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1. BEVEZETES

1.1. A jaromsporas gombak

A jaromsporas gombak eldgazo hifakat ndvesztenek, melyekben altalaban hidnyoznak
a kereszt falak (azaz conocitikusak). Ivaros szaporodasuk jaromsporak (zigosporak)
l1étrehozasaval torténik (Benjamin, 1979). A gombak életciklusa akkor kezdddik, amikor a
spora kicsirazik, vegetativ hifdkat hoz létre, majd sporangioférok formalédnak, amik spora-
képz6 sporangiumokat, sporangidlumokat vagy merosporangiumokat hordoznak, melyekben a
sporak termelddnek. Egyes fajok hifafeldarabolodassal, artrospéra képzésével is képesek
szaporodni. Az ivartalan életciklus a leggyakoribb szaporodasi méd. Ivaros szaporodasrol
akkor beszéliink, amikor az ellentétes parosodasi tipusu hifak kozel keriilnek egymashoz, és
létrejon a gametangiumnak nevezett specidlis hifa. A gametangiumok egymas felé ndnek,
majd fazionalnak, 1étrehozva a diploid zigdtat. A zigota ellenalld sejtfalat fejleszt, kialakitva
egy egysejtll zigosporat, mely e csoport névado tulajdonsagat jelenti. A heterotallikus fajoknal
az ivaros szaporodashoz két parosodasi tipus (+ €s -) keresztezddése kell a jaromsporak
kialakulasdhoz, mig homotallikus gombak esetén elegendd egy kultira. Michailides és Spotts
(1990) ismertette a Mucor piriformis életciklusat egy gyiimdlcsfa iltetvény talajaban és
fert6zott csonthéjasokban, almatermésitiekben. E gombdk 12 hoénapig képesek tulélni a
talajban, illetve 19-20 honapig a fert6zott gyiimolesokon. Madarak, rovarok és ragesalok
terjesztik a gomba sporait egyik gylimolcsrél a masikra. Tarolas soran a fert6zott gytimdles
képes inicidlni a gomba terjedését, ha egy masik gytimdlescsel kozvetleniil érintkezik.

A hagyoméanyos morfologiai kiillonbségeken alapuld rendszerezés molekuldris
taxonomiai elemzésekkel torténd feliilvizsgalata sordn a kordbban egységes jaromsporas
gombédk (Zygomycota) egyes taxonjai felosztasra keriiltek. Igy a szamos rendet tartalmazo
Zygomycota csoport helyett a Mucoromycotina altorzs keriilt meghatarozasra. A
Mucoromycotina a legljabb taxondmiai vizsgéalatok alapjan harom rendet foglal magaba:
Mucorales, Mortierellales és Endogonales (Hibbett és mtsi, 2007). A Mucoromycotina tagjai,
kiilonosen a Mortierellales és a Mucorales rendekbe tartozok, gyakori 6sszetevoi a tragya €s a
talaj mikoflérdjanak. Gyors ndvekedés és sporulacio jellemzi dket.

A jaromsporads gombdk evolucidja sordn tobbféle mod is kialakult a spordk
terjesztésére. Az érett sporangiumok felszabadulasat megel6zi a sporangiofor falanak

felnyilasa kozvetleniil a kolumella alatt. A jaromspdérds gombak tobbsége a levegd



mozgasaval terjeszti a sporait. Ezek szaraz spoérés fajok, melyek elenyészd sporafalat
termelnek (Rhizopus) és szaraz, egy- vagy tobbsporas sporangiolumokat (Thamnostylum)
vagy merosporangiumokat (Syncephalastrum).

Néhany fajuk névénypatogén, igy példaul a Choanephora cucurbitatum tokfélék, bab,
cékla, papaya, bors, burgonya, édes burgonya és mas novények rothadéasat okozza. E gomba
sporai rovarok és a sz¢l altal terjednek.

A jaromspéras gombakat, kiilonosen a Mortierellales és a Mucorales rend tagjait
szamos ipari folyamatban felhasznaljak. Az ipari felhasznalas magaban foglalja a fumarsav és
tejsav termelését Rhizopus oryzae-vel és mas Rhizopus fajokkal, a biotin termelését Rhizopus
delemar-ral, tobbszorosen telitetlen zsirsavak és arachidonsav termelését Mortierella fajokkal.
A Rhizopus nemzetség szamos fajat nehézfémek bioszorpcidjara, azaz fémek sejtek altali
eltavolitasara hasznaljak fel szennyezett talajokban, szennyvizekben (Gomes és mtsi, 2014).

Munkam soran a Mucoromycotina altorzs Mucorales rendjébe tartoz6 Rhizopus

stolonifer SZMC 13609 torzsével foglalkoztam.

1.2. A Mucorales rend

A Mucorales a jaromsporas gombak legnagyobb ¢€s legjobban tanulmanyozott rendje.
A rend tagjait néha tlipenészeknek hivjdk. A Mucorales rend tagjai jellemzOen gyors
novekedésliek, hifaikbol hidnyoznak a szeptumok, azaz a sejtek kozotti valaszfalak. A hifak
foleg a szubsztraton beliil ndvekednek. Ivartalan szaporodés sordn sporangioforok, fiiggdleges
(egyszerli vagy elagazd) hifdk képzddnek, melyek az aszexudlis sporangiospodrakkal telt,
zsakszerli sporangiumokat tamasztjdk. A sporangiospérdk ivartalan mitospordk, melyek
mitdzis révén keletkeznek. Az érett spordk felszabadulasa a sporangium faldnak felnyilasa,
vagy a teljes sporangidlum sporangioforrol valé levalasa soran valosul meg. A
sporangiosporak csirazasaval 1étrejonnek az ) micélium haploid hifai.

A legtébb Mucorales rendbe tartozd6 gomba szaprotrof, kiilonbozd szerves
szubsztratokon nd. Leggyakrabban talajban, komposztban fordulnak eld, illetve gyiimdlcsok
rothadasat okozhatjdk. Szamos Mucorales rendbe tartoz6 gomba ismert a raktari
¢lelmiszereket karositd hatasarol, emellett komoly karokat okozhatnak konzervgyarakban is.
E karosité tulajdonsaguk a magas cukor- €és sokoncentracid tiiré képességiiknek koszonheto.
Néhany fajuk allatok, novények vagy mas gombak parazitdja, korokozoja. Egyes fajok
mukormikozist okozhatnak legyengiilt immunrendszeri betegekben, illetve allergias

reakciokat is kivalthatnak (El-Herte és mtsi, 2012). A Mucorales rendbe tartozo fajok ipari



felhasznalasa is jelentds; szdmos torzset alkalmaznak keményité hidrolizisére, valamint
oxalsav, fumarsav, tejsav, ecetsav és citromsav eldallitasra (Godtfredsen és mtsi, 1990;
Outtrup ¢és Boyce, 1990). Kiemelkedd extracellularis enzimtermelésiiknek koszonhetden
egyes torzseket a fermentacios ipar teriiletein alkalmazzak (pl. amildz, lipaz, protedz

termeltetés). Proteaz és lipaz enzimeik foleg a sajtkészités soran jelentosek (Alves és mitsi,

2002).

1.2.1. A Rhizopus nemzetség

A Rhizopus a Mucoromycotina egyik kiemelt nemzetsége; tagjai koziil példaul szamos
Délkelet-Azsiaban (Hesseltine, 1983).

A Rhizopus fajok tobbsége lebontd, szaprotrof életmodot folytat. Sokféle szerves
szubsztraton képesek ndvekedni (pl. gyiimdlesok, zoldségek, zselék, szirupok, bor, kenyér,
foldimogyoro, dohany) (Kirk és mtsi, 2008). Néhany faj parazita vagy patogén. Egyes
Rhizopus fajok human zigomikozisok okozdi, melyek nagyon sulyos esetben halalos
kimeneteliieck is lehetnek. Els6sorban a Rhizopus arrhizus okoz égési sériilteknél,
alultaplaltsagban szenvedd, vagy immunhidnyos személyeknél (AIDS), illetve egyes
rakbetegségek esetén komoly tiineteket. Rhizopus okozta fert6zések kialakulhatnak a
cukorbetegség szovodményeként is (Chinn és Diamond, 1982).

A Rh. stolonifer és a Rh. arrhizus betakaritas utani novényi betegségek okozoi is
lehetnek. Meleg koriilmények kozott karosithatjak a betakaritott gylimolesok lagy szoveteit,
igy gyakran ehetetlenné téve Oket. A fertzések elkeriilése érdekében betakaritas utan gyakran
permeteznek preventiv fungicideket a termésre, a szallitas kozbeni mélyhiitéssel pedig
igyekeznek megeldzni, vagy lelassitani a gombak terjedését.

Néhany Rhizopus nemzetségbe tartozo faj, példaul a Rh. arrhizus vagy a Rh. oryzae,
az alma rothaddsat is okozhatja. Emellett ipari folyamatokban felhasznalhato tejsav és
kortizon termelésre, alkoholos fermentéaciora, és nehéz fémek bioszorpcidjara (kémiai
szennyez® anyagok passziv felszivasa egy organizmus altal). A Rh. delemar-t fumarsav és
biotin termeltetésére is hasznaljak. A Rhizopus artocarpi a kenyérfa gyiimdlcsének hullasat
idézi el6, a Rhizopus nigricans (kenyérpenész) gyakran élelmiszerek romlasat okozza. A
Rhizopus oligosporus-t tempeh (szdjababbol késziilt fermentalt étel), és egyéb tavol-keleti étel

crer

emiatt fekete kenyérpenészként is nevezik. Gylimolcsrothadédst idézhet elé foldiepren,



paradicsomon ¢és édesburgonyan, ezen kiviil fumarsav és kortizon kereskedelmi eldallitdsara
is felhasznaljak. Ivartalan spérai a tlifej-szerli sporangiumon beliill jonnek 1étre, mely érést
kovetden felnyilva engedi szabadon a sporakat. A Rh. stolonifer 15 és 30 °C kozotti
homérsékleten gyorsan ndvekszik (Schipper, 1984). A gomba heterotallikus, ami azt jelenti,
hogy az ivaros szaporodas csak akkor jon létre, amikor az ellentétes parosodasi tipusok (+ €s -

) kapcsolatba keriilnek egymassal. A Rh. stolonifer kozmopolita elterjedési.

