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ROVIDITESEK JEGYZEKE

CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Hollandia

DMSO: dimetil-szulfoxid

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

ETH: Swiss Federal Institute of Technology Culture Collection, Svajc
GC: Gas Chromatography (gazkromatografia)

GC-FID: Gas Chromatography-Flame lonization Detector (gazkromatografia-langionizacios

detektor)

Km: Michaelis-Menten allando

Log Pov: n-oktanol/viz megoszlasi hanyados

NBS: N-brémszukcinimid

NRRL: Agricultural Research Service Culture Collection, USA
PNF: para-nitrofenol

PNFP: para-nitrofenil-palmitat

PUFA: polyunsaturated fatty acid (tobbszordsen telitetlen zsirsav)
SDS: sodium dodecyl sulfate (natrium-lauril-szulfat)

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (natrium-lauril-

szulfat poliakrilamid gélelektroforézis)

SmF: submerged fermentation (siillyesztett fermentacio)

SSF: solid state fermentation (szilard fazisu fermentacio)

SZMC: Szeged Microbiological Collection (Szegedi Mikrobioldgiai Torzsgytijtemény)

Vmax: maximalis reakciosebesség



1. BEVEZETES

A lipaz enzimek a zsirok és olajok fo Osszetevoinek, a triglicerideknek glicerinné és
szabad zsirsavakka torténd hidrolizisét katalizaljak. Vizmentes, vagy alacsony viztartalmu
kozegben azonban képesek az észter kotések szintézisére €s athelyezésére is (Gupta és mtsi.,
2004). Bioldgiai jelentoségiikon kiviil ipari és biotechnoldgiai felhaszndlasuk is szamottevo.
Lipaz enzimeket széles korben alkalmaznak a gyodgyszer-, €élelmiszer-, bor-, és a detergens
iparban, a papirgyartasban, a kornyezetgazdalkodas teriiletén, illetve szamos szerves
szintézisnél és a biodizel eldallitasanal (Salis és mtsi., 2007). Lipazokat a novények, az allatok
¢s a mikroorganizmusok is képesek termelni, azonban a kereskedelmi forgalomban kaphato
lipaz enzimek tobbsége mikrobialis eredetii, baktériumok vagy gombak (elsésorban fonalas
gombak) altal termelt (Jaeger és Reetz, 1998). A mikrobakkal torténd enzimtermeltetés 6
elénye, hogy viszonylag nagy mennyiségii enzim allithat6 elé gazdasagos koriilmények kdzott
(Treichel és mtsi., 2010). Emellett a kiilonb6z6 mikroorganizmusokbdl szarmazo lipazok eltérd
biokémiai jellemzdkkel, azaz szubsztratspecificitassal, homérséklet és pH optimummal,
stabilitassal, stb., rendelkezhetnek. El6onyos tulajdonsagokkal rendelkez6 enzimek azonositasa
kiemelt jelentdséggel bir a kiilonb6z6 ipari folyamatok fejlesztésében.

A jaromsporas gombak a fonalas gombak egyik legjelentésebb képviseldi. A csoportba
tartozo fajok tobbsége szaprotrof, altalaban talajban, korhad6 névényi részeken, komposztban
fordulnak elé. Okologiai szerepiik mellett j6 néhany faj orvosi, ipari, biotechnoldgiai, illetve
mezdgazdasagi szempontbol is jelentds. A jaromsporas gombak extracellularis (sejten kiviili
térbe kivalasztott) enzimek (pl. amilazok, proteazok) és szerves savak termelésében jelentosek,
igy kiillonb6z6 biotechnologiai folyamatokban hasznosithatok (Gottfredsen, 1990, Ferreira és
mtsi., 2013; Papp és mtsi., 2016).

A jaromsporas gombak jo extracellularis enzimtermelOkként ismertek, de csak néhany
ide tartozo faj altal termelt lipazt izolaltak eddig, illetve hasznalnak fel egyes ipari
folyamatokban. Az enzimek termelésére, hidrolitikus és szintetikus aktivitdsara és biokémiai
jellemzdire vonatkozo6 ismeretek is viszonylag korlatozottak. Ugyanakkor a biotechnologiai és
ipari fejlesztések 0j lipazok irdnti igénye tovabbi enzimek azonositasat és jellemzését teszi
sziikségessé. Doktori munkam soran az ipari fejlesztésekben és az alapkutatdsban egyarant
hasznosithat6 lipaztermeld jaromsporas gombatorzsek €s lipaz enzimek azonositasat tiiztiik ki
célul. Vizsgaltuk az enzimtermelést kiilonb6zo tenyésztési koriilményeken, tisztitottunk termelt

enzimeket, valamint lipaz-katalizalt hidrolitikus és szintetikus reakciokat is jellemeztiink.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A jaromsporas gombak (Mucoromycota) altalinos jellemzése

A kutatoécsoportunk altal vizsgalt torzsek a fonalas gombak egyik nagy csoportjaba, a
Mucoromycota torzsbe tartoznak (Spatafora és mtsi., 2016). A hagyomanyos morfologiai
kiilonbségeken alapuld rendszerezés molekularis taxonémiai elemzésekkel torténd
feliilvizsgalata soran a korabban kozos eredetiinek gondolt Zygomycota torzs polifiletikusnak
bizonyult, és az egyes jaromspords gomba csoportokat eltérd altorzsekbe és torzsekbe
helyezték. Ezek koziil a Mucoromycota torzs tartalmazza a korabbi Mucorales, Mortierellales
¢s Endogonales rendeket (Hibbett és mtsi., 2007, Spatafora és mtsi., 2016).

