznak, amelyek
serkentik a mikroorganizmusok lipolitikus enzimeinek termelését. Koziiliik kiemelt figyelmet
kapnak a novényi olajok (olivaolaj, napraforgoolaj, kukoricaolaj, palmaolaj, repceolaj,
szOjaolaj) és a tiszta zsirsavak (palmitinsav, olajsav). A természetes ndvényi olajok koziil az
olivaolaj hatékony indukétornak tekinthetd a lipaz termelés szempontjabol, magas olajsav- €s
linolsav tartalmanak koszonhetéen. A ndvényi olajokon tul az olajipari melléktermékek is
természetes szubsztratként hasznalhatéak fel a Yarrowia lipolytica novekedéséhez ¢€s lipaz
termeléséhez. A szubsztrat és az indukaldé anyag mindsége, valamint a feliiletaktiv anyagok
jelenléte fontos szerepet jatszik az enzim szintézisében. Ez a jelenség nemcsak
nemzetségenként, hanem fajonként és torzsenként is eltérd lehet.

A lipaz enzim mellett, a Yarrowia nemzetség pigmentek termelésére is alkalmazhato,
melyet szinezOanyagként szdmos ipardgban hasznositanak. A biologiai pigmentek minden €16
anyagban megtalalhatok, vonzo szineket biztositanak, és alapvetd szerepet jatszanak az



organizmusok fejlodésében. A természetes pigmentek alkalmazasa egyre elterjedtebb, hiszen a
szintetikus szinezékek Osszefliggésbe hozhatok olyan hatdsokkal, mint gyermekeknél a
hiperaktivitas megjelenése, allergias reakciok, tovabba rakkeltd hatasuak is lehetnek, ezért sok
mesterséges szinezéket mar betiltottak. Az emlitetteken tul ezen szinezdanyagok prekurzorai
karos hatasokkal birnak az tizemi dolgozokra, a folyamat sordn keletkez6 hulladék pedig a
kornyezetre nézve is veszélyes. E szempontokat figyelembe véve a gyartok szamara fokozottan
javasolt a pigmentek természetes modon  torténd  eldallitasa/termeltetése. A
mikroorganizmusokkal fermentacios Uton eldallitott pigmentek alkalmazasanak eldnyei kozé
tartozik, hogy felszaporitasuk egyszeri, konnyli kinyerni, nem okoz problémat az
idényszerliség sem, tovabba sok kiilonb6zé szinli pigmentet képesek eldallitani, melyek nem
okoznak allergids reakciot, nem toxikusak, nem karcinogének, tovabba biologiailag
lebonthatoak. Mindemellett az egészségiinket is jotékonyan befolyasoljak, hiszen antioxidans
hatassal birnak, illetve provitaminok is lehetnek.

Az aminosavak, valamint egyes nyomelemek jelenléte jotékony hatassal van a melanin-
szeri barna pigment termelésre. Ezen anyagok mindségi €és mennyiségi optimalisa a
fermentécios tdpkozegben nagymértékben befolyasolja a folyamat hatékonysagat.

Mindezen ismeretek alapjan kutatomunkdm soran elsésorban olyan Yarrowia fajok
biotechnologiai alkalmazhatosagat — kiilonos tekintettel a fermentacids uton torténd lipaz és
pigment termelésiikre - terveztem feltdrni, melyeket eddig kevésbé vizsgalt a szaktudomany.
Meggy6zddésem, hogy a Y. lipolytica mellett a tobbi faj is hasznos lehet kiilonféle ipari célu
felhasznalas tekintetében.

2. CELKITUZES

Az iparban a lipaz enzim termelésére leginkabb baktériumokat és penészgombakat,
kisebb mértékben pedig ¢lesztdgombakat hasznalnak. Napjainkban azonban egyre tobb kutatas
eredménye enged arra kovetkeztetni, hogy az ¢lesztdgombak, koztiik a Yarrowia nemzetség
egyes torzsei, is jO lipaz €s pigmenttermeldk, sét akar még eredményesebbek is lehetnek a
megfeleld kornyezeti paraméterek, szubsztratumok optimaldsaval és alkalmazisaval. A Y.
lipolytica mellett a nemzetség mas fajai esetén is az ipari célu felhasznalas lehetdsége allhat
fenn, igy kutatbmunkam soran célul tliztem ki eddig kevésbé jellemzett Yarrowia izolatumok
folyamatok optimalasan tul a lipaz enzimnél az ipari melléktermékek, mint természetes
szubsztratumok alkalmazasat terveztem vizsgalni, hiszen egyre nagyobb hangsuly helyezddik
a korforgasos gazdasag kialakitasara. A termeltetett barna szinanyag esetében pedig az esetleges
késObbi ipari felhasznalhatosag végett a pigment stabilitdsanak feltérképezése volt a célom.
Kisérleteim soran a kovetkezo részfeladatokat terveztem végrehajtani:

» Yarrowia torzsek szaporodasanak és lipaz aktivitasanak vizsgalata
» A lipaz enzim jelenlétének vizsgalata az extracellularis, illetve az intracellularis
frakcidban.
» A lipaz termelés fokozasara iranyul6 kisérletek:
o Kiilonb6zd ndvényi olajok tobbek kozott az olivaolaj, valamint pelletek, mint
természetes szubsztratumok alkalmazasa
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o Tween 80 és Triton X-100 feliiletaktiv anyagok befolyasold hatdsanak vizsgalata

o A fermenticié kornyezeti paramétereinek optimalasa (homérséklet, pH
optimum, inokulum mennyisége, valamint a levegdztetés mértéke)

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

o A fermenticiot befolyasol6 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 kiilonb6zé homérsékleti- és fényviszonyok
kozott, forralas soran, szobahOmérsékleten, illetve hiitott tarolas esetén, tovabba
fénynek kitett és sotét koriilmények kozott.



3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A kisérletekhez felhasznalt Yarrowia torzsek

A kutatdsi munkdm soran 12 db Yarrowia nemzetséghez tartozd tdrzset, izolatumot
alkalmaztam: Y. bubula 441/4, Y. divulgata NCAIM Y.02062, Y. divulgata 5257, Y. divulgata
445/4, Y. lipolytica 854/4, Y. lipolytica 1/4, Y. lipolytica 6/3, Y. porcina NCAIM Y.02102,
Yporcina 859/4, Y. yakushimensis NCAIM Y.02049, Y. yakushimensis NCAIM Y.02050,
Y. yakushimensis NCAIM Y.02052.

A torzsek a MezOgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyljteményébdl
(NCAIM) kertiltek beszerzésre.

3.2. Alkalmazott tapkozegek

A tapkozegeket minden esetben autoklavban sterileztem 121 °C-on, 15 percen keresztiil.

Ferdeagar

A kisérleteim soran (YEPD) ferdeagart alkalmaztam a Yarrowia éleszt6k atoltasara és
fenntartasara, mely 5g/l élesztokivonatot, 10g/l peptont, 20g/l glikézt és 25g/l agart
tartalmazott.