1.3. A lipaz enzimek jellemz6i

A lipazok (triacilglicerol hidrolazok; EC 3.1.1.3) a hidrolaz enzimek egyik csoportjat
alkotjak, melyek a trigliceridek glicerinné ¢és szabad zsirsavakkd torténd hidrolizisét
katalizaljak olaj-viz hatarfeliileten. Ellentétben az észterazokkal, melyek normal Michaelis-
Menten kinetikdt mutatnak, és az oldott észtereket hidrolizaljak, a lipazok a vizben nem
oldodo zsirsavakat is bontjak (Lotti és Alberghina, 2007). Mivel a lipazok olaj-viz hataron
dolgoznak, hagyomanyos Michaelis-Menten kinetikai meghatarozés, mely a homogén
fazisban végbemend reakciokra érvényes, nem lehetséges (Aravindan és mtsi, 2006). A
lipazok az olaj-viz hatarfelillet megjelenésekor aktivalodnak. Ez a jelenség a hatarfeliileti
aktivacio. Az enzim egy felszini fehérje hurokkal rendelkezik, mely fedi annak aktiv
centrumat, és elmozdul a hatarfeliilettel érintkezve, igy téve lehetévé a szubsztrat bektddesét
(Brzozowski és mtsi, 1991; Derewenda és mtsi, 1992). A lipdzok monomer fehérjék,
molekulatomegiik altalaban 16-67 kDa kozotti (Aravindan és mtsi, 2006). A lipazok a szerin
hidrolazok csoportjaba tartoznak. Katalitikus helyiikon a G — X1 — S — X2 — G konszenzus
szekvenciat tartalmazzdk, ahol G=glicin, S=szerin, Xl1=hisztidin és X2=glutamin- vagy
aszparaginsav (Svendsen, 1994).

Ezen tilmenden a lipadzok katalizalhatjdk az észter vegyiiletek észter kotéseinek
mellett (Jaeger és Reetz, 1998). A hidrolizis és az észterifikacio egyszerre is eléfordulhat, a
reakcio egyensulyat a jelenlévd szabad viz mennyisége hatdrozza meg. Szubsztratoktol
fliggben zsirsav és alkohol kozotti észter kotés kialakitast is katalizadlhatnak (észterifikacio),
illetve képesek a mar meglévd észter kotések athelyezésére molekulan beliil
(interészterifikacio), vagy molekulak ko6zott (transzészterifikacio). A kiinduldsi molekulaktol
fliggden torténhet példaul acidolizis (ahol egy szabad zsirsav az acil-donor) vagy alkoholizis

(ahol egy nukleofil alkohol az acil-akceptor) (Villeneuve és mtsi, 2000; Balcao és mtsi, 1996).



Az eukariota szervezetekben a lipazok részt vesznek a lipid metabolizmus szamos
1épésében, beleértve a zsirok emésztését, felszivasat és a lipoprotein anyagcserét. Allatok,
novények ¢és mikroorganizmusok is termelnek lipazokat. Novényekben a lipazok az
energiaraktarozo szovetekben talalhatoak (Balashev és mtsi, 2001).

A lipazok azon képessége, hogy rendkiviil specifikus kémiai transzforméciokat
hajtanak végre, egyre népszeriibbé teszi 6ket az élelmiszer-, detergens-, kozmetikai-, szerves
szintézis- és gyogyszer iparagak szamara (Park és mtsi, 2005; Gupta és mtsi, 2007; Grbavcic
¢s mtsi, 2007; Franken és mtsi, 2009). A mikrobialis lipazok kiilonleges figyelmet kapnak az
iparban stabilitasuknak, szelektivitasuknak €s széles szubsztrat specifitasuknak koszonhetéen
(Dutra és mitsi, 2008; Griebeler és mtsi, 2011). Szamos mikroorganizmus ismert, mint
potencialis extracellularis lipaz termeld, beleértve a baktériumokat, élesztoket és a gombakat
(Abada, 2008). A gombakkal torténd termeltetést gyakran szildrd-fazisu fermentdcid utjan
végzik, mig a baktériumoknal és az élesztoknél altalaban folyadék tenyésztés torténik (Dutra
¢s mtsi, 2008).

Szamos kornyezeti paraméter, ugymint a homérséklet, a pH, a szén-, lipid- és
nitrogénforras, oldott oxigén koncentracio jelentdsen befolyasoljak a lipaz termelést (Omar és
mtsi, 1987; Suzuki és Takahiro, 1988; Nahas és De Assis, 1988). A triglicerideken kiviil a
szabad zsirsavak, egyéb hidrolizalhaté észterek, epesavas sok és a glicerol is stimuldlhatjak a
lipaz termelést. A gomba lipazok pH optimum tartoménya altalaban 4,0-8,0 kozotti (Arai és
mtsi, 1997; Ota és mtsi, 1982). A legtobb gomba lipaz aktivitasanak hdmérséklet optimuma
25-30 °C-on talalhato, ami termofil gombak esetén 45-75 °C kozottire tehetd (Dharmsthiti és
Ammaranond, 1997; Kakugawa ¢és mtsi, 2002; Vakhlu és Kour, 2006). A termofil
Rhizomucor pusillus jol ismert termostabil extracellularis lipaz termelésérél. A gomba lipazok
gyakran extracellularisak, azaz sejten kiviili enzimek, ami jelentdsen megkonnyiti
tapkozegbdl vald kinyerhetOségiiket. Az extracellularis és a sejthez kotott enzimek
megoszlasa erdsen fligg a tenyésztési kdzeg szén és nitrogén dsszetételétdl (Vakhlu és Kour,
2006).

A lipazok tovabbi elényos tulajdonsaga, hogy szerves olddszerekben is aktivak és
stabilak maradhatnak. Véltozatos reakciokat katalizald képességiiknek koszonhetden ipari
felhasznalasuk, valamint az ilyen célra torténd alkalmazhatésadg tanulmanyozasa egyre
jelentdsebb napjainkban (Singh és Mukhopadhyay, 2012), melyet jol mutat a témaban

megjelend publikaciok szamanak ugrasszerli novekedése is.



1.4. A lipazok gyakorlati jelentésége

A lipazok gyakorlati alkalmazasanak legfobb korlatja az enzim eldallitdsi koltsége.
Ugyanakkor a mikrobdk altali termeltetés koltséghatékonyabb, mivel nagy mennyiségben ¢és
olcsd szubsztratokon valosithatd meg elballitasuk (Salihu és mtsi, 2012). Az enzimek
legnagyobb felhasznalasi teriilete a detergensipar és a gyogyszeripar, ahol emésztést eldsegitd
gyogyszerek eldallitdsara hasznaljak elsésorban. A lipadzok tovabbi felhaszndlasara szamos uj
lehetoség keriilt napirendre, néhany ezek kozil intenziv fejlesztés alatt all. Ennek
kovetkeztében a lipazok ipari felhaszndldsa gyorsan ndvekszik majd a jovoben (Singh és
Mukhopadhyay, 2012). Az ipari felhasznéléasra eléallitott lipazok mennyisége varhatdan eléri
a leggyakrabban alkalmazott proteaz enzimekét is (Li és mtsi, 2012).

A lipazokat széles korben alkalmazzédk zsirok és olajok ipari feldolgozéasara, valamint
az ¢lelmiszer-feldolgozdsban, finomvegyszerek szintézisében, a papirgyartdsban ¢és
kozmetikumok, zsirtalanité készitmények és gyogyszerek eldallitasaban is (Rubin és Dennis,
1997a; Kazlauskas ¢és Bornscheuer, 1998). A lipazok felhasznalhatéak a zsiros
szennyezOdések (Masse ¢és mtsi, 2001) és a poliuretan (Takamoto és mtsi, 2001)

crer

eredetd.

Detergensipar

A lipazok hidrolitikus aktivitasanak legjelentdsebb felhasznalasi teriilete. Az enzimek
detergensekhez vald hozzaadéasa lehetévé teszi a zsiros foltok, lerakddéasok eltavolitasat.
Kereskedelmi szempontbol kiemelkedd6 a haztartdsi ¢és ipari mosoddkban és
mosogatogépekben vald alkalmazasuk mosoporokba, mosdszerekbe adagolva (Pandey és
mtsi, 1999). Koriilbeliil 1000 tonna lipazt hasznalnak fel megkozelitéleg 13 milliard tonna
detergenshez évente (Sharma €s mtsi, 2001). A mososzerekben felhasznalt lipazoknak szamos
nehézséggel kell megbirkozniuk: (1) a zsiros szennyezddések eltérd dsszetétele miatt széles
szubsztratspecifitasu lipazokra van sziikség; (2) a viszonylag durva mosaési koriillmények (pH
10-11 és 30-60 °C) pH- és hostabil enzimeket igényelnek; és (3) a kémiai denaturacio és/vagy

proteolitikus degradacio hatdsaival szemben ellenallonak kell lennitik (Malcata, 1996).

,

Elelmiszeripar

A zsirok és olajok fontos Osszetevdi az élelmiszereknek. Az élelmiszerek tapértékét,

élvezeti értékét és fizikai tulajdonsagait a kiilonbozd trigliceridek szerkezeti jellemzoéi



nagyban befolyasoljak: a zsirsav helyzete a glicerin gerincben, a zsirsavlanc hosszusaga, és a
zsirsavlanc telitetlenségének mértéke (Sharma és mtsi, 2001). A lipazok lehetové teszik, hogy
modositsuk a lipidek tulajdonséagait a zsirsavlancok helyzetének megvaltoztatasaval vagy a
zsirsavak cseréjével. Ily modon egy viszonylag olcso és kevésbé kivanatos lipid értékesebb
termékké alakithaté (Colman és Macrae, 1980; Pabai és mtsi, 1995a, 1995b; Undurraga és
mtsi, 2001). A lipazokat pékaruk és gylimolesos italok eldallitdsdhoz, valamint sajtérlelés
soran a sajt allaganak és izének javitasara is felhasznaljak (Kazlauskas és Bornscheuer, 1998).
Fontos kiemelni a tejtermékek (sajt, vaj, margarin), alkoholos italok, csokoladé és cukorkak
izének javitasat, a trigliceridek szelektiv hidrolizisével megvaldsitva (Hasan €s mtsi, 2006). A
felszabadult zsirsavak aroma komponensként, vagy aroma eldvegyiiletként is miikodhetnek
(Sharma és mtsi, 2011). A lipazokat hus- és halkészitmények felesleges zsirtartalmanak

eltavolitasara is hasznaljak (Aravindan €s mtsi, 2000).