A Mucoromycota csoportba tartozd6 gombak kozos jellemzdje, hogy altalaban
conocitikus micéliummal rendelkeznek, azaz hifaikban nincsenek valaszfalak, igy a
gombafonalak soksejtmagviiak. Harantfalak csak a gametangiumok és a sporogén szervek
kialakulasakor keletkeznek. Gyors novekedés és sporulacio jellemzi éket. Sejtfalukat féleg
kitin és kitozan alkotja. Néhany fajra jellemz6 a morfoldgiai dimorfizmus képessége, azaz mind
fonalas, mind ¢lesztoszerii novekedésre is képesek. A morfologia fiigg a tapkdzeg
Osszetételétol, illetve oxigén ellatottsagatol, igy foleg oxigénhianyos, vagy magas hexoz
tartalmu kornyezetben képesek élesztészerii ndvekedésre (Orlowski, 1991; Lee és mtsi., 2013).
Szaporodasukra jellemzd, hogy ivartalanul sporangiospérakkal, ivaros tton pedig zigo-, azaz
jaromsporakkal szaporodnak. Ivaros szaporodasuk a viz jelenlétéhez nem kotédik. Ivaros
jarom, iga), melyr6l e gombak a neviiket is kaptak. A jaromspora jellegzetes alaku, vastag falu
képz6dmény, melyet gyakran révid hifakbol allé csomo burkol. A Mucoromycota tagjai,
kiilondsen az altalunk is vizsgalt Mortierellales és a Mucorales rendekbe tartozok, gyakori
Osszetevoi a tragya és a talaj mikoflorajanak. A fajok tobbsége szaprotrof életmoddot folytat,
azaz energiasziikségletilket elpusztult ndvény, allat vagy élettelen szerves anyagok
lebontasabol fedezik. Talajban, korhadékban, rothadd gylimolesokon, zoldségeken és
komposztban fordulnak el6. Az Endogonales renden beliill mikorrhizaképzd fajok is
megtalalhatok, melyek valtozatos novényfajokkal képesek szimbidzis kialakitasara (Sanchez-
Blanco és mtsi., 2004). Ismert néhany opportunista patogén képviseld is, melyek féleg

legyengiilt immunrendszer(i betegeknél okozhatnak fertézéseket (Dodémont és mtsi., 2015).



2.2. A Mucorales rend altalanos jellemzése

A Mucoromycota legtobb fajt tartalmazd csoportja a Mucorales rend. Az ide tartozo
gombafajok tobbségére az intenziv novekedés és nagy tomegi hifaképzés jellemzd. A micélium
altalaban nem szeptalt. Tobbségiik szaprotrof szervezet, els6sorban talajban, korhadé névényi
részeken, valamint komposztalodod szerves maradvanyokon fordul eld. Néhany torzs jelentds
raktari kartevoként ismert, koOszonhetéen a magas cukor-, és sokoncentracid tird
képességiiknek (Ray és Ravi, 2005), igy komoly problémakat okozhatnak zoldségek,
gyliimolcsok és gabonafélék tarolasanal, illetve konzervgyartas soran. Néhany, a rendbe tartozo
faj névény, gomba, allat vagy human parazitaként ismert. Az utdbbi évtizedekben jelentdsen
megnott az azonositottan a Mucorales rendbe tartozd gombafajok altal kivaltott human
fertozések szama. Ezen megbetegedéseket a szakirodalom Osszefoglaldo néven
mukormikozisoknak nevezi. A mukormikézisok szamanak novekedése mogott a molekularis
modszerekkel torténd gyors és pontos azonositas elterjedése, valamint az immunszupresszalt
betegek (igy pl. a daganatos és cukorbetegek) szamanak novekedése all (El-Herte és mtsi.,
2012).

A rend szamos tagja ismert, mint tradicionalis tavol-keleti ételek (pl. tempeh)
élelmiszerek fSleg szojabab és rizs alapuak, elsésorban Azsiaban, Afrikiban és Dél-
Amerikaban kedveltek és elterjedtek. A rendbe tart6zo6 fajok ipari alkalmazésa szintén jelent0s;
szamos torzset hasznalnak keményitohidrolizisre, valamint oxalsav, fumarsav, tejsav, ecetsav
¢s citromsav eldallitasra (Gottfredsen, 1990; Outtrup és Boyce, 1990; Papp ¢és mtsi., 2016). Az
altaluk termelt, foleg extracellularis enzimeket a fermentacios ipar valtozatos teriiletein
alkalmazzak (pl. amilaz, lipaz, proteaz, cellulaz enzimek termeltetésére) (Ferreira és mtsi.,
2013). Emellett egyes torzseiket kémiai vegyiiletek biokonverziodjara is alkalmazzak (szteroid
transzformacio; hidrokortizon és prednizolon eléallitas) (Mohamed és El-Hadi, 2010).
Felhasznaljak tovabba élelmiszer és takarmany adalékok, gydgyszerkészitmény alapanyagok
(pl. likopin, karotinoid), és kitozan termeltetésére is (Hoffmann és mtsi., 2013).