Pigment screeneléshez felhasznalt tapagar

A pigment termelés screeneléséhez tirozin tartalmu tapagart alkalmaztam mellyel
lemezontést végeztem. A tapagar 5g/l élesztOkivonatot, Sg/l peptont, 4,504 g/1 tejsavat, 1,819g/1
tirozint, 0,106g/l MnSO4*H>O -t és 25g/1 agart tartalmazott.

Inokulum tapkozeg

Az inokulum tapkozeg 20 g/l gliikozt, 20 g/l peptont és 10 g/l élesztdkivonatot tartalmazott.

A lipaz fermentaciohoz hasznalt tapkozegek

Alap fermentacios tapkozeg
Alipaz termelésre irdnyuld fermentaciohoz YEPD tapkozeget hasznaltam fel 20 g/1 gliiko6z,
6,4 g/l pepton és 10 g/l élesztdkivonat dsszetétel szerint.

Természetes szubsztratum, valamint Tween 80 tartalmu YEPD tapleves

Az optimalizacios kisérletek soran 1% -nyi kiilonb6zd természetes szubsztratummal
(novényi olajok és olajpogacsak), €s 0,5 g/l Tween 80-nal kiegészitett YEPD tapkozegeket
alkalmaztam. Az alkalmazott ndvényi olajok (olivaolaj, mint kontroll, didolaj, sz6l6magolaj,
napraforgoolaj, repceolaj, szezdmmagolaj, kukoricaolaj kokuszolaj, hasznalt siitdolaj)
kereskedelmi forgalomban kaphatdak. A pelleteket (tokmag, aranylenmag, napraforgémag,
mogyord, kendermag) a Gabona ¢€s Iparindvény Technoldgia Tanszék biztositotta.

A pigment fermentaciohoz hasznalt tapkozegek

Alap fermentacios tapkozeg

A pigment fermentaciokhoz 4 g/l KH2POa, 2,59/ MgSO4*7 H20 és 0,106g/1 MnSO4*5 H20
Osszetevokbol készitett alap tapkozeg keriilt alkalmazasra.
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Kiegészitést tartalmazo fermentacios tapkozegek

A fermentécios alap tapkozeget elso esetben 0,27g/1 tirozinnal, masodik esetben a tirozin
mellett 1g/l mennyiségi glicinnel, L-glutaminnal és L-aszparaginnal egészitettem ki. Harmadik
esetben pedig az elébb felsorolt komponensek mellett még 5,46 g/l tejsav kiegészitést is
alkalmaztam a pigment termelés fokozasa érdekében.

3.3. Alkalmazott modszerek
pH mérés

Mettler Toledo SevenMulti™ féle pH mérd késziilék segitségével hatdroztam meg a
mintak pH értékeit. A pH méro kalibralasat, pH=4 és pH=9 kalibral6 oldatokkal végeztem.

Sejtszam meghatarozas

Biirker-kamras modszerrel végeztem az élesztd sejtszam meghatarozasat, melyhez
Olympos mikroszképot hasznaltam. A tizszeresen higitott mintakbol 20 pl-t pipettaztam a
Biirker-kamraba, majd mikroszkdp segitségével 10 db azonos nagysagi négyszogben
szamoltam meg az éleszto sejteket. Ezt kovetden a kapott eredményeket atlagoltam és sejt/ml-
ben adtam meg a sejtszamot a higitas figyelembevételével.

Lipaz fermentacio

A lipaz fermentacio elinditasadnak elsé 1épéseként a ferdeagaron fejlédott telepekbdl
oltdkaccsal, steril koriilmények kozott az inokulum tapkdzegbe oltottam a mikrobéakat, melyben
az élesztok 24 o6raig novekedtek 130 rmp-en €s 28°C-on. A screeneléses kisérleteim folyaman,
illetve az optimalis kornyezeti paraméterek meghatarozasanal a fermentacidkat 5 v/v%-nyi 24
o6ras inokulum tenyészetekkel inditottam. Az inokulum mennyiségének optimaldsa soran 10°
sejt/ml, 5*10° sejt/ml és 107 sejt/ml sejtkoncentraciokat hasznaltam. A tovabbi optimalizalasi
kisérleteknél minden torzsnél a szdmara optimalis bedllitast alkalmaztam. Réazott lombikos
fermentaciot alkalmaztam 150 ml térfogatban a kisérletek elvégzéséhez, 130 rpm razatasi
sebesség mellett (kivétel a levegdztetés hatasdnak vizsgélatakor, amikor 100, 160 rpm-t is
vizsgaltam), 28 °C-on. A fermentaci6 ideje 5 és 13 nap kozott tartott kisérlettdl fliggden,
meghatarozott id6k6zonként tortént a mintavétel.

Lipaz enzim aktivitasanak mérése

Az extracellularis lipaz aktivitds méréséhez a fermentacid soran vett 1-1 ml mintat
Eppendorf centrifuga csbe helyeztem és centrifugaltam 10000 fordulat/perc fordulatszammal
10 percen keresztiil. Ezt kovetden elvalasztottam a sejteket, majd a feliiluszot hasznaltam fel az
enzimaktivitds méréséhez. Sziikség szerint a mintak higitasra keriiltek. Minden esetben kettd
parhuzamos aktivitas mérést hajtottam végre. A lipaz aktivitast a 25mM-os para-nitrofenil-
laurdt mesterséges szubsztrdtumbol az enzimoldat 4ltal felszabaduld p-nitrofenol
mennyiségének meghatdrozdsaval dallapitottam meg spektrometridsan. Az enzimaktivitas
meghatarozasdhoz Osszemértem 100 pl szubsztratot és 725 pl Sorensen puffert (pH 5-8).
Néhany percig eldinkubaltam 37°C-on, majd 25 pl megfeleléen higitott mintat pipettaztam a
kémcsovekbe, ezzel inditva a 10 percig tartd reakciot. Miutan letelt a reakcididd, 250 ul 0,1 N
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Na>COs oldattal allitottam le a folyamatot és centrifugaldst kovetéen 405 nm-en mértem a
mintak abszorbanciajat. A felszabadult p-nitrofenol mennyiségét kalibracid segitségével
hataroztam meg, és ez alapjan szamoltam az enzim aktivitasat.