Cellul6z-és papiripar

A lipazok egy masik fontos alkalmazési teriilete a fa hidrofob komponenseinek,
zsiroknak ¢€s viaszoknak az eltavolitasa a papirgyartas sordn (Farrell és mtsi, 1997; Alves és
mtsi, 2002). A Nippon Paper Industries japan cég altal kifejlesztett, Candida rugosa lipazon
alapulé modszerrel a felesleges trigliceridek tobb mint 90%-at eltavolitjdk a gyartasi

folyamatban.

Lipazok a szerves szintézisek katalizalasaban

Az €16 szervezetekben a lipadzok foként trigliceridek hasitasat végzik, azonban ezek az
enzimek észter szintézisre i1s képesek lehetnek vizmentes, vagy alacsony viztartalmi
kozegben. A lipazok haszndlata a kémiai folyamatokban jelentsen lecsokkenti a reakcidhoz
sziikséges energiat, mely igy a termék alacsonyabb eldallitasi koltségét eredményezi
(Bornscheuer, 2000). A szerves kémidban katalizatorként hasznalt lipazok tobbsége
mikrobidlis eredeti. Az enzimek hidrofil-lipofil hatarfelilleten miikddnek é€s toleraljak a
reakcioelegyekben 1évé szerves oldoszereket. A reakciokban foként kemo-, regio- és
sztereoszelektiv transzformaciokat katalizalnak (Rubin és Dennis, 1997b; Kazlauskas ¢és
Bornscheuer, 1998; Drauz ¢s Waldmann, 1995; Faber, 1997; Boland és mtsi, 1991). A lipazok
e tulajdonsagait jorészt a gyogyszeriparban ¢és a biodizel eldallitasnal hasznaljak ki.
Gyodgyszervegyiiletek szintézisénél kiemelkedden fontos az Osszetevd vegyiiletek szelektiv
eléallitasa, mely a lipadzok enantioszelektiv tulajdonsigainak koszonhetéen megvaldsithatd

(Pandey ¢s mtsi, 1999). Els6sorban kiilonféle emésztést eldsegité készitmények,



gyulladascsokkentd szerek, antibiotikumok ¢€s vérnyomas csokkentd szerek szintézisében

jatszanak szerepet (Domsch és mtsi, 1995; Sharma és mtsi, 2001).

Tovabbi alkalmazasok

Fokozott  figyelem  forditodik a  lipazok  hulladékkezelésben  torténd
alkalmazhatosaganak lehetdsége felé. Szennyvizek, olajszennyezések, illetve olajos
hulladékok kezelésében, emellett eldugult lefolyok tisztitasaban lehetnek igéretesek (Hasan és

mtsi, 2006; Singh és Mukhopadhyay, 2012).

1.5. Tisztitott fonalas gomba lipazok

Elsdsorban tomldsgombakndl vizsgaltdk részletesen a gombdk altal termelt lipaz
enzimeket, ahol foleg Aspergillus és Penicillium fajok lipazait tisztitottak és jellemezték. A
jaromsporas gombak lipaztermelése és ezzel egyiitt a termelt enzimek tulajdonsagainak
vizsgalata kevésbé kutatott teriilet. Ugyanakkor néhany jo lipaztermeld izolatumot
azonositottak e gombacsoportnal. Az aldbbi fajok esetében vannak bdvebb ismereteink:
Rhizomucor miehei, Mucor hiemalis f. hiemalis, Mucor hiemalis f. corticola, Mucor javanicus
(jelenleg M. circinelloides), Mucor racemosus, Rhizopus chinensis, Rhizopus niveus,
Rhizopus oryzae, Rhizopus homothallicus.

A R. miehei lipaza a legszélesebb korben tanulményozott, és alkalmazott enzim a
jdromsporas gomba enzimek koziil. Liofilizalt por, oldat és immobilizalt formaban is
forgalmazzdk az enzimet, mely valtozatos koriilmények mellett (pl. vizmentes szerves
oldoszerek) is rendkiviil nagy aktivitassal és jo stabilitassal rendelkezik. Egylancu o/p tipust
fehérje, molekulatomege megkozelitéleg 31,6 kDa, 269 aminosavboél all (Stobiecka, 2005).
Széles szubsztratspecifitisa miatt a R. miehei lipazat elterjedten alkalmazzak észter
hidrolizisre, észter szintézisre €s atészterezésre egyarant. Strukturalt lipidek 1étrehozasa (Palla
¢s mtsi, 2012), butil-butirat szintézise (ananasz izli) (De Diego ¢és mitsi, 2009), és
monogliceril-észterek kiralis és prokiralis metil-észterekbdl valo szintézise soran ugyancsak
felhasznaljak (Acosta és mtsi, 2011).

A Rhizopus nemzetség tagjai koziil néhany faj esetén azonositottak, tisztitottak és
jellemeztek extracellularis lipdz enzimeket (1. tablazat). Hiol és mtsi. (2000) palmatermésrdl
izolalt Rh. oryzae torzs extracellularis lipazat tisztitottak és jellemezték. A tisztitott enzim
monomer fehérje, melynek molekulatomege 32 kDa-nak bizonyult az SDS-poliakrilamid-

gélelektroforézissel torténd meghatarozast kovetden. A tisztitott enzim hdémérsékleti



optimumat 35 °C-ban hatdroztdk meg, mely 45 °C felett is megdrizte aktivitasanak 65%-at.
Azonban magasabb, 50 °C-os homérsékleten mar a teljes aktivitasat elvesztette. Az enzim
széles pH tartomanyon (pH 4,5 ¢és 7,5 kozott) megérizte stabilitdsat, legintenzivebb
hidrolizisre a pH 7,5-os értéken volt képes. Az enzim stabilnak bizonyult alkanokban és
hosszu lanct alkoholokban, azonban rovid lanct alkoholokban veszitett aktivitasabol.

A Rh. niveus esetén kétféle extracellularis lipazt azonositottak, melyek mind
molekulatomegiikben, mind hémérséklet és pH optimumukban eltéréek (Kohno és mitsi,
1994). A Rhizopus nemzetség egy tjonnan azonositott torzsébdol tisztitott extracellularis enzim
molekulatomegét 37,5 kDa-nak hataroztak meg. Homérsékleti optimuma 50 °C koriilinek
bizonyult, de magasabb hdmérsékleten is mutatott aktivitast. A tisztitott lipaz két kiilonb6zo
pH optimumot mutat: 5,5 és 7,0. Az izoelektromos fokuszalas két aktiv fehérje jelenlétére
utalt, melyek valdsziniisithetden lipaz izoformak lehetnek (Koblitz és Pastore, 2006).

Kereskedelmi forgalomban jelenleg, tudomasunk szerint, R. miehei, Rh. oryzae, Rh.

niveus, M. javanicus jaromsporas gomba lipazok érhetoek el.

1. tablazat. Néhany extracellularis Rhizopus lipaz és fobb tulajdonsagaik

Molekulatomeg Homérséklet

Fajnév (kDa) optimum (°C) pH optimum Hivatkozas

Rhizopus chinensis 28,4 37 55 Yasu(;a(t)g(s) mtsi,
Rhizopus homothallicus 29,5 30 és 40 75 M?;?;)is, ]23682 es
Rhizopus niveus 34 6530 35 65 40 6-6,5 &5 6,0 KOhnfggZ mtsi,
RhiZOpuS <. 375 >0 35670 Pi?c?rlei,tzzgze
Rhizopus oryzae 32 35 75 Hiol és mtsi, 2000
Rhizopus arrhizus (=Rh. oryzae) 39 35 9.0 DOer\(’)iéi mtsi,
Rhizopus delemar (=Rh. oryzae) 30,3 30 8,0 Haaslggémsh
Rhizopus japonicus (=Rh. oryzae) 30 na. 50 Suzu]iiggsemtsi,

n.a.: nincs adat



2. CELKITUZESEK

A jaromsporas gombak jo lipdztermeldként ismertek, azonban eddig csak néhany torzs
esetében all rendelkezésiinkre informacid az extracellularis lipaz enzimeket illetéen. Emellett
az ipari folyamatokban torténd felhasznalasuk is korlatozott. Ugyanakkor, a biotechnologiai
¢s ipari fejlesztések koltséghatékonyabb és kornyezetkimékobb folyamatainak eléréséhez

egyre nagyobb igény van 0j enzimek izolalasara és jellemzésére is.

Jelen kutatas f6 céljai koz¢ tartozik az eldzetes munkainkban igéretes lipaz termeldnek
bizonyult Rhizopus stolonifer SZMC 13609 jaromspoéras gombatorzs lipazhozamanak
javitasa, a fermentacios koriilmények optimalizaldsa és a megfeleld induktiv koriilmények
kivélasztasa, illetve az enzim izoldldsénak és biokémiai jellemzésének megkezdése.

Ennek érdekében a kdvetkezd konkrét célokat fogalmaztuk meg:

= a Rh. stolonifer SZMC 13609 izolatum extracellularis lipazhozamanak javitasa, ezzel
egylitt fermentacids koriilmények optimalizaldsa és megfeleld induktiv koriilmények
kivalasztasa (pl. optimdlis inkubdciés hdémérséklet, megfelelé induktor olaj

koncentracio).

= a termelt extracellularis enzim tisztitdsdnak megkezdése méretkizarasos ¢és

anioncseréld kromatografias technikék alkalmazasaval.

= a tisztitott lipaz enzim részletes biokémiai jellemzése: hdmérséklet és pH optimum és
stabilitds meghatarozéasa, szubsztratspecifitds vizsgalata, kiilonféle alkoholok (pl.
metanol, etanol, propanol) és alkdnok (pl. hexan, ciklohexan), illetve fémsok és

reagensek enzimaktivitasra gyakorolt hatasdnak vizsgalata.