A Mucorales rend egyik legnagyobb ¢és legismertebb nemzetsége a Rhizopus
nemzetség. Kozos jellemzojiik a gyors ndvekedés, valamint hogy a sporangiumaik apofizissel
rendelkeznek, a zigospora-szuszpenzorok szemben 4allok, a sporangioforok eredésénél
rizoidokat és sztolonokat képeznek. ElsGsorban talajban, korhaddé névényi részeken,
¢lelmiszerek feliiletén vagy poros felszineken fordulnak eld, azonban néhany képviseldjiik

masodlagos névényi vagy opportunista human patogén (El-Herte és mitsi., 2012). A Rhizopus



nemzetség legjobban jellemzett fajai a Rh. stolonifer, a Rh. oryzae, és a Rh. microsporus. A
Rhizopus nemzetségben szamos olyan torzset talalunk, melyek élelmiszeriparban betoltott
szerepe, illetve biotechnologiai felhasznalasa jelentds. Kiemelendd, hogy néhany tradicionalis
microsporus var. oligosporus fonalas gomba, mely a sz6jababot enzimatikus uton részlegesen
bontja, atalakitja, megndveli annak emészthetoségét és tapanyagtartalmat (Hachmeister és
Fung, 1993; Chang és mtsi., 2009). A Rhizopus nemzetség tagjai emellett szamos egyéb
¢lelmiszeripari termék fermentalasaban is részt vesznek, igy a szdjaszosz (Rh. oryzae, Rh.
javanicus), szaké (Rh. arrhizus), sufu (Rhizopus sp.) és ragi (Rh. chinensis) eldallitasaban
jatszanak fontos szerepet. A kiindulési alapanyagul szolgaldé szodja vagy rizs enzimatikus
eléemésztését extracellularis enzimeik révén valdsitjdk meg. A Rh. oryzae élelmiszeripari
felhasznalasa rendkiviil elterjedt és biztonsagos. Toxikologiai vizsgalatokkal bizonyitottak,
hogy a Rh. oryzae éltal termelt Lipdz D enzimpreparatum biztonsagosan alkalmazhato az
¢lelmiszerek zsir- és olajtartalmanak modositasara (Flood és Kondo, 2003). Biotechnolodgiai
szempontbol igen jelentds a Rh. oryzae tejsavtermeld képessége is (Bai és mtsi., 2003; Maas és
mtsi., 2006). A Rh. oryzae, az élesztOk mellett, etanol eldallitasaban is alkalmazhato (Karimi
¢és mtsi., 2006).

A Mucor nemzetség fajai jellegzetes vilagos szini telepeket képeznek, mely késébb a
sporak érésével megbarnul, megfeketedik. A nemzetség tagjaira az apofizis nélkiili sporangium
a jellemz6. A fajok tobbsége inkabb a mezofil tartomanyban képes a novekedésre, de eléfordul
néhany termotolerans faj is kozottiik (de Hoog és mitsi., 2000). Tobbségiik szaprotrof, talajban,
novényevo allatok iiriilékén fordulnak eld, néhany faj pedig raktarozott élelmiszerek
kartevoiként is ismert (Salem és mtsi.,, 2016, Saito és mtsi., 2016). A Mucor nemzetség
legjobban jellemzett fajai a M. circinelloides, a M. racemosus, a M. hiemalis és a M. rouxii,
melyek gyakori laboratériumi tesztorganizmusok. A M. circinelloides kiemelkedd karotinoid
termelése miatt kertilt a kutatasok kdzéppontjaba (Papp és mtsi., 2005). A M. racemosus és M.
hiemalis fajok jo protedaz és egyéb enzim termeld képességiik miatt ipari folyamatokban
hasznosithatok (Sumantha és mtsi., 2006). A Mucor torzsek kozt szamos jo extracelluldris
amilaz, lipaz és proteaz termeld talalhato (Alves és mtsi., 2002).

A Rhizomucor nemzetségbe két termofil faj a R. pusillus és R. miehei tartozik, melyeket
a Mucor nemzetségtol elsdsorban a zigospora eltérd alakja miatt kiilonitettek el (Vagvolgyi és
mtsi., 1999; Salar és Aneja, 2007). Fontos képviseléi a komposztalasban résztvevo
mikrobakozosségeknek, kdszonhetden extracellularis enzimkészletiiknek, mellyel képesek a

szerves maradvanyokat hatékonyan lebontani (van Heerden és mtsi., 2002; Langarica-Fuentes



¢s mtsi.,, 2014). A Rhizomucor nemzetség torzseinek biotechnoldgiai és élelmiszeripari
alkalmazasa jelentds, néhany torzs kiemelkedo lipaz- és protedz termeldként ismert. Lipazaikat
elsdsorban a vegyiparban, valtozatos szintetikus és hidrolitikus reakciok katalizalasaban
hasznositjak (Rodrigues és Fernandez-Lafuente, 2010). A R. miehei kereskedelmi forgalomban
is kaphatd aszpartil protedzat a sajtgyartas soran alkalmazzak a tejfehérje (kazein)
koagulalasara. A hagyomanyosan hasznalt borju oltéenzimmel (rennin) szemben, a
gombaenzim megtermelheté mennyisége kevésbé korlatozott, valamint kazeinbont6 aktivitasa
hatékonyabb, specifikusabb (Alves és mtsi., 2005), igy jelenleg ez a piacvezetd mikrobialis
készitmény a rennin oltéenzim helyettesitésére (Leite Junior és mtsi.,, 2015 és 2016). A
Rhizomucor torzsek proteazait ezen kiviil mosészer adalékanyagként, illetve a bdriparban is
hasznositjak (Pandey és mtsi., 1999).