Sejtfeltaras

Az intracellularis lipaz aktivitas méréséhez sejtfeltarasi modszert alkalmaztam, melyhez
a fermentacio soran vett 25 ml mintat centrifugaltam 10000 rpm fordulatszamon, 4 °C
homérsékleten, 10 percen at. Ezt kovetden a feliiliszot leontdttem, majd a kitilepedett sejteket
atmostam. E folyamathoz 5 ml Mcllvaine puffert (pH=6,5) hasznaltam, homogenizalast
kovetden ujra lecentrifugaltam 10000 rpm fordulatszamon, 10 percig, 4°C-on. Még egyszer
elvégeztem ezt a miveletet, a feliilisz6t minden esetben kiontSttem. Ezt kdvetéen 2 ml
Mcllvaine pufferben visszaszuszpendaltam a sejteket majd az igy kapott szuszpenziot
hasznaltam fel a sejtfeltarashoz. A kisérleteim soran a French Press nagy nyomasu
homogenizatort alkalmaztam 800 psi nyomas mellett. Ezzel a modszerrel egyszeres, illetdleg
kétszeres sejtfeltarast végeztem, amely utan az intracellularis enzimaktivitast hatdroztam meg,
az extracellularis lipaz aktivitds mérésével megegyezd eljarast alkalmazva.

Kozponti elrendezésii kisérlettervezés (CCD)

A kozponti elrendezést statisztikai modellt alkalmaztam a felhasznalt Yarrowia térzsek
lipaz enzim termelésének optimalizalasahoz. Az els6 esetben a két vizsgalt faktor az olivaolaj
(x1) és a Tween 80 (x2), mig a masodik esetben a Tween 80 (x1), illetve a Triton X-100 (x2) volt,
fliggd valtozonak, vagyis az optimalizdlandé paraméternek pedig az enzimaktivitast (Y)
valasztottam. Mindkét faktor esetén megegyezett a munkapont 0,05% ¢és a 1éptéktényezd,
0,025%. Az optimalis enzimtermelés megallapitdsdhoz a kovetkezd mésodfoku polinomialis
egyenletet alkalmaztam (ahol by.s: a regresszios egyiitthatok):

Y= botb1*x1+ba%x1°+b3*x2+ba*x2°+bs*x1x2

Pigment fermentacio

A pigment fermentacio elinditasanak elsé 1€péseként a ferde agaron fejlodott telepekbdl
oltokaccsal, steril koriilmények ko6zott az inokulum tapkozegbe oltottam a mikrobakat. Ezt
kovetden az €lesztok 24 oraig novekedtek 130 rpm-en €s 28°C-on. Az inokulum tenyészetbdl 5
v/v%-nyl mennyiséget oltottam &t (kivétel az inokulum mennyiségének optimaldsa soran,
amikor 10° sejt/ml, 5*10° sejt/ml és 107 sejt/ml koncentracidkat alkalmaztam) a fermentacios
tapkozegbe, s a fermentleveket 130 rpm-en (kivétel a levegdztetés hatdsanak vizsgalatakor,
amikor 100, 160 rpm-t is vizsgaltam) és 28°C-on inkubaltam legalabb 6 napon keresztiil. A
pigment termelés alakulasat meghatarozott iddnkénti mintavételezéssel kovettem.

Pigment termelés meghatarozasa

A mérések soran Unicam Helios Alfa spektrofotométert hasznaltam. A mintavételezést
kovetden a pigment termelés meghatarozdsara a mintakat 400 nm-es hullamhosszon mértem
meg. A mérés eldtt a fermentacios tapkdzegbdl kivett Eppendorf-csében 10000 rpm-en 10
percig centrifugaltam, majd az abszorbancidkat a feliiliszot hasznalva 400 nm-en hataroztam
meg.



4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. Yarrowia torzsek lipaz termelésének vizsgalata

A lipaz enzim ipari célu felhasznéldsa az elmult évtizedekben érezhetdéen novekedett,
felhasznaljak az ¢lelmiszeriparban, a gydgyszeriparban, a papiriparban, a kozmetikai iparban
€¢s az energia iparban egyarant. Az iparban leginkdbb mikrobialis eredetii lipazokat
alkalmaznak. A baktériumok és fonalas gombak altal termelt lipazok mellett a tudoméany
elorehaladtaval a kutatasok eldterébe keriiltek az €lesztégombak is. Ezen okok miatt a PhD
kutatasom elso részében kiilonféle Yarrowia €lesztok lipaz aktivitasat vizsgaltam.

4.1.1. Lipaztermelo torzsek szelektalasa

Kutatomunkam elsé 1épéseként a lipaz termeld Yarrowia térzsek rangsorolasat végeztem
el YEPD taplevesben. 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 fermentacid soran az alkalmazott
tapkozegben. A Y. divulgata 5257 torzs a fermentéacio elsé napjan érte el a maximalis aktivitasat,
azonban a legnagyobb enzimaktivitdsokat a 2. napon a Y. lipolytica 1/4, Y. lipolytica 854/4 és
Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzsek esetében figyelhetjiikk 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. 6raban, 40,56 mU maximalis aktivitassal. A tobbi torzstol eltéroen
a lipaz aktivitast a fermentdci6 72. 6érdjaban is kimutattam ennél a torzsnél. A két Y. divulgata
torzs, valamint az Y. lipolytica 1/4 és Y. lipolytica 854/4 érte el a legnagyobb aktivitast a
fermentécio sordn, ezért ezeket a torzseket valasztottam ki tovabbi vizsgélatokra.

4.1.2. Az olivaolaj és a Tween 80 hatasa a Y. lipolytica és a Y. divulgata torzsek
lipaz termelésére

A legjobb torzsek kivalasztasat kovetden optimalasi feladatokat végeztem el a lipaz
enzim aktivitdsanak novelése érdekében. Az alaptapkdzeget 1% olivaolajjal, mint induktorral
egeészitettem ki, a fermentacids folyamat 148 oran at folyt, €s az extracellularis lipaz aktivitast
naponta nyomon kovettem. A Tween 80 Yarrowia élesztOk lipaz termelésére gyakorolt hatasat
1% olivaolajat tartalmaz6 tapkozegben vizsgaltam. A Tween 80-at 0,05% koncentracidban
alkalmaztam és mind az extracellularis, mind az intracellularis aktivitast naponta mértem a
fermentacios folyamat soran, 6 napon keresztiil. Altaldban a Tween 80 jelenlétében az Gsszes
vizsgalt Yarrowia térzs nagyobb lipaz aktivitast produkalt mind az intracellularis, mind az
extracellularis frakciokban. A Y. lipolytica 854/4 torzs altal termelt extracellularis lipaz aktivitas
maximuma olivaolajat tartalmazé tapkozegben Tween 80 kiegészitéssel a 72. draban (474 U/I)
volt, anélkiill a 48. d6raban 25 U/l volt megfigyelhetd. Ennek a torzsnek a maximalis
intracellularis aktivitasa a Tween 80 nélkiili tapkozegben 467 U/l, mig a Tween 80-t is
tartalmazo taptalajban csak 122 U/l volt. A Y. lipolytica 1/4 torzs esetében a csak olivaolajat
tartalmazo tapkozegben az extracellularis lipaz aktivitas a 48. oraban érte el a cstcsot, 131 U/1-
t, a Tween 80 kiegészitést is tartalmazd tapkdzegben mért maximalis extracelluléaris 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 intracelluléris lipaz esetében a Tween 80 kiegészités pozitiv



hatast fejtett ki, az aktivitas 126 U/I-r61 Tween 80 mellett 273 U/l-re nétt. A Y. divulgata NCAIM
Y.02062 torzs esetében a maximalis extracellularis lipaz aktivitast mindkét tapkozegben 72 ora
elteltével mértem, s az enzimaktivitds a Tween 80-at tartalmazd tapkozegben (147 U/l)
koriilbeliil kétszeres volt, mint anélkiil (81 U/1). 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 extracelluléris lipaz aktivitast 72 oras fermentaciot
kovetden 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.