= az enzim 4ltal katalizalt 4tészterez6 reakcié hémérséklet és 1d6 fliggésének vizsgalata,
valamint tobbféle zsirsav akceptor alkohol és szerves oldoszer kdzeg alkalmazasaval a

reakcio jellemzése.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Alkalmazott torzs

Munkankat a Mucorales rendbe tartozé Rhizopus stolonifer SZMC 13609 (SZMC:
Szeged Mikrobioldgiai Torzsgylijtemény) jaromspérds gombatorzzsel végeztik. A torzs
fenntartdsa malatas taptalajon tortént.

3.2. Taptalajok és tapoldatok

Malatas taptalaj

0,5% malatakivonat
0,5% ¢élesztokivonat
1% gliikkéz

2% agar

Asvanyi sos tapoldattal dusitott szilard fazisa fermentéacios tapkozeg (g/g szilard szubsztratra
vonatkoztatva)

1,5% gliikoz

0,75% (NH,4)2 SO4

0,34% NH,CONH,

1,5% oliva olaj

1,8% NaH,PO,

0,3% KH2PO4

0,045% MgSQO4*7 H,O

0,0375% CacCl;

5 g buzakorpa
A tapkozeg nedvességtartalmat, Falony és mtsi. (2006) alapjan, 65%-ra allitottuk be.

Asvanyi s6s tapoldattal dusitott folyadék fazisu fermentacios tapkozeg
1,2% NaH,PQO,
0,2% KH,PO,4
0,03% MgSO4
0,025% CaCl,




1% (NH4)2 SO4
2% buzakorpa
2% olaj

Az enzimek tisztitasanal és jellemzésénél alkalmazott oldatok

Foszfat puffer (pH 6.8)
0,5% KH,PO,
0,5% Na,HPO,

Acetat puffer (pH 6)

0,1 M natrium-acetat, 96%-os ecetsav a megfeleld pH eléréséig

Trisz puffer (pH 8,5)

trisz-(hidroxi-metil)-amino-metan és trisz-hidroklorid 18:7 aranyu keveréke

3.3. Tenyésztési koriilmények

Lipaztermelés szilard fazisu fermentacioban

A szilard fazis fermentacios teszteknél 5 g buzakorpat mértiink 100 ml-es Erlenmeyer
lombikokba, majd 9,5 ml asvanyi sos tapoldattal atnedvesitettiik, végiil hozzamértiik az
indukcios olajat (Tween-80 vagy olivaolaj kiilonb6z6 mennyiségekben). A fermentéacios
tapkozeget sterilizalds utan 10° mennyiségli sporaval oltottuk be. A fermentaciokhoz 20 °C,
25 °C, 30 °C vagy 35 °C inkubacios hémérsékleteket alkalmaztunk. Az inkubacios 1d6 letelte
utan 30 ml 0,1 M-os acetat puffert (pH 6,0) adtunk a tenyészetekhez, majd homogenizaltuk a
fermentacios taptalajt a pufferrel. A lombikokat 24 6ran at 4 °C-on hagytuk, majd kivonashoz
durvasziirést végeztliink gézlap segitseégével. Az igy kapott extraktumot centrifugaltuk (15

perc, 12000 rpm), majd a feliiliszot az enzimaktivitds mérésig -20 °C-on taroltuk.

A lipaztermelés indukcioja folyadék fazison

A torzset buzakorpa alapt folyadék fermentacidban is teszteltiik, mely induktorként
olivaolajat és buzakorpat tartalmazott. A tapkoézegben vizsgaltuk az olivaolaj (0%-6%) és
buzakorpa (1%-4%) mennyiség valtoztatasanak hatdsat a lipaztermelésre. Az elkészitett

tapoldatot sterilizalast kdvetden 108 mennyiségli sporaval oltottuk be. A tenyészeteket 7 napig



razattuk (200 rpm), a fermentlevekbdl 24 o6ranként 500 pl mennyiségli mintdt vettliink
Eppendorf-csévekbe. A mintak centrifugalasa (15 perc, 12000 rpm) utan a feliiluszot az

enzimaktivitds mérésig -20 °C-on taroltuk.

3.4. Az enzimaktivitas meghatarozasa

3.4.1. A hidrolitikus aktivitas meghatarozésa

A lipaz enzim aktivitdisanak méréséhez p-nitrofenil-palmitatot (pNFP, Sigma)
készitettiink dimetil-szulfoxidban, melyhez 1:1 ardnyban foszfat puffert (pH 6,8) adtunk. A
mintakbodl 50 pl mennyiséget mikrotiter lemezre vittiink fel, ehhez 50 pl pufferelt szubsztratot
adtunk. A tesztelt torzs optimalis ndvekedési hdmérsékletén (25 °C), 30 percig tartd
inkubalast kovetéen 25 ul 0,1 M-os natrium-karbonattal leallitottuk a reakciot, majd a
felszabadult p-nitrofenol mennyiségét Asys Jupiter HD (Asys Hitech) mikrotiter lemezolvasd
segitségével mértik meg 405 nm hullamhosszon. Egy U az az enzimmennyiség, amely
percenként 1 umol p-nitrofenolt szabadit fel adott reakcid koriilmények kozott.

A fehérjetisztitas egyes 1épéseit kovetéen az enzimaktivitdas meghatdrozasahoz p-
nitrofenil-kaprilatot (PNFK, Sigma) is alkalmaztunk. A moddszer tovabbi lépései a fent
leirtakkal megegyeznek.

3.4.2. A szintetikus aktivitds meghatarozasa

Az atészterezés vizsgalata p-nitrofenil-palmitat szubsztrattal

A lipaz enzim atészterezd aktivitasanak tesztelését buzakorpa alapi fermentacidobol
szarmazd nyers enzimkivonatokkal végeztik. A moddszer a Teng ¢és Xu (2007) altal
kidolgozott eljarason alapul, néhany modositassal kiegészitve. A nyers extraktumokbol 300
ul-t kivettiink, azokat 12 oran keresztiil liofilizaltuk, majd hozzdmértiink 450 pl 10 mM pNFP
szubsztratot tartalmazo n-heptdn oldatot. 50 pl abszolit etanol hozzdadasa utan pipettaval
felszuszpendaltuk a reakcioelegyeket, melyeket folyamatos razatas mellett 30 percen 4t, 40 °C
homérsékleten inkubaltunk. Az inkubacid utan egy percig hagytuk letilepedni a fel nem oldott
anyagokat. A felszabadult p-nitrofenol kicsapasahoz és a rekcié leallitasahoz 200 pl tiszta
feliiliszohoz 2 ml 0,1 M natrium-karbonatot adtunk. A felszabadult p-nitrofenolt 405 nm
hullamhosszon (SPECTROstar*"°, BMG Labtech) mértiik. A nem kivant hidrolizis elkeriilése



érdekében a felhasznalt reagensekbdl €s olddszerekbdl a maradék vizet eltavolitottuk natrium-
szulfat segitségével. A mérések soran abszolut etanol nélkiili kontroll reakcidelegyet is
készitettiink. A felszabaduld p-nitrofenol mennyiség meghatdrozasahoz kalibracios gorbét
készitettiink, melybdl n-heptan felhasznalasaval higitasi sorozatot készitettiink.

Az inkubécios 1d0 atészterezésre gyakorolt hatasat 2, 4, 6, 12 és 24 oOra utan
vizsgaltuk. A hoémérséklet hatdsanak tesztelésekor 20, 30, 40 és 50 °C beallitasokat
alkalmaztunk. Emellett mas reakciokozegeket (hexan, izooktan, ciklohexan) és akceptor
alkoholt is alkalmaztunk (metanol, izopropanol és butanol) az atészterezés hatékonysaganak
meghatarozasahoz. A p-nitrofenol kivonasat és detektdlasat ezekben az esetekben is a fent

emlitett eljarassal végeztiik el.

Az észterezés vizsgalata gazkromatografiaval

Az enzim észterezO képességét etil-palmitat észter keletkezése soran teszteltiik. Az
atészterezés vizsgalatanal leirtakhoz hasonloan ebben az esetben is 300 pl liofilizalt
enzimkivonattal dolgoztunk. A reakcidelegy 10 mM palmitinsavat és 50 pl etanolt
tartalmazott, reakciokozegként n-heptant alkalmaztunk. A mintédkat folyamatos rdzatas mellett
6, 24 ¢és 48 oran at inkubaltuk 40 °C homérsékleten. A keletkezd etil-palmitat mennyiségét
HP-INNOwax oszlopon (60 m*0,25 mm*0,5 um; Agilent Technologies) langionizacios
detektorral szerelt Agilent 6890N (Agilent Technologies) tipusu gdzkromatograffal hataroztuk

meg.
3.5. A lipaz enzim tisztitasanak folyamata

A Rh. stolonifer SZMC 13609 lipaz enzim nagy mennyiségben torténd tisztitasahoz
1,5 literes Erlenmeyer lombikokban siillyesztett fermentaciot végeztiink buzakorpa alapi
asvanyi sés tapoldatban (800 ml tapoldat). A lombikokat 3 ml 10%ml koncentracioju
sporaszuszpenzioval oltottuk be. A tenyészeteket az izolatumnak megfeleld ndvekedési
hémérsékleten (25 °C) 4 napon keresztiil inkubaltuk.

Az inkubdcids 1d6 letelte utan gézlap segitségével durvasziirést végeztiink. A sziirletet
ezutan két egymast kovetd 1épésben lecentrifugaltuk (8000 rpm, 20 perc, SORVALL-RC-5B
GSA rotor). A kapott feliiluszot (micélium és buzakorpa mentes nyers extraktum) hasznaltuk

tovabb. A nyers kivonatban 50%, majd 85% telitettségig ammoOnium-szulfattal torténd

frakcionalt kisozast végeztiink. A so teljes feloldasat kovetden az oldatot 4 °C-on, 24 6ran 4t



allni hagytuk. Az oldat centrifugalasa (10000 rpm, 15 perc, SORVALL-RC-5B SS34 rotor)
utan a keletkezett csapadékot a lehetd legkisebb térfogat foszfat pufferben (0,1 M; pH 6,8)
vettiik fel. Tovabbi munkdnk soran a 85% telitettségli frakcio csapadékaban 1évé koncentralt
enzimkivonatokkal dolgoztunk tovabb.