A Gilbertella nemzetség egyetlen fajt foglal magaba. A Gilbertella persicaria raktari
kartevdje lehet gytimolesoknek és zoldségeknek. Elsdsorban dszibarack romlasat okozhatja
(Papp ¢és mtsi., 2003). Gyakran izolalhat6 talajbol és tragyabol is. Jellegzetessége, hogy a
sporangium egyetlen hosszanti irdnyu hasadassal nyilik fel. A sima falu spérak csucsi részein
vékony fonalszeri fliggelékek vannak. A viszonylag kevéssé vizsgalt jaromsporas
nemzetségek/fajok koz¢é tartozik.

Az Umbelopsis nemzetség tagjait korabban a Mortierella génuszba soroltdk, de
valoszintileg kozelebb allnak a Mucorales rendbe tartozd fajokhoz. Az Umbelopsis és a
Micromucor nemzetséget egységesen az Umbelopsis nemzetség tagjaiként tartjak szamon. A
nemzetség a Mucorales rend egyik bazalis csoportjat képezi. Nagyon kevéssé jellemzett
csoport, legismertebb képviseloik az U. versiformis, U. ramanniana és az U. isabellina. A
nemzetség tagjaira a lassi ndvekedés, és a barsonyos felszini telepképzés jellemz6é (Wang és
mtsi.,, 2013). Biotechnoloégiai potencialjukat elsdsorban a tobbszordsen telitetlen zsirsavak

(PUFA: Polyunsaturated Fatty Acid) termelése adja (Grantina-levina és mtsi., 2014).

2.3 A Mortierellales rend altalanos jellemzése

A jaromsporas gombak kevésbé vizsgalt, ugyanakkor fajgazdag és szamos iparilag
hasznosithato taggal rendelkez6 rendje. Az els6ként izolalt Mortierella polycephala faj mellett
ma mar kortilbelil 100 faja ismert. Legjelentdsebb nemzetségei a Mortierella, Dissophora és
Gamsiella. A rendbe tartoz6 fajok elsGsorban talajban, bomlo szerves anyagon fordulnak eld.
Szamos faj képes valtozatos PUFA termelésére, valamint kiilonbozé szerves vegyiiletek

atalakitasara, igy biotechnologiai felhasznalasuk igéretes (Wagner és mitsi., 2013).



A Mortierella nemzetség tagjai foleg szaprotrofok, erdei talajok humuszképzodésében
toltenek be fontos szerepet (Gaspar €s mtsi., 1999). Eléfordul kozottiik azonban opportunista
patogén faj is; a Mo. wolfii fert6zés els6sorban szarvasmarhaknal és mas haszonallatoknal
okozhat vetélést, de leirtak mar mas, a gomba altal okozott szisztémds, neurologiai
elvaltozasokat is allatokban (Davies és mitsi., 2010). A Mortierella fajok morfologiai
jellegzetessége a zonalis (azaz vilagos- és sotétebb zondk valtakozasat mutatd) telepképzés,
illetve a szinte pokhald finomsaghi micéliumaik. Melegkedveld (Mo. wolfii), mezofil és
hidegkedvelo fajaik egyarant ismertek. A nemzetség legismertebb faja az iparban is alkalmazott
Mo. alpina. Kiemelked¢ lipid akkumulalo képessége miatt nagy biotechnologiai jelentoséggel
bir, els6ésorban hosszu szénlancu, tobbszorosen telitetlen zsirsavak (pl. arachidonsav)
eléallitasara hasznaljak (Ji és mtsi., 2014). Az utdbbi években a Mortierella nemzetség tagjai
kozott szamos igéretes lipid termeld torzset azonositottak; az altaluk 1étrehozott ugynevezett
’lipid testek’ (lipid bodies) kiilonbozo esszencialis zsirsavakat és triglicerideket tartalmaznak.
Ennek koszonhetden a nemzetség fajainak jelentosége és ipari felhaszndlasa fokozatosan nd
(Dyal és Narine, 2005). Emellett a nemzetség tagjai kiilonb6z6 szerves vegyiiletek
szempontbol is igéretes.

A Dissophora nemzetség tagjai erdei talajlaké szaprofita szervezetek, melyek optimalis
novekedésiikhoz 20 °C alatti homérsékletet igényelnek (Benny, 2009). A Gamsiella
multidivaricata fajt magaba foglaldé Gamsiella nemzetség szintén a kevésbé jellemzett

jaromsporas gombacsoportok kozé tartozik (Benny, 2007).

2.4. A lipaz enzim és az altala katalizalt reakciok jellemzése

2.4.1. Altalinos jellemzék

A lipazok (triacilglicerol-hidrolazok; EC 3.1.1.3) szerin-hidrolaz enzimek, melyek a
trigliceridek, a természetes zsirok és olajok legfébb OsszetevOinek hidrolizisét katalizaljak.
Miikodésiikhoz  kofaktorokat nem igényelnek. Az észter kotéseket hasitd hidrolitikus
aktivitasukat vizes kozegben mutatjak, azonban vizmentes, vagy alacsony viztartalmu
reakciokozegben szintetikus aktivitasra is képesek, mely soran az észter kotések kialakulésat,
vagy athelyezését katalizalhatjak (Divakar ¢s Manohar, 2007).