4.1.3. Yarrowia yakushimensis torzsek lipaz enzim termelésének vizsgalata

1% olivaolaj tartalmti YEPD tapkozegben vizsgéltam tovabbi, eddig kevésbé ismert
torzs - a Y. yakushimensis NCAIM Y.02049, NCAIM Y.02050 és NCAIM Y.02052 -
extracellularis lipdz termeld képességét 2 hetes fermentacié soran. A térzsek lipaz aktivitasat
attekintve kitlinik, hogy a Y. yakushimensis NCAIM Y.02050 t6rzs lipdz enzimaktivitdsa még
az 1 U/l-t sem érte el. Mar a 3. napt6l kezdddden jol kivehetd, hogy a Y.02049 és a Y.02052
torzsek aktivitasa kezd elkiiloniilni a Y.02050 torzsétdl, s a 8 naptol kezdve ugrasszeriien ndtt
enzimtermelésiik. A fermentacio id6tartama alatti maximalis értéket a 13. napon érték el, a Y.
vakushimensis NCAIM Y.02052 98 U/l, a Y.02049 85 U/l 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 hasonld aktivitas
értekeket mértem az 1%-os olivaolaj tartalmu tapkdzegben. Miutan az olivaolaj induktiv jellege
bebizonyosodott a Y. yakushimensis torzsek esetében is, a Tween 80 hatdsat is vizsgaltam 1
hetes fermentaci6 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. Konkluzidként
levonhato, hogy Y. lipolytica 1/4, a Y. lipolytica 854/4, a Y. divulgata 5257 és a Y. divulgata
NCAIM Y.02062 torzsekhez hasonléan a Y. yakushimensis élesztfknél is a Tween 80
feliiletaktiv anyag alkalmazisa olivaolaj mellett fokozta az extracelluldris aktivitast. A Y.
lipolytica és a Y. divulgata torzsekhez hasonldoan ezen éleszt6knél is az intracellularis lipaz
aktivitas nagysaga elmaradt az extracellularis aktivitadséhoz képest.

4.1.4. Az olivaolaj és a Tween 80 koncentracio hatasanak vizsgalata az
extracellularis lipaz termelésre

crer

torzsek extracellularis lipaz termelésének maximalizalasa érdekében a valaszfeliileti modszerek
koziil, kozponti elrendezésii statisztikai modell alkalmazasaval tortént. Meghatdroztam a
modell egyenleteket, s a vizsgalt torzsek esetén a maximalis enzim termeléshez sziikséges
olivaolaj és Tween 80 koncentraciot. A legnagyobb aktivitas értékeket a Y. lipolytica 854/4
esetében mértem, s az is megallapithato, hogy az egyes beallitasok soran kapott enzimaktivitas
értekek kozott jelentds kiillonbség van. A masik harom vizsgalt térzs (Y. lipolytica 1/4, Y.



divulgata 5257, Y. divulgata NCAIM Y.02062) eredményei kdzott nincs nagy mértéki eltérés,
sem az egyes beallitdsok soran mért aktivitas értékek, sem pedig a torzsek maximum értékei
tekintetében. Altalanossagban megallapithatd, hogy az éltalam vizsgalt tartomanyban az

crer

crer

alabbiak szerint hataroztam meg a vizsgalt koncentracio tartoméanyban:
— 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

4.1.5. Razatasi sebesség hatasa a lipaz termelésre

Kevés szakirodalmi adat all rendelkezésre a leveglOztetés hatdsanak kérdésével
kapcsolatban lipaz szekrécid szempontjabol Yarrowia élesztok esetében, igy kutatdmunkam
soran ezt is tanulmanyoztam. Az eredményeimbdl megallapithatd, hogy a leghatékonyabb
razatasi sebesség a 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 beallitas soran sokkal hatékonyabbnak
bizonyult a lipaz termelés, ugyanis mind a négy ¢€lesztd legalabb 2-3x annyi enzimet termelt a
tobbi beallitashoz (100 és 160 rpm) képest. A legjobb termeld torzs a Y. lipolytica 854/4 élesztd
628,83 U/l maximum értékkel. Kutatomunkdm folytatdsaban 130 rpm fordulatszdm
alkalmazasa mellett végeztem el a kisérleteimet.

4.1.6. Inokulum mennyiség optimalasa

Az inokulum mennyiségének optimalasa is nagyon fontos tényezd a fermentacios
folyamatok soran. Vizsgaltam az inokulum kiindulasi sejtszaménak 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 t6rzs esetében harom kiilonbdzd sejtkoncentracio 10, 5%10° és 107 TKE/ml
alkalmazasa mellett. A 10° TKE/ml sejtkoncentraciojii inokulummal beoltott fermentacios
tapkozeg egyik vizsgalt torzs esetében sem bizonyult a leghatékonyabbnak. Az Gsszes torzs
esetében elmondhaté, hogy az 5*10°és 10’ TKE/ml inokulum koncentraci6é szamottevén nem
befolyasolta az enzimtermelést. Ennek ellenére a tovdbbiakban minden torzs esetében a
szdmara idedlis, 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 tdrzseknél az 5*10°
TKE/ml koncentraciojt, a Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 és a Y. divulgata 5257 €élesztéknél
pedig a 10" TKE/ml mennyiségli 24 6ras inokulumot alkalmaztam a fermenticios tapkdzeg
beoltasahoz.

4.1.7. Az extracellularis lipaz termelés fokozasanak vizsgalata Tween 80 és
Triton X-100 alkalmazasaval

Az enzim termelés, illetve kivalasztas fokozasa érdekében az alkalmazott Tween 80
mellett, a Triton X-100 hatasat is vizsgaltam kozponti elrendezésii statisztikai modell (CCD)
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alkalmazaséaval 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 elébbi feliiletaktiv anyagbol nagyobb koncentracio alkalmazasa (0,05-
0,09%) addig az utdbbibol kisebb mennyiség (0,01-0,02%) a hatékonyabb.