A kisézasi 1épések utani tdmény enzimkivonat tovabbi tisztitdsat Sephadex G-25
toltetli oszlopon végeztiikk (GE Healthcare; 1 - 5 kDa; 10 x 200 mm). Az oszlopot eldzetesen
50 mM-os Trisz-pufferrel (pH 8,5) mostuk, majd ugyanezzel a pufferrel elualtunk. A
legmagasabb enzimaktivitast mutatd frakciokat egyesitettiik, majd Macro-Prep HQ (BioRad;
12,6 x 40 mm) anioncseréld oszlopra vittiik fel. Az oszlopot el6zéleg szintén 50 mM-0s Tris-
pufferrel (pH 8,5) mostuk. Az enzimet 1 ml/perc atfolyasi sebességgel, 0-1 M NaCl linearis
gradiensben torténd valtoztatasaval eludltuk. A tisztitasi folyamat minden lépése utan pNFP
¢s pPNFK kromogén szubsztratok alkalmazasaval mértilk az egyes frakcidkban az enzim

hidrolitikus aktivitasat.

3.6. A lipaz biokémiai jellemzéséhez alkalmazott reakcidelegyek

A vizsgalatokban a részlegesen tisztitott Rh. stolonifer extracellularis lipaz enzimmel
dolgoztunk. Az enzimaktivitdas meghatarozasara PNFP szubsztratot hasznaltunk. A
reakcidelegyeket minden esetben 500 pl végtérfogatra allitottuk Ossze. Az inkubdaléasi 1d6
letelte utan 50 pl Na-karbonattal allitottuk le a reakciot, a felszabadult p-nitrofenol

intenzitasat 405 nm-en mértik.

A hémérséklet optimum vizsgalata
200 pl enzimkivonat (kb. 0,1 U/ml)
0,75 mM pNFP foszfat pufferben (pH 6,8) oldva

Az elegyeket 5, 10, 20, 25, 30, 40, 50, 60 ¢és 70 °C homérsékleten, 40 percen at
inkubaltuk.

A hoéstabilitas vizsgalata

200 pl enzimkivonat

0,75 mM pNFP foszfat pufferben (pH 6,8) oldva



Az enzimkivonatot 5, 10, 20, 25, 30, 40, 50, 60 és 70 °C homérsékleten inkubaltuk 4
oran keresztiil. Ezutan 0,75 mM pNFP-t adtunk az elegyekhez, majd az enzim aktivitasanak

optimalis hémérsékletén 40 percig inkubaltuk.

A pH optimum vizsgalata

200 pl enzimkivonat
0,75 mM pNFP
Mcllvaine pufferoldat (2. tablazat)

Az enzimkivonatot a megfelelé pH-ju pufferoldattal 40 percig inkubaltuk az enzim

aktivitasanak optimalis homérsékletén.

2. tablazat. Az alkalmazott Mcllvaine-féle pufferoldat dsszetétele.

200 mM Na,HPO, 100 mM citromsav
pH

X 2H,0 x H,O
2,2 2% 98%
2,6 11% 89%
3,0 21% 79%
3.4 29% 71%
3,8 36% 64%
4,2 41% 59%
4,6 47% 53%
5,0 52% 48%
54 56% 44%
58 61% 39%
6,2 66% 34%
6,6 73% 27%
7,0 82% 18%
7,4 91% 9%
7,8 96% 4%
8,0 97% 3%

A pH stabilitds vizsgalata

200 pl enzim
Mcllvaine pufferoldat



Az enzimkivonatot a megfeleld pH-ji pufferoldatban 24 6ran at 4 °C-on tartottuk,
majd 0,75 mM pNFP szubsztrat hozzaadasat kdvetden a reakcidelegyeket az enzim optimalis

hoémérsékletén 40 percig inkubaltuk.

Lehetséges gatloszerek vizsgalata

200 pl enzimkivonat

0,75 mM pNFP foszfat pufferben (pH 6,8) oldva

5 mM CoCl,, HgCl,, CuSOy4, ZnSO4, MnCl,, CaCl,, MgSO,4, NaCl, KCI, vagy 10 mM
N-Brémszukcinimid (NBS), Etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA) vagy Na-lauril-szulfat
(SDS)

A reakcioelegyeket az enzim aktivitdsanak optimalis homérsékletén 40 percig

inkubéltuk.

Szubsztratspecifitas vizsgalata

50 pl enzimkivonat

0,75 mM pNF-acetat, pNF-propionat, pNF-butirat, pNF-valerat, pNF-kaproat, pNF-
kaprilat, pNF-dekanoat, pNF-dodekanoat vagy pNF-palmitat foszfat pufferben (pH
6,8) oldva

A reakciodelegyeket az adott enzim aktivitdsdnak optimalis hdmérsékletén 30 percig

inkubaltuk.

Alkoholok és alkanok enzimaktivitasra gyvakorolt hatasdnak vizsgalata

200 pl enzimkivonat
0,75 mM pNFP foszfat pufferben (pH 6,8) oldva
5%, 10%, 15%, 20% (v/v%) metanol, etanol, propanol, izopropanol, butanol, izoamil-

alkohol, hexanol vagy hexan, ciklohexan, heptan, izooktan

A reakcioelegyeket a megfeleld alkohol, vagy alkan koncentracioval 40 percig

inkubaltuk az enzim aktivitadsanak optimalis hémérsékletén.



4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Elézetes vizsgalataink alapjan a Rhizopus stolonifer SZMC 13609 tributirin tartalma
szilard taptalajon és folyadék tenyészetben is igéretes extracellularis lipaz termeldnek
bizonyult. Folyadék tenyészetben kiilonb6z6 lipid induktorok (Tween-80, palma-, szoja-,
gyapot-, napraforgo-, oliva-, extra sziiz oliva-, tokmag-, Kukoricacsira-, btzacsira-,
szezammag olaj) enzimtermelésre gyakorolt hatdsat is megvizsgaltuk. A teszteknél Tween-80
¢s olivaolaj jelenlétében tapasztaltuk a legjelentdsebb lipaz aktivitast. Buzakorpa alapu szilard
fermentacioban a buzakorpa 4svanyi sés tapoldattal torténd dusitasa az izolatum
lipaztermelését tovabb fokozta. Emellett az enzim szintetikus aktivitasanak tesztelésére
elvégzett vizsgalatokban kiemelkedd atészterezd, azaz transzészterifikacids aktivitast (3,5
U/mg) mutatott p-nitrofenil-palmitat és etanol kozott (1. abra; Kotogan és mtsi, 2014). A 40
°C-on, 30 percig torténd inkubaciot kovetden az enzim atészterezd aktivitdsanak

eredményeként felszabadult p-nitrofenolt spektrofotométer segitségével hataroztuk meg.

Transzészterifikacios aktivitas (U/mg fehérje)
(¥
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1. abra. A lipaztermeld torzsek transzészterifikacios aktivitasa 40 °C-on, 30 perc inkubéciot

kovetden
4.1. Buzakorpa alapu szilard fermentacio

Mezdgazdasagi melléktermékek lipaztermelésre torténd fermentacios alkalmazasa
kevésbé vizsgalt teriilet jaromsporas gombaknal. Ezen szubsztratok felhasznalasa
extracellularis enzimek termeltetése céljabol nemcsak gazdasagos, de kornyezetbarat eljaras is

egyben (Treichel és mtsi, 2010). Vizsgalataink ismereteket szolgaltatnak az alkalmazott



buzakorpa - mely nagy mennyiségben keletkezd mezdgazdasdgi maradvany - tovabbi
hasznosithatosaganak  lehetdségeirdl. A  buzakorpa idedlis szubsztratként valo
alkalmazhatdsdgat mutatja, hogy tartalmaz minden olyan fehérjét, zsirokat és aminosavakat,
melyek a gomba megfelelé novekedéséhez és az enzimtermeléshez sziikségesek (Salihu és
mtsi, 2012). Tovabbi kiegészitése asvanyi sokkal és induktorokkal tovabb fokozhatja az
enzimprodukciot. A lipaztermelés fokozasara iranyul6 szildrd fermentécios kisérletekeinkben

az inkubdcids hémérséklet és induktor olajok hatdsat vizsgaltuk.

4.1.1. A homérséklet lipaztermelésre gyakorolt hatasa

A tesztekben 20, 25, 30 és 35 °C hémérsékleteken vizsgaltuk a Rh. stolonifer SZMC
13609 izolatum lipaztermelését. A torzs a legintenzivebb ndvekedést 25 °C-on mutatta, 20 és
30 °C-on kevésbé volt képes novekedni, mig 35 °C-on alig mutatott ndvekedést. Nagy
lipazaktivitdsokat 20 és 25 °C inkubacios hdmérsékleteket alkalmazva tapasztaltuk. Erdemes
megemliteni, hogy a 35 °C-on inkubalt tenyészet esetében is mutattunk ki lipazaktivitast
(44,84 U/g szaraz szubsztrat). A legnagyobb lipazhozamot 25 °C-on tapasztaltuk (52,1 U/g
szaraz szubsztrat); a tovabbiakban ezen a hdmérsékleten végeztilkk az inkubacidkat. Az

enzimaktivitas mérés minden esetben 7 napos fermentaciot kdvetden tortént.

4.1.2. Induktor olajok enzimaktivitasra gyakorolt hatdsa

Kisérleteinkben az olivaolaj és a Tween-80 lipaztermelés-induktorként valo
alkalmazhatdsagat teszteltilk. Ennek érdekében kiillonb6zé mennyiségben hozzdadva (0%,
1,5%, 3%, 7%, 9,5% és 12%) vizsgaltuk az emlitett olajok hatdsit az enzimtermelésre. A
korabbi tesztjeinkben az asvanyi sos tapoldat 1,5%-ban tartalmazott induktor olajat; az olaj
mennyiségének novelésével a lipaztermelés tovabbi fokozhatdsagat vizsgaltuk. Az
enzimaktivitast ebben az esetben is 7 napos fermentalast kovetden hataroztuk meg (2. abra).