A lipdz enzimek a szintén észter kotéseket bontd észterdz enzimektdl abban

kiilonboznek, hogy a lipazok olaj-viz hatarfeliileten miikddnek, igy képesek a vizben nem
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oldodo zsirsav-észtereket is hasitani, ellentétben az észterazokkal, melyek csak a vizben 0ld6do
¢észterek hidrolizisét végzik (Lotti és Alberghina, 2007). A lipazok a karboxilészterazokon beliil
olyan 6nallé csoportot alkotd lipolitikus enzimek, melyek képesek a vizben nem oldodo
karboxilészterekrdl a hosszu szénlanct zsirsav molekulakat felszabaditani (Ali és mtsi., 2012).
A Nemzetkézi Biokémiai és Molekularis Biologiai Egyesiilet (International Union of
Biochemistry and Molecular Biology; http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/)
nomenklatiraja alapjan a lipazok az EC 3.1.1.3. besorolast kaptak, ahol az els6 szam (3-as) arra
utal, hogy a hidrolazok csoportjaba tartoznak, a masodik szam (1-es) mutatja, hogy az észter
kotést hasitjak. Az utolso két szam (1-es és 3-as) a szubsztrat jellegét konkretizalja: karbonsav
¢észtert, azon beliil trigliceridet hasitd enzim definialhato lipaz enzimként.

A lipazok az o/f hidrolazok csaladjaba tartoznak; k6zos tulajdonsaguk a parallel B-redd
motivumokbol és az azokat koriilvev a-hélixekbdl allo konzervalt régiok jelenléte. Ezen
szerkezet tobb hidrolitikus enzimben megtalalhato, igy példaul szamos proteazban,
karboxipeptidazban, vagy acetilkolin-észteraz enzimben (Jaeger és mtsi., 1999). A lipazok
tobbségének aktiv centrumdaban hasonldé aminosavak jelenléte figyelhetd meg, melyek az
ugynevezett katalitikus triddot alkotjak; ezek a szerin, aszparaginsav vagy glutaminsav €s a
hisztidin aminosavak. Az aktiv centrumban jelen 1év6 aminosavak a glicin-Xi-szerin-X>-glicin
konszenzus motivumot mutatjak, ahol az X ;= hisztidin és az X,= aszparagin vagy glutaminsav
(Gilham és Lehner, 2005; Aravindan és mtsi., 2007). A katalitikusan aktiv szerin aminosav egy
B-red0 és egy a-hélix altal kialakitott hajtli szerkezetben helyezkedik el a konzervalt
pentapeptid szekvencidban (Kapoor és Gupta, 2012). Az aktiv centrum az ugynevezett zseb
struktira belsejében talalhatd. A zseb felszinét elsGsorban hidroféb aminosavak alkotjak,
amelyek igy képesek kapcsolddni a hidrofob szubsztrathoz. A zseb és az aktiv centrum eltérd
méretének és alakjanak koszonhetOen a lipazok valtozatos szubsztratspecificitast mutatnak
(Pleiss és mtsi., 1998). Rontgen krisztallografiai vizsgalatokkal a human hasnyalmirigy lipaz
(Winkler és mtsi., 1990) mellett a R. miehei gombabol szarmazo lipaz (Brady és mtsi., 1990)
haromdimenzios szerkezetét hataroztak meg elsoként. Azota tobb enzim molekularis felépitése
is ismertté valt, igy tobbek kozott a Pseudomonas aeruginosa (Jaeger és mitsi., 1993),
Thermomyces lanuginosus (Brzozowski, 1993), Candida rugosa (Cygler és Schrag, 1999),
Bacillus subtilis (Pouderoyen és mtsi., 2001), RA. niveus, Rh. delemar és Rh. chinensis (Yu és
mtsi., 2016).

Az ¢él6lényekben a lipdz enzimek jelenléte esszencialis, fontos szerepet toltenek be a
lipid és lipoprotein metabolizmusban (Sharma és mtsi., 2001). A lipidek legfobb bioldgiai

funkcioja az energiaszolgaltatas. Az €16 szervezetek a zsirok és olajok bontasabol szarmazo
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energiat anyagcsere folyamataik energiafelhasznaldsanak fedezésére hasznaljak fel. Az allati
szervezetek ¢és a gombak tartalék tapanyagai foként a lipidek koziil kertilnek ki, ellentétben a
novények tobbnyire szénhidrat tipusu tartalék vegyiileteivel. Eukariotakban a lipaz enzimek
legtobbszor organellumba (pl. lizoszomaba) zarva talalhatoak, de eléfordul, hogy a sejten kiviili
térbe juttatjak ki az enzimet (Lotti és Alberghina, 2007). Human és allati szervezetekben az
emésztérendszerben termelddik, a taplalkozassal bekertilt trigliceridek lebontasat végzi (nyal,
gyomor ¢s hasnyalmirigy lipaz) (Casas-Godoy ¢és mitsi., 2012). Emellett egyes lipazok
termelodését a hormonrendszer szabalyozza (hormon-szenzitiv lipazok), melynek
koszonhetéen éhezés esetén fokozodik a zsirszovetben raktarozott zsirok lipaz enzimek altali
lebontasa (Greenberg és mtsi., 2001). Novényekben a lipazok elsésorban a magok csirazasaban,
valamint a gyiimdlcsok érésében toltenek be fontos szerepet, koszonhetden a magban vagy a
gylimolcsben 1évé lipidek enzimatikus lebontasanak, modositdsanak (Eastmond, 2006).
Alacsonyabb rendii eukaridtaknal és baktériumoknal a lipaz gyakran szekretalt, de sejtfalkotott
vagy intracellularis (sejten beliili) el6fordulas is lehetséges. A Thermus thermophilus baktérium
példaul sejtfalkotott, intra-, €s extracellularis lipazt is termel (Deive és mitsi., 2009). Az
extracellularis térbe juttatott enzim feladata a nagy méretii lipid szubsztrat lebontasa kisebb
molekulakka, ezzel a sejt szdmara felvehetd formaba alakitasa. Néhany opportunista patogén
faj esetében igazoltak, hogy virulencia faktorként szolgalhat (pl. Candida albicans, C.
parapsilosis, Staphylococcus sp.) (Trofa és mtsi., 2011; Saising és mtsi., 2012). A lipazok
nélkiilozhetetlenek a sejtfelépitésben és miikddésben jelentos lipidek, igy a membranalkotod
lipid vegyliletek eldallitaisaban is. A lipidszarmazékok részt vesznek a sejtek jelatviteli