Ezen eredmények ismeretében a fiiggetlen valtozok (Tween 80 ¢és Triton X-100)
optimalis koncentracidja az alabbiak szerint hatdrozhaté meg:

— Y yakushimensis NCAIM Y.02049, NCAIM Y.02052, valamint Y. divulgata NCAIM
Y.02062 torzsek: 0,09 % Tween 80, 0,01 % Triton X-100

— Y lipolytica 854/4 torzs: 0,09% Tween 80, 0,03 % Triton X-100

— Y. divulgata 5257 torzs: 0,05 % Tween 80, 0,05 % Triton X-100

Az optimalasokat kovetéen mind az Ot Yarrowia torzs esetében nagysagrendekkel
nagyobb aktivitast sikeriilt elérni a kezdeti aktivitdshoz képest. A legnagyobb mértékil,
101-szeres lipaz aktivitas ndvekedést a Y. lipolytica 854/4 torzsnél mutattam ki az optimalasi
kisérleteket kovetden, a kezdeti értékhez képest. A Y. divulgata 5257 torzsnél 58-szoros, a
Y. divulgata NCAIM Y.02062 55-sz6r0s, a Y. yakushimensis NCAIM Y.02049 élesztonél 28-
szoros, a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 esetében pedig 25-szor0s aktivitds novekedést
detektaltam. A két Y. divulgata torzs esetében az olivaolaj, a Tween 80 és a Triton X-100
alkalmazasa mellett mértem a legnagyobb lipaz aktivitast, a masik harom élesztd esetében
viszont a csak az olivaolaj és Tween 80 kiegészitést tartalmazo tapkozeg adta a legnagyobb
enzimaktivitas értéket.

4.1.8. A Yarrowia élesztokbdol szarmazo nyers lipazok részleges jellemzése

Meghatdroztam 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 torzs
eredetll extracellularis és intracelluléris nyers lipaz enzimek pH- és hdmérséklet-optimumat. A
hémeérséklet optimum mérése 30°C-t61-45°C-ig terjedd hdmérséklet tartomanyban tortént, s a
legnagyobb aktivitas érték 37°C-on volt mindkét frakcional. A pH optimalast kiilonb6zé pH-j
(pH 5 - pH 8) Sorensen pufferek segitségével végeztem el az optimalisnak talalt 37°C-on. Az
eredmények alapjan a pH 7,2 Sorensen puffer a legkedvezdébb a lipaz aktivitds szempontjabol
mind az extracellularis, mind az intracellularis frakcio esetén.

4.1.9. Novényi olajok és olajpogacsak alkalmazhatésaganak vizsgalata lipaz
enzim termelésére

Novényi olajok vizsgalata

Az optimalasi vizsgalatokat kovetden lipdz enzim termelésre alkalmazhat6 ndvényi
olajokat (olivaolaj (kontrollként), kokuszolaj, didolaj, szdéldmagolaj, szezammagolaj,
napraforgoolaj, kukoricaolaj, hasznalt siitéolaj és a repceolaj), mint természetes
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szubsztratumokat hasonlitottam 6ssze 1%-os koncentracidban. A vizsgalatot a két legjobb
enzimtermeld torzzsel (Y. lipolytica 854/4, Y. yakushimesis NCAIM Y.02052) végeztem el.
Elmondhat6, hogy mind a két vizsgalt ¢élesztonél, az 6sszes felhasznalt szubsztratumon tortént
lipaz enzim termelés, azonban az egyes olajok esetében eltéré mértékben. Mind a két térzsnél
a legjobb induktornak az olivaolaj €s a napraforgoolaj bizonyult, illetve, mig az olivaolaj
szubsztratumnal a Y. yakushimesis NCAIM Y.02052, addig a napraforgoolajnal a Y. lipolytica
854/4 ¢élesztd esetén mértem nagyobb lipaz aktivitast. Kiemelendd, hogy a hasznalt siitolaj,
mint enzimfermentacidhoz potencidlisan hasznosithatd hulladék alkalmazasdban is van
potencial, ugyanis szamos olajhoz képest (sz6lémag, kukorica, repce) hatékonyabbnak
bizonyult a hasznalata mind a két térzsnél.

Novényi eredetii olajpogacsak vizsgalata

A korforgasos gazdasag térhoditdsa és kiemelkedd fontossaga révén a kovetkezo
kisérletemben ipari melléktermék (olajpogéacsa) enzimfermentalashoz kapcsol6do hasznositasi
lehetdségét vizsgaltam. 5 féle pellet — tokmag, aranylenmag, napraforgdmag, mogyoro és
kendermag felhasznéldsaval is elvégeztem a kisérletet. Mind a Y. lipolytica 854/4 mind a Y.
vakushimensis NCAIM Y.02052 torzs esetében a legjobb induktornak az aranylenmag pellet
bizonyult, -279,8 U/l és 428,68 U/l-, azonban mig el6bbi esetében a lipaz aktivitas mar a 24.
ordban elérte a maximalis értéket, addig az utobbinal csak a 72. érdban. Megemlitendd, hogy a
Y lipolytica 854/4 torzs esetében az aranylenmag pellet mellett a tokmag pellet is hatékonynak
bizonyult az elért aktivitas értéke 267,45 U/l volt, mely alig marad el a térzs maximum
értékeétol.

4.1.10. Természetes szubsztratumok koncentriciéjanak optimalasa az
extracellularis lipaz termelés szempontjabol

Az el6z0 kisérletek eredményei szerint a legjobbnak talalt olajok (oliva, napraforg6) és
pellet (aranylenmag), valamint a hasznalt siitdolaj koncentracid novelés hatdsanak vizsgalatat
(0,5%, 1% ¢és 2%) is elvégeztem lipdz termelésre mind a Y. lipolytica 854/4, mind a Y.
yvakushimensis NCAIM Y.02052 torzsekkel. Az eredményekbdl altalanosan megallapithato,
hogy az adott szubsztrdtumot minél nagyobb koncentraciéban alkalmazzuk, annal nagyobb
aktivitast sikerlil elérni. Az olivaolaj bizonyult mind a két torzs esetében a legjobb
induktoroknak, akar 1%, akar 2 % koncentracidban alkalmazva, illetve ezen kiviil még a 2 %-
os napraforgoolaj mutatkozott hatékonynak. A haszndlt siit6olaj ugyan kozel sem a
aktivitds novekedés volt megfigyelhetd. A legkevésbé hatékony szubsztratumnak az
aranylenmag pellet tekinthetd, hiszen minden koncentraciondl e emellett mértem a
legalacsonyabb lipaz aktivitasi értekeket.

4.2. Yarrowia torzsek pigment termelésének vizsgalata
Kutatdmunkam soran a kiilonféle Yarrowia €lesztok lipaz aktivitdsa mellett az egyes
torzsek barna szinli pigment termelését is vizsgaltam. A pigmenteket, mint szinezéanyagokat
szdmos iparagban hasznositjak, tobbek kozott felhasznéljak az é€lelmiszeriparban, a
gyogyszeriparban, a festékiparban, a kozmetikai iparban és a textil iparban egyarant. Azonban
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nem lehet eléggé hangsulyozni, hogy a szintetikus szinezékeknek kedvezbtlen egészségiigyi
hatasai lehetnek, valamint gyartasuk a kornyezetre is karos hatassal birhat, ezen okok miatt a
mesterséges pigmentek piaca lealdozoban van. Ezzel szemben a természetes eredeti
mikrobialis pigmentek egyre szélesebb korben népszertiek. Ezen indokok miatt valasztottam ki
a barna szinli, melanin-szer(i pigmentet a kutatdmunkam folytatasahoz.