A mért enzimaktivitds értékek alapjan megallapithatd, hogy az eredetileg 1,5%-0s
koncentracioban alkalmazott Tween-80 (ahol 52,8 U/g szaraz szubsztrat aktivitast
tapasztaltunk) mennyiségének novelésével jelentdsen, mintegy 20%-al sikeriilt magasabb
lipaztermelést elérniink (79,7 U/g szaraz szubsztrat). Olivaolaj esetén 50%-al sikertlt
novelnlink az enzimhozamot (97,9 U/g szaraz szubsztrat). Koriilbeliil 10% (m/v szubsztrat)

olajtartalom bizonyult optimalisnak mindkét olaj esetén. Buzakorpa alapu szilard



fermentacios tesztjeinkben az olivaolaj igéretesebb lipaztermelés-induktornak bizonyult, igy

tovabbi kisérleteinkben ezzel az induktorral dolgoztunk tovabb.
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2. abra. Olivaolaj és Tween-80 mennyiségének hatdsa a lipaztermelésre blizakorpa alapt

szilard fermentacidban (7. napi értékek)

4.2. Buzakorpa alapu folyadék fermentacio

Mivel szilard fazison olivaolaj hozzdadasaval nagyobb lipazhozamot kaptunk, igy a
tovabbi folyadékos tesztekben ezt az olajat alkalmaztuk induktorként. A 2% buzakorpa
tartalom mellett elvégzett folyadék fermentacioban ugyanakkor az olivaolaj koncentracio
forditottan aranyos volt enzimaktivitassal. Az olajmentes kontrollok vizsgéalatakor a 3. nap
utan tapasztaltuk a legnagyobb lipazaktivitast (15,1 U/ml). Folyadék tenyészetben a
hozzaadott olaj valdsziniileg kotott formaban tartja a termelt enzimek egy részét, melyek aktiv
centruma igy nem szabad. Az enzimaktivitds kimutatasdhoz alkalmazott aril-észter szubsztrat
bontasa igy feltehetden alacsonyabb hatékonysagl. Irodalmi adatok ugyanakkor arra is
utalnak, hogy egyazon gombatdrzs kiilonbozd tulajdonsagli lipdz enzimet termelhet folyadék
¢s szilard fazison (Mateos Diaz és mtsi, 2006).

Ezutan indukcios olaj nélkiili, csak buzakorpat tartalmazo tapoldat lipaztermelésre
gyakorolt hatasat vizsgaltuk (3. dbra). A teszteknél a buzakorpat kiilonb6zé mennyiségben
alkalmaztuk a folyadékos kozegben (1, 2, 3, 4%). Kisérleteinkben a blzakorpa 2%

koncentraci6 felett alkalmazva indukalta leginkabb a lip4dz enzim termelddését. A fermentacio



id6tartaméra vonatkoztatva, 4% buzakorpa mellett, a 3. napon kaptuk a legnagyobb

enzimhozamot (21,3 U/ml). Ezt kdvetden a lipazhozam fokozatos csokkenését tapasztaltuk.
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3. abra. A buzakorpa mennyiségének hatdsa a lipaztermelésre buzakorpa alapu folyadék

fermentacioban

Erdemes megemliteni, hogy az izolatum nem volt képes novekedni csak olivaolajat
tartalmaz6 asvanyi sos tapkozegben. A jelenség oka egyrészt az lehet, hogy a gomba nem
képes ezt az olajat egyediili szénforrasként hasznositani. Masrészt, az olivaolaj a gomba
novekedését gatld anyagokat (pl. antioxidansok) is tartalmazhat, melyek hatasa igy jobban

érvényesiilhet.

4.3. A Rh. stolonifer extracellularis lipaz tisztitasa

El6zetes munkaink alapjan a Rh. stolonifer SZMC 13609 jaromsporas gombatorzs
altal termelt extracelluldris lipdz enzim igéretesnek bizonyult mind nagyfoku hidrolitikus
aktivitasa, mind pedig szintetikus (atészterezd €s €szterezd) aktivitdsa miatt. Mikroszkopikus
gombdak koziil féleg tomldsgomba lipazok tisztitdsat és biokémiai jellemzését irtdk le a
szakirodalomban (Saxena és mtsi, 2003; Namboodiri és Chattopadhyaya, 2000; Singh és
Mukhopadhyay, 2012; Ferrer és mtsi, 2000). Ugyanakkor, a késébbi biotechnoldgiai és ipari
folyamatokban torténd felhasznalhatésaguk szempontjabol kiemelkedd fontossagu a

Jadromsporas gomba altal termelt lipdz enzimek tanulmédnyozéasa. A fenti okokbol kifolyolag



érdemesnek tartottuk a Rh. stolonifer altal termelt extracellularis lipdz enzim tisztitasat és
biokémiai jellemzését is.

A megfeleld6 hozam elérése érdekében buzakorpa alapt folyadék fermentaciot
végeztiink 4 napon keresztiil. A buzakorpa olcsd6 malomipari termék (Koblitz és Pastore,
2006), mely szilard tapkozegként, illetve folyadék fermentacidban alkalmazva is igéretes
szubsztratnak bizonyult. Az enzim nagy mennyiségli eldallitdsahoz, illetve magas
enzimaktivitasu nyers kivonat készitésé¢hez 1,5 literes lombikokban végeztiik a fermentalast.
A tisztitds elsd 1épéseként ammonium-szulfat segitségével frakcionalt kisozast végeztiink a
nyers extraktumbodl. 50%-o0s €s 85%-os telitettség elérése utan a 85%-os frakcid koncentralt
enzimkivonataval dolgoztunk tovabb. A folyamat kovetkezd 1épéseként méret szerinti
elvalasztast végeztiink, ezt kovetden pedig anioncseréld kromatografias eljarast alkalmaztunk.
Minden tisztitdsi 1épés utdn meghatdroztuk az enzimaktivitist a csapadékokban ¢és a
feliiluszokban. A tisztitds adatainak kiértékelése, illetve az izolalt enzimfehérje

molekulatomegének meghatarozasa folyamatban van.

4.4. A Rh. stolonifer lipaz biokémiai jellemzése

A Rh. stolonifer izolatum altal termelt extracellularis lipaz hidrolitikus aktivitasat
néhany, a reakciot befolyasold tényezd valtoztatdsa mellett is megvizsgaltuk. Teszteltiik a
homeérséklet, pH, fémsok, reagensek, alkoholok és alkanok enzimaktivitasra gyakorolt hatasat,
valamit az enzim szubsztratspecifitdsat is elemeztiik. A vizsgalatok megmutatjdk az enzim
miukodeését €s stabilitasat eltérd kornyezeti feltételek és reakcid dsszetételek mellett, ezért az
ipari folyamatokban valé alkalmazhatosag szempontjabdl jelentds informaciokkal bdvithetjiik

ismereteinket. A jellemzés soran a részlegesen tisztitott enzimkivonattal dolgoztunk.

4.4.1. Hémérséklet optimum ¢€s stabilitas

Az enzimaktivitds hdmérséklet optimumanak és stabilitasanak vizsgalatat 5 és 70 °C
kozotti tartomanyban végeztik. Az optimum meghatarozasanal az adott homérsékleten
torténd 40 perces inkubacid utan, pNFP szubsztratot alkalmazva mértiik az enzimaktivitasban
bekovetkezd valtozasokat. A stabilitas vizsgalatoknal 4 6ran at inkubaltuk az enzim kivonatot
az adott homérsé€kleten, ezt kovetden adtuk hozzd a mintakhoz a pufferelt szubsztratot,

mellyel egylitt még 40 perces inkubacid kovetkezett az enzim hdmérsékleti optimuman.



A Rh. stolonifer extracellularis lipaz hémérsékleti optimumat 50 °C koriil allapitottuk
meg (4. dbra). Eddig a hémérsékletig fokozatosan né az enzimaktivitas, 50 °C utdn pedig
csokkenni kezd, azonban még 70 °C-on is koriilbeliil 50%-os aktivitast mutatott. Az enzim
alacsony homérsékleten is aktivnak bizonyult; 5 °C homérsékleten inkubalva is megodrizte
aktivitdsanak 50%-at. Rendkiviil igéretesnek tekinthetd széles hdmérsekleti tartomanyon
torténd alkalmazhatdsdga, mely szamos ipari felhaszndlds szempontjabol igen eldnyos

tulajdonsag (pl. mosdszeripar) (Sharma és mtsi, 2001).
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4. abra. A Rh. stolonifer SZMC 13609 lipaz aktivitasanak hémérséklet optimuma és

stabilitasa

A Rh. stolonifer lipaz 5-30 °C hoémérsékletig stabilnak bizonyult aktivitdsanak
mintegy 80%-at megoérizve. E felett azonban nagymértékii stabilitas csokkenést tapasztaltunk.
Az enzim 50 °C koriil vesziti el aktivitdsanak felét 4 6ras inkubaciot kovetden, de még 70 °C-
on is mérheté csekély (10%) aktivitas. Magas hdstabilitassal rendelkezé lipaz enzimeket
els6sorban a mosdszer ipar (Jaeger és Reetz, 1998), és a szerves szintézisek, igy a lipaz
katalizalt észterifikaciok (pl. biodizel eldallitas) igényelnek. Magas hdmérsékleti optimummal
¢s stabilitassal rendelkezé lipazt korabban Aspergillus terreus (Yadav és mtsi, 1998) és Mucor

racemosus (Mohamed és mtsi, 2011) fajokbol azonositottak.

4.4.2. pH optimum ¢és stabilitas

Az enzimaktivitds pH optimumat és stabilitasat pH 2,2 ¢és pH 8,0 k6zotti tartomanyban

vizsgaltuk. A pH optimum meghatdrozasadhoz 40 percig inkubaltuk az egyes reakcidelegyeket



a kiilonboz6 pH értékeken, majd pNFP szubsztrat segitségével fotometriasan mértiik az enzim
aktivitasaban bekovetkezd valtozasokat. A pH stabilitds vizsgélatakor 24 6rdn 4t inkubaltuk
az enzimet 4 °C-on az adott pH értéken, majd a szubsztrdt hozzdadasa utan az enzim
homérséklet optimuman, azaz 50 °C-on inkubaltuk a reakcioelegyeket 40 percig.