folyamataiban is (Gilham ¢és Lehner, 2005). Az eukariota lipazok gyakran glikozilaltak, ami

crcr

c ey

2.4.2. A katalizalt reakciok jellemzése

Hidrolitikus aktivitas

A lipaz enzimek természetben betoltott fo funkcidja a zsir-, és olajalkotd triglicerid
molekuldk hidrolizise (1. abra). Mivel az észter kotések bontasa viz molekula belépése mellett
zajlik, a hidrolizis viz jelenlétét igényli. Teljes hidrolizis soran a reakci6 eredményeként szabad
zsirsavak ¢és glicerin szabadul fel, mig részleges bontds soran a szabad zsirsav(ak)

felszabadulasa mellett mono-, és digliceridek is keletkeznek (Aravindan és mitsi., 2007).
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1. abra. A trigliceridek lipaz enzim altali hidrolizise (Stehr és mtsi., 2003).

Az észter kotés hidrolizise soran acil-enzim komplex képzddik. A katalitikus reakci6 az
aktiv centrumban 1év6 szerin aminosav hidroxil csoportjanak nukleofil tamadasaval kezdddik
az észter kotés kialakitdsdban részt vevo szénatom karbonil csoportjan. Ezt kdvetden az acil-
enzimkomplex a viz nukleofil tdmadasaval sziinik meg, melynek eredményeként a zsirsav
molekula felszabadul és az enzim regeneralodik (Schmid és mitsi., 2001).

A trigliceridek észter kotéseinek teljes hidrolizise enzim katalizalasa nélkiill magas
hémérsekletet és nyomast igényelne. Az enzim lehetové teszi a reakcio lejatszodasat
alacsonyabb aktivalasi energia (E.) és mérsékelt reakciokoriilmények mellett is (Villeneuve és
mtsi.,, 2000). Enzim altal katalizalt reakcioban a termék(ek) gyorsabban keleteznek, igy a
reakcid (milliészor) gyorsabban eléri egyensulyi allapotat (Patel és mtsi., 2017).

Mivel a vizben o0ldodo lipazok szubsztratjai vizben oldhatatlan vegytiletek, a katalitikus
reakcid olaj-viz hatarfeliileten jatszodik le. A vizes fazis mellett kialakuld szerves fazist a
vizben nem o0ld6dé hidrofob szubsztrat alkotja (emulzi6é vagy micella formaban) (Nagarajan,
2012). A lipazok vizben oldott inaktiv allapotban vannak a hatarfeliilet (olajcsepp, szerves
olddszer) megjelenéséig. A folyamat az igynevezett hatarfeliileti aktivacid, mely sordn a lipaz
a hidrofob feliilethez kapcsolodik, ennek eredményeként az enzim konformacios valtozast
szenved. Az eredetileg egy vagy tobb flexibilis a-hélix alegységgel fedett aktiv centrum igy
szabadda valik. Az a-hélix loop szerepe, hogy az enzim aktiv centrumat zarva tartja, igy
megakadalyozza a szubsztrat kdtodését az enzim olaj-viz hatarfeliilethez valo kapcsolodasaig.
Az o-hélixek altal kialakitott ugynevezett *fedd’ struktira amfipatikus tulajdonsagi, azaz
polaris és apolaris jellegli részeket is tartalmaz, igy vizes és szerves olddszerben is

oldékonysagot mutat. Az enzim konformacios valtozasa lehetvé teszi az aktiv centrumot fedd
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alegység elmozdulasat, igy a szubsztratnak az enzim aktiv centrumahoz torténd kotodését

(Pandey és mtsi., 1999; Rehm és mtsi., 2010; Kapoor és Gupta, 2012).

Szintetikus aktivitas

Az enzim nemcsak az észter kotések hidrolizisét, hanem a hossza szénlancu zsirsavak
szintézisét is katalizalhatja (Jaeger és Reetz, 1998; Singh és Mukopadhyay, 2012). Vizmentes
vagy alacsony viztartalmu kornyezetben (szerves oldoszerben) a lipazok szintetikus aktivitasa
dominal (Lortie, 1997). A szintetikus aktivitds soran a viz helyett mas, nukleofil molekula (pl.
alkohol, amin) vesz részt a reakcidban. A lipaz képes az észter kotések kialakitasara,
athelyezésére, azaz a kiilonbdz0 észterezési €s atészterezési reakciok katalizalasara (2. abra).

Eszterez6 reakcié soran (2. a dbra) az enzim az észter kotés kialakulasat katalizalja
szabad zsirsav molekula és alkohol kozott, viz kilépése mellett. Ritkabb esetben az észter
kotések kialakitasaban tiol, vagy amin vegyiiletek is részt vehetnek. Atészterezés soran (2. b
abra), az észteren 1évo sav molekula kicserélddik egy masikra, esetleg molekulan beliili kdtés
atrendezdodés torténik. Az atészterezés végbemehet észter €s sav (acidolizis), észter és amid
(aminolizis), észter és alkohol (alkoholizis), valamint kettd észter molekula kozott
(interészterifikacio) (Casas-Godoy ¢és mtsi., 2012). Lipaz-katalizalt alkoholizis soran
alkoholbdl és zsirsavakbol alkil-észterek keletkeznek, mely igéretes folyamat tobbek kozott a
lipaz enzimek biodizel eldallitasban valo felhasznalhatdsaga szempontjabol (Andualema és
Gessesse, 2012).