4.2.1. Yarrowia torzsek screenelése pigment termelésre

Hét kiillonbozo 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 tartalmi tdpagaron, agardiffuzios modszert alkalmazva. Az
inkubaci6 egy héten keresztiil tartott. A torzsek pigment termeld képességére az agaron kinott
telepek koriil 1athato barna elszinezddés utalt. A zona nagysaganak mértéke alapjan kertlt sor a
torzsek rangsoroldsira. Elmondhatd, hogy valamennyi torzs termelt pigmentet, viszont
kiilonb6z6é 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. Az eredmények alapjan kutatbmunkédm
folyatasahoz a Y. lipolytica 6/3 mellett a Y. lipolytica 854/4 ¢élesztdt, illetve a még kevésbé
kutatott Y. divulgata NCAIM Y.02062 és a Y. divulgata 5257 torzseket valasztottam ki.

4.2.2. Tapkozeg osszetétel hatasanak vizsgalata

A tovabbiakban a négy kivalasztott torzzsel végeztem tapkozeg optimalasi kisérletet
szubmerz fermentaciok soran. A fermentaciés alap tapkozeget a pigment termelés fokozasa
érdekében tirozin, glicin, L-glutamin, L-aszparagin és tejsav komponensekkel egészitettem ki
¢s 5% inokulum tenyészettel oltottam be. A tapkodzegek egyike csak tirozin kiegészitést, egy
masik az Osszes komponenst, mig a harmadik a tejsav kivételével a tovabbi felsorolt
komponenseket tartalmazta. Az egyes mintavételek soran nyomon kovettem a pH valtozasat és
az abszorbancia értékeket 400 nm-en a pigment termelés kovetésére. Az inkubaci6 iddtartama
legalabb egy hét volt. Az alkalmazott torzsek koziil a Y. lipolytica 6/3 volt a legeredményesebb
a pigment termelés szempontjabol az aminosav kiegészitést tartalmazo tapkozegben. A két Y.
divulgata torzset Osszehasonlitva a Y. divulgata 5257 bizonyult jobb pigment termeldnek. A
tejsav indukald hatasarol megoszlanak a szakirodalmi adatok, a kisérletemben ezen
adalékanyag haszndlata soran tobb pigment szintetizalodott az alaptapkozeghez képest a
legtobb torzs esetében, azonban ennél nagyobb volt a pigment termelés a csak aminosav
kiegészitést tartalmazo tapkozegben minden toérzsnél. A kisérlet eredményeibdl az is latszik,
hogy a semleges pH tartomany kedvez a pigment szintézisének.

4.2.3. A kiindulasi 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 a
fermentacio soran. A kivant kémhatés elérését Mcllvaine és Sorensen pufferek alkalmazasaval
biztositottam, tovabba desztillalt vizzel készitett aminosav kiegészitést tartalmaz6 fermentacios
tapkozeghez NaOH-t adva allitottam be a semleges kémhatast, s az igy kapott eredményeket
hasonlitottam 0ssze pigment termelés szempontjabol, kontrollként vizzel készitett tdpkdzeget
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alkalmazva. Ismételten vizsgaltam a tejsav hatdsat a pigment szintézisre a pufferekhez
adagolva, majd a pH-t semlegesre allitva. A mért abszorbancia eredmények alapjan rogzitheto,
hogy a Y. lipolytica 6/3 esetén mért maximalis abszorbancia értéke kozel haromszorosa volt a
masik harom torzsnél mérteknek. A Y. lipolytica 6/3, Y. divulgata NCAIM Y.02062 és a
Y. divulgata 5257 torzsek esetében a leghatékonyabbnak a NaOH-t tartalmazé tapkozeg, a
Y. lipolytica 854/4 élesztonél pedig a Mcllvaine pufferrel készitett tejsav kiegészitést nem
tartalmazo tapkodzeg bizonyult. Azonban az eredményeim alapjan nincs nagysagrendi eltérés a
kiilonb6zé modokon készitett fermentacidos tapkozegek kozott, igy a kutatomunkam
folytatasahoz gazdasagi szempontok alapjan a kontrollként alkalmazott tapkozeget
valasztottam.

4.2.4. Razatasi sebesség hatasa a pigment termelésre

A Y. lipolytica egy obligat aerob élesztd, mely esetében az optimalizalt razatasi sebesség
alkalmazasa pozitivan befolyasolhatja az anyagcserefolyamatokat, s ezaltal a pigment termelést
is. Mindezek ismeretében harom kiilonbozd rdzatési sebesség — 100 rpm, 130 rpm és 160 rpm
—hatasat vizsgaltam a szinanyagtermelésre. A kisérlet eredményei alapjan megéallapithatd, hogy
bar a kiilonbozd torzsek esetében kiilonb6zdé fordulatszamok bizonyultak a legjobbnak, a
levegdztetés mértéke nagysagrendileg nem befolyasolta a pigment szintézisét, igy a tovabbi
kisérleteim soran 130 rpm razatasi sebességet alkalmaztam.

4.2.5. Az inokulum kor hatasanak vizsgalata

Tanulmanyoztam, hogyan befolyasolja a fermentacios tapkdzegben a pigment termelést
az ¢élesztOknek az inokulum tapkozegben vald felszaporitasi ideje. Az inokulum tenyésztési
iddintervallumokat 16, 24 és 48 6raban hataroztam meg. Az eredményekbdl egyértelmii, hogy
a legnagyobb abszorbancia értékeket minden élesztonél a 48 6ras 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 szdmottevd kiilonbség a vizsgalt
torzseknél. Gazdasagi €s technologiai szempontokat mérlegelve, a 24 6ras inokulum tenyésztési
id6tartamot valasztottam ki munkam folytatasahoz.