A vizsgalt Rh. stolonifer lipaz acidofilnak bizonyult, ugyanis a legnagyobb
enzimaktivitast a pH 5,0 kortilire beallitott reakciokdzegben mértiik. Az aktivitds az alacsony
pH értékektél a pH 5,0 értékig fokozatosan ndvekedett, e felett azonban egyenletes
csokkenést tapasztaltunk (5. abra). Aktivitasanak felét pH 6,0 felett veszitette el. Fonalas
gomba lipazok koziil Aspergillus niger (Namboodiri és Chattopadhyaya, 2000), Aspergillus
repens (Kaminishi és mtsi, 1999) és Penicillium simplicissimum (Sztajer és mtsi, 1992)
izolatumoknal irtak le pH 5,0 koriili optimummal rendelkezd enzimeket. Az eddig tisztitott
Rhizopus lipazok koziil a Rhizopus japonicus (Suzuki és mtsi, 1986) és a Rhizopus chinensis
(Yasuda ¢és mtsi, 2000) lipazai szintén pH 5,0 értéken mutattak legmagasabb aktivitast. A
Rhizopus arrhizus és Rhizopus delemar izolaztumok lipaz enzimei ennél magasabb pH
optimummal rendelkeznek (Dobrev és mtsi, 2011; Haas ¢és mtsi, 1992).

Az enzim meglehetdsen sziik tartomanyon, pH 4,5-6,0 kozott Orizte meg stabilitasat 24
orés inkubdcio utan, amely pH 6,0 értéken mar csak 40% maradék aktivitast mutatott. Savas
tartomanyban is aktiv enzimeket elsdsorban az élelmiszeripari folyamatokban hasznositanak

(Pandey és mtsi, 1999).
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5. abra. A Rh. stolonifer SZMC 136009 lipaz aktivitasanak pH optimuma és stabilitasa



4.4.3. Lehetséges gatloszerek vizsgalata

Kiilonb6z6 fémsok (CoCly, HgCly, CuSQO4, ZnSO4, MNCl,, CaCl,, MgSO,4, NaCl, KCI)
¢s reagensek (NBS, EDTA, SDS) lipazaktivitasra kifejtett hatdsat is elemeztiik. A kationokat
5 mM, a reagenseket pedig 10 mM koncentraciéban alkalmaztuk az egyes reakcidelegyekben.
A fémionok szerepe az enzimfehérjék szerkezetének és funkcidjanak befolydsolasaban
jelentds, mivel konformécios valtozasokat okozhatnak az enzim szerkezetében. Az enzimhez
torténd kotodéssel stabilizalhatjak, vagy destabilizalhatjak azokat, igy fokozhatjak vagy
gatolhatjak aktivitasukat (Li és mtsi, 2011).

A Hg” és az SDS jelentés mértékben csokkentette az enzim aktivitasat (33,41% és
47,01% maradék aktivitas mellett) (6. abra). Egy Mucor faj esetében az SDS, illetve a Triton
X-100, valamint a Hg2+, Fe?* &s Fe* fémionok szintén erds gatlast fejtettek ki az enzim
aktivitasara (Abbas és mtsi, 2002). A Rh. arrhizus lipazat vizsgalva az deriilt ki, hogy a nem
poléros anyagok, mint a Triton X-100 nem inaktivaltdk az enzimet, mig a negativan toltott
anyagok, mint az SDS az enzim stabilitdsanak csokkenését okoztak (Dobrev és mtsi, 2011). A
Ca®", Co**, Zn** és a Mg2+ ionok kismértékben, 80-90 %-ra csokkentették Rh. stolonifer lipaz
aktivitasat. Na*, K* NBS, Mn?* ¢és Cu?* jelenlétében megkozelitéleg 10-20% enzimaktivitas
emelkedést tapasztaltunk, mig az EDTA ennél is nagyobb mértékben ndvelte az enzim
aktivitasat (kb. 35%). Az altalunk vizsgalt izoldtum lipdz enzime rendkiviil stabilnak
bizonyult szdmos vizsgalt fémsé jelenlétében, amely egy igen igéretes tulajdonsag lehet a
specifikus ipari és biotechnologiai folyamatok katalizalasdban vald felhasznalhatosag
szempontjabol.
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6. abra. A kiilonboz6 fémsok és reagensek hatasa a Rh. stolonifer SZMC 13609 lipaz

aktivitasara



4.4.4. A szubsztratspecifitas vizsgalata

A szubsztratspecifitdas meghatarozasdhoz kiilonb6z6 szénlanchosszasagi aril-
észtereket [pNF-acetat (C2), pNF-propionat (C3), pNF-butirat (C4), pNF-valerat (C5), pNF-
kaproat (C6), pNF-kaprilat (C8), pNF-dekanoat (C10), pNF-dodekanoat (C12) és pNF-
palmitat (C16)] alkalmaztunk. A kiilonb6zd kromogén szubsztratokat 0,75 mM
koncentracidban adtuk hozzd az adott reakcidelegyekhez. Kontrollként a pNF-palmitat
hidrolizisénél tapasztalt optikai denzitas értéket vettiik alapul.

A pNF-palmitatnal (C16) kapott eredményekkel 6sszehasonlitva a pNF-kaproat (C6)
¢s pNF-kaprilat (C8) szubsztratokat hasitotta leghatékonyabban az enzim (7. 4bra). A rovid
szénlancu szubsztratokat (C2-C4) csak igen csekély mértékben hidrolizalta a lipaz enzim (kb.
5%). A C6-C16 kozotti szubsztratokat hatékonyan bontotta a Rh. stolonifer SZMC 13609
lipaz, mely igy a széles szubsztratspecifitasu enzimek koézé sorolhatdé. Egy Rhizopus oryzae
izolatumbdl tisztitott lipdz enzim a C8-C18 lanchosszusagu telitett zsirsavak mellett hasit
nagy gyakorisaggal, a tobbszordsen telitetlen zsirsavak mellett azonban csak kismértéki
hidrolizis figyelheté meg (Hiol és mtsi, 2000). A Rhizopus fajok lipaz enzimeinek tobbségére
a C8-C10 szénlanchosszusagu kozepes zsirsavak hasitdsanak preferenciaja jellemz6 (Dobrev

¢és mtsi, 2011).
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7. abra. Kiilonboz6 szénlanchosszusagu aril €szterek Rh. stolonifer SZMC 136009 lipaz altali

hasitasanak vizsgalata



4.4.5. Alkoholok ¢és alkanok enzimaktivitasra gyakorolt hatdsa

cyey

propanol, izopropanol, izoamil-alkohol és hexanol, valamint hexan, ciklohexan, heptan és
izooktan jelenlétében vizsgaltuk. Kontrollnak az alkoholt, illetve alkant nem tartalmazo
mintaban mért optikai denzitas értéket vettiik.

A Rh. stolonifer enzim aktivitasat az etanol, metanol, propanol és az izopropanol csak
20% koncentracioban alkalmazva gitolta jelentésebben. Ezekben az alkoholokban igéretes
stabilitast mutatott az enzim (8. dbra). Hexanol esetében dozistol fliggd gatlast tapasztaltunk
(9. abra). A propanol és a butanol 5% koncentracioban alkalmazva kis mértékben novelte
(112 ¢és 124%-ra) az enzim aktivitdsat, azonban nagyobb koncentracioban (15-20%) mar
csokkentette a p-nitrofenol felszabadulast. Izoamil-alkohol 5% koncentracioban nem volt
hatassal az enzim aktivitasara, azonban 10% koncentracional serkentd hatast figyeltiink meg.
A serkent6 hatas a Rh. stolonifer lipaz jo atészterezd képességével lehet Osszefiiggésben,
ugyanis csokkent vizaktivitds esetén az atészterezd reakciok keriilnek elétérbe (Abbas és
Comeau, 2003). A lipaz enzimek egyik elényds tulajdonsaga, hogy vizmentes kdzegben is
képesek miikddni. Alacsony vizaktivitds mellett mind hidrolizis, mind szintézis is torténik
egyidejlileg; azonban vizmentes kozegben csak szintézis megy végbe. A Mucor hiemalis f.
corticola jaromsporas gomba lipaza metanolban és etanolban is igen stabil maradt. Az
iparban, kiillondsen a lipaz enzim altal katalizalt biodizel eldallitasdban, a szerves olddszer

tolerancia rendkiviil hasznos lehet (Ulker és Karaoglu, 2012).
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A vizsgalatba bevont alkanoknal jelentds p-nitrofenol felszabadulast tapasztaltunk a
kontrollhoz  viszonyitva (10. abra). Az oldészerek mennyiségének ndvekedése
feltételezhetden fokozta az enzim stabilitasat, igy novekvd enzimaktivitds tendenciat
tapasztaltunk. Az alkdnok, mint vizzel nem elegyedd szerves oldoszerek stabilizaljak az
inkabb destabilizalhatjdk az enzimet (Ebrahimpour és mtsi, 2011). Oldoszerekben aktiv és
stabil enzimek els@sorban az olajkémia-, és gydgyszeripar teriiletén, a szerves kémiai

szintézisek katalizalasaban jatszanak fontos szerepet.
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10. abra. Kiilonb6z6 koncentracioju alkanok hatasa a Rh. stolonifer SZMC 13609 lipaz

aktivitasara



4.5. A Rh. stolonifer lipaz szintetikus aktivitasa

A lipaz enzimek hidrolitikus aktivitasuk mellett vizmentes, vagy alacsony viztartalmu
kozegben szintetikus aktivitassal is rendelkeznek. Ilyenkor észterezd-atészterezd reakciok
kerlilnek el6térbe, melynek katalizalasat a Rh. stolonifer SZMC 13609 lipaz esetében is
tanulmanyoztuk. Az enzim Aatészterezd aktivitasanak meghatdrozasara egy kolorimetrias
modszert alkalmaztunk. A reakcio sordn a lipadz enzim a pNF-palmitat kromogén szubsztrat és
etanol kozotti atészterezést katalizélja. Az észterkotés athelyezddés révén p-nitrofenol valik

szabadda, ami 405 nm hulldmhosszon fotometriasan mérhet6 (11. abra).
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11. abra. A pNF-palmitat és etanol kozotti transzészterifikacio feltételezett modellje

A kisérletekhez buizakorpa alapl fermentacio utani nyers enzimkivonatokat fagyasztva
szaritottunk (liofilizalas). Eldzetes vizsgalatainkban heptant alkalmazva reakcié kozegként
teszteltiilk az enzim atészterezési képességét alkohol (etanol 10%) és egy acil-donor (pNF-
palmitat, 10 mM) ko6zott 40 °C-os inkubacios homérsékleten (lasd 1. abra). A p-nitrofenol
felszabadulasat 30 perc utan fotometridsan detektaltuk. A keletkezd p-nitrofenol és etil-
palmitat molaris mennyisége a reakcio soran megegyezik.