Egyes lipazok nagyfoku stabilitdst mutathatnak szerves oldoszerekben. A jelen 1évo
hidrofob oldoszernek koszonhetden aktiv centrumuk folyamatosan nyitott konformacidban
marad, igy fokozott enzimaktivitas figyelhetd meg (Doukyu és Ogino, 2010). Ez a jelenség
valdszintileg a vizes kdzegben megfigyelt hatarfeliileti aktivaciohoz hasonlé (Kapoor és Gupta,

2012).
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2. abra. A lipazok altal katalizalt szintetikus reakciok (a: észterezd, b: atészterezd) (Casas-

Godoy ¢és mtsi., 2012).

A kiilonb6z6 lipdz enzimek szubsztratkoté helyei méretben, felépitésben és
hidrofobicitasban egyarant kiilonboznek. Ezek az eltérések hatarozzak meg az egyes enzimek
szubsztrat specificitasat. A szubsztrat specificitds fiigg az enzim molekularis jellemz6itdl, a
szubsztrat kémiai felépitésétol és a reakcio koriilményeitdl (Lotti és Alberghina, 2007). A
lipazok természetes szubsztratjai a glicerin-észterek (Sharma és Kanwar, 2014), aktivitasukat
igy altalaban a glicerin észterkotésein fejtik ki. A glicerin a természetben eléforduld legtébb
lipid molekularis gerince. Egyes lipazok azonban bizonyos szerkezetii zsirsavlancok hasitasat,
észterezését elényben részesitik mas szerkezetii lipidekkel szemben. Ez az ugynevezett

kemospecificitas, mely fligg a zsirsavlanc hosszatol (szénatom szam) és telitettségétol, valamint
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az esetlegesen jelen 1évo kettds kotések helyzetétol és szamatdl (Sharma és mtsi., 2001).
Egyazon faj altal termelt enzim izoformai is kiilonbozhetnek preferenciaban; a C. rugosa éltal
termelt lipaz izoformai kiilonbséget mutatnak szénlanchossz specificitasban. A Lip3 a rovid, a
Lipl a kozepes, mig a Lip2 izoenzim a hosszl szénldncu trigliceridek hidrolizisét részesitik
elényben (Lopez és mtsi., 2004).

A katalizalt reakcio specifikussagaban szintén meghatarozo tényezo, hogy a szubsztrat
mono-, di-, vagy triglicerid, illetve fontos az észter kotés helye is a szubsztrat molekulan. Ez
utobbi tulajdonsag hatdsa a reakcid specifikussadgara az tgynevezett regioszelektivitas. A
lipazok bizonyos pozicioban 1€v6 észter kotések hasitasat vagy 1étrehozasat elonyben részesitik
mas pozicioban 1évo kotésekkel szemben. A triglicerid molekuldn beliil a zsirsavak sn-1, sn-2
¢s sn-3 pozicidban fordulhatnak el6. Ez alapjan megkiilonboztethetiink sn-1,3- és sn-2-
specifikus, valamint nemspecifikus lipazokat (Yan és mtsi., 2016). A nem specifikus lipazok
bontasara (pl: C. rugosa, Pseudomonas fluorescens, P. cepacia lipazok) (Ranganathan és mtsi.,
2008). A reakcid koztitermékei a mono-, és diglicerid molekulak is gyorsan lebomlanak, nem
halmozodnak fel. Az 1,3-specifikus lipazok csupan a triglicerid 1-es és 3-as pozicidjaban 1évo
hidroxil csoporton képesek hatni, igy az ezekben a poziciokban 1évo zsirsavakat felszabaditani,
vagy észter kotést 1étrehozni. Ezen enzimek hidrolizisének kovetkeztében szabad zsirsavak
mellett 1,2 és 2,3 di-, és 2 monogliceridek is keletkeznek (3. abra). A mikrobialis lipazok
tobbsége az sn-1,3 poziciéra mutat szelektivitast (pl: Aspergillus niger, Rh. delemar, M.
Jjavanicus és Yarrowia lipolytica lipazok) (Contesini és mtsi., 2010).

A lipaz enzimek nem csak specifikus szerkezetl lipideket képesek felismerni, hanem
sztereoszelektiv/enantioszelektiv atalakulasokat is katalizalhatnak (Palomo és mtsi., 2007). A
lehetséges két enantiomer forma kémiai tulajdonsagaiban (olvadaspont, oldékonysag stb.) nem
kiilonbozik, azonban gyakran eltérd biologiai hatassal rendelkezik (Casas-Godoy és mitsi.,
2012). A lipaz enzimek enantioszelektivitasa azt jelenti, hogy a lipazok altal katalizalt reakcio
soran a lehetséges optikai izomerek (R €s S enantiomer) koziil csak az egyik termék keletkezik
(Sharma ¢és mtsi., 2001). Ennek kdszonhetden felhasznalhatéak mind enantiomerek szelektiv
elkiilonitésére racém keverékbdl, mind egyes kiralis vegyliletek specifikus szintézisére (Patel
¢s mtsi., 2017). Ezen tulajdonsaguk hasznosithatova teszi Oket kiillonbozé finom vegyiiletek

eléallitasaban torténd felhasznalasra (Rodrigues és Fernandez-Lafuente, 2010).
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3. abra. Az 1,3-specifikus lipazok altal katalizalt altalanos reakciok. TG: triglicerid, DG:
diglicerid, MG: monoglicerid (Kapoor ¢s Gupta, 2012).