4.2.6. Az inokulum mennyiség hatasanak vizsgalata

Az inokulum kiindulasi sejtszdmanak a pigment termelésre gyakorolt hatasat is
vizsgaltam 10°%, 5*10° és 107 sejt/ml sejtkoncentricid alkalmazisival Az eredményekbdl
lathato, hogy a kiindulési sejtkoncentracido nagymértékben befolydsolja a szinanyagtermelés
hatékonysagat. Amig a Y. lipolytica 6/3 torzsnél a legkedvezdbb pigment termelés az 5%10°
TKE/ml, addig a Y. lipolytica 854/4 és a Y. divulgata 5257 tdrzseknél a 10 TKE/ml
sejtkoncentracioju inokulummal beoltott fermentacios tapkozeg esetében kovetkezett be. A
Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzs esetében a 107 TKE/ml-es sejtkoncentraci6 alkalmazasa
volt az optimalis. A tovabbi kisérleteimben minden térzsnél a szamara ideélis mennyiségi
inokulumot alkalmaztam a fermentacids tapkozeg beoltasahoz.
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4.2.7. Mn**ion Koncentracié hatdsa a pigment termelésre

Az egyes nyomelemek hatast gyakorolnak a szinanyag szintézisre. Ezen tudoméanyos
tényre alapoztam a kdvetkezd kisérleti tervem, melyben a Mn?" hatésat vizsgaltam kiilonbozé
koncentracioban alkalmazva (0; 0,1; 0,2 és 0,5 g/l). Az eredményekbdl megallapithato, hogy a
mangan jelenléte a pigment termelést pozitivan befolyasolja, ugyanis a hianyaban a szinanyag
képzédés késobb indult be és minden torzs esetében alacsonyabb abszorbancia értéket is
mértem 400 nm hulldmhosszonBar abszorbancia novekedés mangan nélkiil is megvaldsult, -
ami a sejtek tirozin fogyasztasa miatt lehet -0,5 g/l mangant tartalmazé tapkdzeg esetében
mértem a legnagyobb abszorbancia értékeket, minden éleszténél. A legjobb pigment
termeldnek tovabbra is a Y. lipolytica 6/3 bizonyult. A Y. lipolytica 6/3 torzsnél a 0,5 g/l
koncentracié alkalmazasa mellett szinte 6tszor nagyobb abszorbancia értéket kaptam (8,76) a
fermentacid utolsé napjan, mint mangéan hianyéban (1,78), s a masik harom torzsnél is legalabb
hatszoros volt a két érték kozott a kiillonbség.

A négy alkalmazott Yarrowia éleszténél az optimalési folyamatot kdvetéen nagyobb
abszorbancia érté¢keket kaptam a kezdetihez képest, mely a pigment termelés fokozddasara utal.
A legnagyobb mértéki, 7,1-szeres novekedést a Y. lipolytica 6/3 torzsnél tapasztaltam. A Y.
lipolytica 854/4 és a Y. divulgata 5257 élesztoknél szinte ugyanakkora mértékli emelkedést
értem el (2,6x), a legkisebb mértékben a Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzs esetében nott az
abszorbancia.

4.2.8. A pigmentek stabilitasanak vizsgalatai

Az optimalési vizsgalatokat kovetden tanulmanyoztam az élelmiszeripari alkalmazéasnal
szokasos kornyezeti koriilmények, a forralas (30 perc), a fagyasztas, illetve kiilonb6zo fény- és
hémeérsékleti viszonyok melletti 5 honapos tarolasnak a Yarrowia torzsek altal termelt pigment
stabilitdsara gyakorolt hatdsat, az esetleges késdbbi ipari felhasznalas céljabol. A vizsgéalatok
soran megallapitottam, hogy a mintdk abszorbancia értékei szinte valtozatlanok maradtak,
bomlas nem volt tapasztalhatd, a szinanyag stabil maradt a kiilonb6z6 kornyezeti koriilmények
kozott.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. Lipaz enzim termelés

A Yarrowia torzsek YEPD taplevesben torténd szelektalasa sordn megéllapitottam, hogy
nagy kiilonbség volt az egyes torzsek esetében lipdz enzim aktivitds szempontjabol. A
széleskorlien alkalmazott Yarrowia lipolytica mellett, a Y. divulgata és Y. yakushimensis vizsgalt
torzsei esetén tapasztaltam lipdz aktivitast, mig a rendelkezésre allo Y. porcina és Y. bubula
torzsei nem termeltek lipadz enzimet az 5 napos fermentaci6 soran indukalé komponens jelenléte
nélkil. Mind extracellularis, mind intracellularis lipaz aktivitast detektdltam, azonban az
extracellularis frakcidoban szamottevden nagyobb aktivitas értékeket hataroztam meg minden
torzs esetében.

Az enzim termelés fokozasara irdnyuld optimdldsi vizsgalatok (olivaolaj és Tween 80
hatasa; rdzatasi sebesség hatdsa; inokulum mennyiség hatasa; Triton X-100 és Tween 80
kiilonb6z6 koncentracidinak hatasa) eredményeként nagysagrendekkel nagyobb aktivitast
sikertilt 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 ¢lesztonél 28x és a Y.
yvakushimensis NCAIM Y.02052 esetében 25x nagyobb értékeket mértem a kiindulasi lipaz
aktivitasokhoz 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.
vakushimesis NCAIM Y.02052) eredetii extracellularis és intracelluléris nyers lipaz enzimek
pH- és hémérséklet-optimumat. Mind az intracellularis, mind az extracellularis frakciok esetén
is pH 7,2 az optimalis kémbhatas, s a két sz¢&ls6 pH-érték esetén (pH 5 és pH 8) szignifikdnsan
alacsonyabb enzimaktivitast hatdroztam meg. A hémérséklet optimumot tekintve elmondhato,
hogy 25 °C és 37 °C kozott a lipaz aktivitas azonos ndvekvo tendenciat mutatott, 37°C-on érte
el a maximumot, ezt kovetden drasztikusan visszaesett.

Novényi olajokat - olivaolajat (kontrollként), kokuszolajat, didolajat, szdldmagolajat,
szezdmmagolajat, napraforgoolajat, kukoricaolajat, hasznalt siitdolajat és a repceolajat -, 1%
koncentracioban 0,05% Tween 80-t tartalmazdé YEPD tapkozegben alkalmazva megfeleld
szubsztratumnak bizonyultak a Y. lipolytica 854/4, és a Y. yakushimesis NCAIM Y.02052
torzsek esetében extracellularis lipaz enzim termeltetésre. Az eredményeim alapjan mind a két
Yarrowia torzsnél az olivaolaj alkalmazasa bizonyult a leghatékonyabbnak, a napraforgd olaj
mellett. Kiemelném a hasznalt siitdolajat is, mely szamos névényi olajnal (sz6l6dmag, kukorica,
repce) jobbnak bizonyult, mindkét Yarrowia éleszto esetében. A ndvényi olajok, mellett vizsgalt
5 féle pellet (tokmag, aranylenmag, napraforgdmag, mogyord és kendermag) termeészetes
szubsztratumként valo alkalmazhatdésaganak vizsgéalata soran megallapitottam, hogy a
legnagyobb lipaz aktivitas az aranylenmag pelletnél, majd a tokmag pelletnél volt kimutathato.