Az elbzetes tesztjeinket folytatva az atészterezési reakcid koriilményeinek (pl.
homérséklet, inkubdcidos 1dd, reakcidkozegként alkalmazott szerves oldoszer, akceptor
alkohol) valtoztatasaval vizsgaltuk a felszabaduld p-nitrofenol mennyiségét. Hosszabb
inkubécios 1d6t alkalmazva (2, 4 és 6 6ra) novekedett a felszabadult p-nitrofenol mennyisége
(12. édbra). Az inkub4cids id6 novelésével nem, vagy csak kis mértékben tapasztaltunk tovabbi
p-nitrofenol felszabadulast. Az inkubacidos hdmérséklet valtoztatasakor 20 és 30 °C-on a
reakcid sebessége alacsonyabbnak bizonyult, igy a felszabaduld p-nitrofenol mennyisége is
elmaradt a 40 °C alkalmazéasahoz viszonyitva. 50 °C-os inkubécional gyorsabban ment végbe

a reakcid, ami azonban az enzimek gyorsabb inaktivalodidsa miatt idével alacsonyabb p-



nitrofenol felszabadulast eredményez. A legmagasabb p-nitrofenol felszabadulast 40 °C-on, 6

oras inkubaciot kovetden tapasztaltuk (185,6 uM).
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12. abra. A Rh. stolonifer SZMC 13609 lipaz altal katalizalt atészterezés hémérséklet és id6

fiiggésének vizsgalata

A transzészterifikaciot egyéb oldoszer kozegek (hexan, ciklohexan, izooktan)

alkalmazasakor is teszteltiik (13. abra). Ebben az esetben a 40 °C-on végzett 6 6ras inkubacio

utani értékeket hasonlitottuk 6ssze. Ezekben az alkanokban is végbement a reakcid, azonban

az n-heptanos kozegnél mért mennyiségekkel sszehasonlitva nem tapasztaltunk nagyobb p-

nitrofenol felszabadulast.
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13. abra. Kiilonb6z6 szerves oldoszer kozegek hatasa a Rh. stolonifer SZMC 13609 lipaz

aktivitasara



Metanol, izopropanol €s butanol észter akceptorok jelenlétében is megvizsgaltuk az
atészterezési reakcidt (14. abra). Ebben az esetben is a 40 °C-on torténd 6 oras inkubécio
adatait hasonlitottuk Ossze. Az atészterezési reakcid ezen alkoholok alkalmazasakor is
végbemegy, de lényegesen kisebb mennyiségli p-nitrofenol felszabaduldst mértiink, mint

etanol esetében.
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14. abra. Kiilonb6z6 zsirsav akceptor alkoholok hatasa a Rh. stolonifer SZMC 13609

lipaz aktivitasara

A reakciok eredményeként metanol akceptornal metil-palmitat, izopropanolnal
izopropil-palmitat, butanolnal pedig butil-palmitat észter termékek keletkeznek. A nagy
atészterezd potenciallal rendelkezd mikrobialis enzimek specidlis észter molekuldk vegyipari
eldallitasara alkalmazhatok (Aravindan és mtsi, 2006; Jaeger és Eggert, 2002).

A pNF-palmitat és etanol kozotti atészterezés eredményeként keletkezd etil-palmitatot
langionizacios detektorral szerelt gazkromatograffal (GC-FID) is azonositottuk. A keletkezd
etil-palmitat mennyiségét is meghataroztuk. A reakciot ezekben a vizsgalatokban 30 perc és 1
ora utan allitottuk le. A 30 perces 40 °C-on torténd inkubaciot kdvetden 9,7 uM, mig 1 6ra
utan 21,6 uM etil-palmitat mennyiséget detektaltunk. Az analitikai modszerrel meghatérozott
etil-palmitat mennyisége Osszevethetdnek bizonyult a spektrofotometrias mérést kdvetéen
szamolt koncentracio értékekkel.

Az enzim észterezd képességének vizsgalatat az emlitett GC-FID mérési modszer
alkalmazaséaval kezdtilk meg. Az enzim észterezd képességét etil-palmitat észter keletkezése
soran teszteltiikk. Az atészterezés vizsgdlatokhoz hasonléan ebben az esetben is liofilizalt
enzimkivonattal dolgoztunk. A reakcioelegy 10 mM palmitinsavat és 50 pl etanolt

tartalmazott, reakciokozegként n-heptant hasznaltunk. A mintdkat folyamatos razatds mellett



6, 24 ¢és 48 oran at inkubaltuk 40 °C hémérsékleten. Hat o6ra inkubacidé utan még nem
keletkezett kimutathatd mennyiségii etil-palmitat, azonban 24 o6rat kdvetden 10,54 pg/ml
(37,1 uM), mig 48 oras inkubacidt kovetéen 7,96 pg/ml (27,9 uM) termék észtert
azonositottunk. Tovabbi kisérleteinkben a metanol kiilonb6z6 szénlanchosszusagi
zsirsavakkal (vajsav: C4, hexansav: C6, oktansav: C8, dekansav: C10, dodekansav: C12,
palitinsav: C16, sztearinsav: C18, arachidonsav: C20 és néhany telitetlen zsirsav) torténd

észterezésének (6, 24 és 48 oOras inkubaciot kovetden) vizsgalatat is tervezziik.



5. OSSZEFOGLALAS

A lipdzok a trigliceridek glicerinné ¢és szabad zsirsavakkd torténd hidrolizisét
katalizaljak. Alacsony vizaktivitdsu vagy vizmentes kdzegben észter kotések kialakitasara és
athelyezésére is képesek, mellyel 0 vegyiiletek szintézisét katalizalhatjak. A lipazok egyik
jellemzdéje a nagyfoka szubsztratspecifitds és diverzitds, valamint sajatos enantioszelektiv
tulajdonsagokkal is rendelkeznek. Eldnyds tulajdonsdgaik szamos biotechnologiai
folyamatban kiaknazhatok. A legtobb ipari folyamatnal mikrobialis forrasbol szarmazo lipazt
alkalmaznak, mivel eléallitasa koltséghatékonyabb és kinyerése altaldban magasabb hozamau.

Elézetes munkainkban a Rhizopus stolonifer SZMC 13609 jaromsporas gombatdrzs
igéretes lipaztermeldnek bizonyult. Ezzel egyiitt a termelt enzim a szintetikus képesség
tesztelésére iranyuld vizsgalataink sordn jelentds atészterezd aktivitdst is mutatott. A
jaromsporas gomba lipadzok koziil eddig csak néhany enzimet izolaltak, illetve hasznalnak fel
egyes ipari folyamatokban. Tovabbi torzseket ebbdl a szempontbol kevésbé jellemeztek,
valamint az enzimek aktivitasara és termelésére vonatkoz6 ismeretek is korlatozottak.
Vizsgalataink egyrészt a Rh. stolonifer SZMC 13609 izolatum extracellularis lipdzhozamanak
javitasara, ezzel egyiitt fermentéacios koriilmények optimalizalasadra és megfeleld induktiv
koriilmények kivalasztasara, masrészt a termelt enzim izoldldsdnak ¢és biokémiai
jellemzésének megkezdésére terjedtek ki.

Buzakorpa alapu szilard fermentacios tesztjeinkben az inkubécidos homérséklet, az
olivaolaj ¢és a Tween-80 lipaztermelésre gyakorolt hatdsat elemeztik. Kiemelkedd
enzimhozamot 20-25 °C hoémérsékleten inkubalva, 10% olajkoncentraci6 mellett
tapasztaltunk. Az olivaolaj és a buzakorpa lipaztermelésre gyakorolt hatasat siillyesztett
tenyészetekben is megvizsgaltuk. Az olivaolaj koncentraciéo forditottan ardnyos volt
enzimaktivitassal, azonban a buzakorpa 2% koncentraci6 felett alkalmazva indukalta
leginkabb a lipaztermelést. Megkezdtiik a Rh. stolonifer SZMC 13609 extracellularis lipaz
tisztitasat is. Az enzim biokémiai jellemzéséhez teszteltik a homérséklet, pH, fémsok,
reagensek, alkoholok és alkdnok hidrolitikus aktivitasra gyakorolt hatasat, valamit az enzim
szubsztratspecifitasat is elemeztiik. A Rh. stolonifer lipaz hdmérsékleti optimumat 50 °C, mig
pH optimumat 5,0 koriil allapitottuk meg. A C6-C16 szénlanchossziisagu szubsztratokat
hatékonyan bontotta az enzim, mely igy a széles szubsztratspecifitast lipazok koz¢ sorolhato.
Az etanol, metanol, propanol és az izopropanol 10% koncentracidig nem gatolta az enzim

aktivitasat, sot az etanolnal és a propanolnal jelentdsebb serkentd hatast tapasztaltunk.



A Rh. stolonifer SZMC 13609 lipaz észterezé-atészterezd képességét is
tanulmanyoztuk. Jelen munkit megel6z6 kutatasainkat folytatva a hdémérséklet és az
inkubaciods 1d6 fliggvényében vizsgaltuk az atészterezést, valamint tobbféle reakciokozeget és
zsirsav akceptor alkoholt is teszteltlink. A pNF-palmitat és etanol kozotti atészterezés
eredményeként keletkez6 etil-palmitatot langionizacids detektorral szerelt gazkromatograftal
(GC-FID) is azonositottuk. Etanol és palmitinsav felhasznalasaval megkezdtik az enzim
észterez6 kapacitisanak vizsgélatat is. Eszterezés eredményeként is tapasztaltunk etil-palmitat
keletkezést, azonban az atészterezési reakcioktol eltérden itt 1ényegesen hosszabb inkubacios
1d6 alkalmazasara volt szlikség.

Az ipari fejlesztések korszerli, biokatalizatorokon alapulé technikdk iranti
megnovekedett igénye 0 enzimek azonositasat, és az altaluk katalizalt folyamatok részletes
elemzését teszi sziikségesseé. A jadromspords gombak kitling lipazforrasok, igy e gombacsoport
lipazainak vizsgéalata nagymértékben hozzajarul az ipar ilyen igényeinek kielégitéséhez.
Eredményeink 10j ismereteket szolgaltatnak a Rh. stolonifer SZMC 13609 lipaz
tulajdonsagairdl, valamint az enzim szintetikus folyamatokban torténd hasznosithatésaganak

lehetdségeirdl is.