A természetes szubsztratumok (olivaolaj, a napraforgoolaj, hasznalt siitdolaj, aranylenmag
pellet) 0,5 %, 1 %, és 2 %-o0s koncentracioban torténd alkalmazasa sordn mindkét élesztonél a
2% koncentracié volt a leghatékonyabb. Mind a Y. lipolytica 854/4 mind a Y. yakushimensis
NCAIM Y.02052 élesztotorzs esetében a legjobb induktornak az olivaolaj mondhato, A
legkevésbé hatékony szubsztratumnak az aranylenmag pellet mindsithetd, hiszen minden
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koncentraciondl e szubsztratum esetében mértem a legalacsonyabb lipaz aktivitasi értékeket,
mely az alacsonyabb olajsavartalmara vezethetd vissza.

A kutatdmunka folytatasaként érdemes lenne a hasznalt siit6olaj szubsztratumként valo
alkalmazhatdsagat tovabb vizsgalni a koncentracio noveléssel. Bar a hasznalt olajat tartalmazo
tapkozegek esetében detektalt maximum enzimaktivitds joval elmarad a két legjobbnak
bizonyult ndvényi olaj (oliva, napraforgd) esetében mért maximumoktél, mind a Y. lipolytica
854/4, mind a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052 torzseknél, szubsztratumként valdé nagyobb
mennyiségli alkalmazhatosaga gazdasagos lenne alacsony beszerzési koltsége végett, emellett
a hulladékhasznositashoz is hozzajarul. Szintén megfontolando6 az aranylenmag pellet esetében
is koncentracio novelése vagy szilard szubsztratuma fermentacié alkalmazasa. gy mind a
korforgasos gazdasagba valo beillesztése, mind kornyezetvédelmi szempontbdl is eldnyds
lenne az olajpogacsa lipaz fermentacidoban valo hasznalata.

5.2. Barna pigment termelés

A Yarrowia torzsek rangsorolasat pigment termelés szempontjabol is elvégeztem tirozin
tartalmu tdpagaron agardiffiizios modszerrel. Az egyes torzsek kozott lathato kiilonbségek
voltak a termelt pigment mennyiségét illetden. A leghatékonyabb termeld torzs a Y. lipolytica
6/3, emellett a Y. lipolytica 854/4 élesztdt, illetve a még kevésbé kutatott Y. divulgata NCAIM
Y.02062 ¢és a Y. divulgata 5257 torzseket valasztottam ki tovabbi kisérleteimhez.

A pigment termelés fokozasa érdekében a fermentacidé koriilményeinek optimalasat is
elvégeztem (tapkozeg szelektdlds, pH hatasa, razatasi sebesség hatasa, inokulum
mennyiségének, valamint koranak a hatdsa, Mn?"ion koncentracié hatdsa), 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 mértéki
abszorbancia novekedést sikeriilt elérni a kezdetihez képest 400 nm-es hullamhosszon. A
pigment termelés fokozdsaban a mangéan koncentracio ndvelésének a hatdsa a legjelentdsebb.

A pigment fermentacid optimalasat kovetden a megtermelt szinanyag stabilitasat
ikiilonbozo koriilmények kozott vizsgalva megallapitottam, hogy a. 30 perces forralas hatasara
a mintdk szine nem halvanyodott. Szobahdmérsékleten sotétben, fényben, és 4°C-on torténd
tarolas, illetve a -18°C-os fagyasztds, sem befolydsolta a megtermelt pigment szinét, stabil
maradt mindegyik torzs esetében az 5 honapos vizsgalat alatt

Az esetleges ipari alkalmazas elétt mindenképpen ajanlatos volna vizsgalni a termelt
melanin-szerli barna pigment stabilitdsat savas koriilmények kozott is, ugyanis szdmos
¢lelmiszer esetében a kémhatas a semlegesnél alacsonyabb (akar tartdsitas végett).

Javasolndm tovabba a pigment tipusdnak meghatarozasat HPLC technika alkalmazasaval.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Kiilonb6z6é indukald szerek hatdsat megvizsgalva megéllapitottam, hogy az olivaolaj
bizonyult a legjobb induktornak a kiilonbozo 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 térzsnél az 1,4 % olivaolaj és a
0,09 % Tween 80 koncentracio, a Y. divulgata NCAIM Y.02062 ¢lesztonél a 1,6 % olivaolaj,
valamint a 0,09 % Tween 80 koncentracio, a Y. divulgata 5257 térzsnél az 1,6 % olivaolaj €s a
0,06 % Tween 80 alkalmazéasaval YEPD taplevesben érhetd el a legkedvezdbb lipdz aktivitas.
Kisérletekkel igazoltam, hogy a kiilonb6z6 Yarrowia térzsek extracellularis lipaz termelésében
az optimalt olivaolaj koncentraci6 csokkenthetd a Tween 80 és Triton X-100 agensek egyiittes
alkalmazaséaval. 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 ¢s a Y. divulgata NCAIM Y.02062 torzseknél 0,09 % Tween 80 és 0,01 %
Triton X-100, mig a Y. divulgata 5257 torzsnél 0,05 % Tween 80 és 0,05 % Triton-X-100
koncentraci6 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 és a Y. yakushimensis NCAIM Y.02052
torzsek altal termelt extracelluléris és intracelluldris nyers lipaz enzimek optimalis kdrnyezeti
paramétereit, amelyek a kovetkezdk: pH optimum pH 7,2 (Sérensen puffer) és hdmérséklet
optimum 37°C voltak.

3. Megvizsgaltam a hasznalt siitdolaj (olcso, kornyezetterheld hulladék) alkalmazhatdsagat a
Yarrowia élesztd lipaz enzim eldallitdsara és azt tapasztaltam, hogy a 0,5%-ban hasznalt
stitdolajat és 0,05% Tween 80-t tartalmazd YEPD tapkdzegben hasonlo lipaz titer érhetd el,
mint 0,5% olivaolaj szubsztratumot tartalmazé tapkozegben a Y. lipolytica 854/4 és a Y.
vakushimensis NCAIM Y.02052 torzsekkel megvaldsitott 24 oras fermentacio esetén.

4. Optimaltam a tapkozeg Osszetételeit a barna szinli melanin-szerli pigment termelésének
fokozasara, és megéllapitottam, hogy 0,27 g/l tirozin és 0,5 g/l Mn*"ion tartalmu, kiilonbdz6
aminosavakkal - glicin, L-glutamin, L-aszparagin - 1g/l koncentracioban kiegészitett
tapkdzegben, 24 6ras 5*10° TKE/ml inokulum mennyiséggel inditott, 130 razatasi sebességgel
megvalodsitott fermentacio adta a legjobb eredményeket a Y. lipolytica 6/3 torzs esetén.

5. Megvizsgaltam a Yarrowia élesztd altal termelt barna szinli melanin-szerli pigment
stabilitasat €s 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 stabilitdst mutatott kiilonb6zo
koriilmények kozott. Stabil maradt legalabb 30 percen keresztiil torténd forralds sordn, tovabba
5 hénapon keresztiil szobahdmérsékleten (fényes vildgos helyen és sotétben), valamint 4°C -on
¢s -18°C -on torténd tarolas soran.
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