2.4.3. Lipazok forrasa, azonositasa, ipari termeltetése

Lipaztermel6 organizmusok

Koszonhetden széleskorti eléfordulasuknak az €161ényekben, a lipdz enzimek valtozatos
forrasbol nyerhet6k ki. Szarmazhatnak novénybdl, allatbol vagy mikroorganizmusbdl egyarant
(Gilham ¢és Lehner, 2005). Novényekben a lipaz elsésorban a magok tapanyag raktarozo
szovetében fordul eld (Mukherjee, 1994). Azonban még viszonylag nagy mennyiségii
novénybdl is csak kevés lipdz nyerhetd ki, emiatt a ndvények nem a legmegfelelébb
enzimforrasok (Nagarajan, 2012). Allati eredeti lipazokat izolalhatnak emlésok tejébdl,
hasnyalmirigyébol, gyomrabol, kérddzok szajliregébdl. Ezek koziil a gyodgyszeriparban
jelenleg is nagy mennyiségben hasznaljak a sertés hasnyalmirigy lipazat (Hasan és mtsi., 2006).
Mas emlGs lipazok lehetséges terapias célpontként egyes metabolikus betegségek kezelésében,
vagy gyogyszerek kozvetlen fejlesztésében jelentdsek (Miiller és Petry, 2004). A kinyerhetd
lipaz mennyisége azonban allatok esetében is korlatozott, modositdsuk ¢€s tisztitasuk is
nehézkes. Gyakran el6fordul, hogy allati virussal és hormonnal szennyezettek, igy
¢lelmiszeripari felhasznalasuk korlatozott (Sharma és Kanwar, 2014).

Napjainkban a kereskedelmi forgalomban kaphatd lipazok tulnyomo tobbsége
mikrobidlis eredetii. Az iparban alkalmazott enzimek 88%-a mikrobialis, 8%-a allati és 4%-a

novényi forrasbol szarmazik (Martinez-Martinez €s mtsi., 2017). Az utobbi évtizedekben a
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mikrobidlis eredeti lipazok ipari felhasznéldsa iranti igény tovabb nétt. Ennek okai az egyre
csokkend eloallitasi ar, a genetikai modosithatosag, és a nagy mennyiségben, olcso szubsztraton
torténo termeltethetdség (Jaeger és Reetz, 1998; Joseph és mtsi., 2007; Andualema és Gessesse,
2012). Emellett a novényi vagy allati forrasbol szarmazé enzimekkel szemben a mikrobialis
eredetli enzimek sokkal nagyobb stabilitast mutatnak (Singh és Mukhopadhyay, 2012; Madeira
¢s mtsi.,, 2017). Kiilonb6zo fajokkal eltérd szubsztratspecificitasu, homérsékleti és pH
optimumut enzimeket termeltethetiink (Hasan és mtsi., 2006). A kiilonb6z6 ¢él6helyekrol
szarmazo, nagyfokl biokémiai valtozatossagot mutatd enzimek lehetséges forrasai a
biotechnologiai folyamatoknak (Lotti €s Alberghina, 2007).

A gomba lipazok nagyfoku stabilitasa, szelektivitasa €s széles szubsztratspecificitasa
miatt az ipar ezen enzimek iranyaba fokozott érdeklédést mutat (Yu és mtsi., 2016). Ezeknek a
tulajdonsagoknak kdszonhetd, hogy a gomba lipazok a legfontosabb kereskedelmi forgalomban
1év6 enzimek kozé tartoznak (Koblitz és Pastore, 2006). Mivel a fonalas gombék altal termelt
lipazok fOleg extracelluldrisak, kinyerésiik és tovabbi feldolgozasuk konnyebb, igy azok
enzimforrasként torténé hasznositasa preferalt az ipar részérdl (Ulker és Karaoglu, 2012; Patel

és mtsi., 2017).

Lipazok azonositasa, aktivitasuk meghatarozasa

Mikrobialis lipaz enzimek azonositasara szamos technika all rendelkezésre (Hasan és
mtsi.,, 2009). Legkonnyebben magas zsir-, és/vagy olajtartalmt élohelyekrél izolalhatunk
lipaztermeld fajokat (pl. sajtok felszinérdl, szennyviziszapbol, olajpréseld iizemek
melléktermékeirdl, komposztbol) (Andualema és Gessesse, 2012). Alacsony hémérsékleten is
aktiv lipazokat tartosan hideg élohelyekrdl, eldsorban sarkvidéki kornyezetbdl (talaj, jég),
mélytengerekbdl, fagyasztott élelmiszerek felilletérdl szarmazd mikrobakbol lehetséges
izolalni (pl. C. antarctica, A. nidulans) (Joseph és mtsi., 2007).

A lipaztermeld képesség vizsgalatdnak egyik fO meghatarozoja, hogy ezen fajok
képesek az olaj/zsir szubsztratok egyediili szénforrasként torténd hasznositdsara. Nagyszamu
izolatum lipaztermelésének egyidejli tesztelésére gyors és egyszerii modszer a Tween 80 vagy
tributirin szubsztrat tartalma agar lemezeken torténd tenyésztés. A szubsztrat lipaz altali
lipolizisének hatasara a telepek koriil keletkez6 feltisztulasi zonak jelenlétébdl és méretébol
kovetkeztethetiink a lipaztermelés mértékére. A mddszer hatranya, hogy ezen szubsztratokat
nem kizarélag a lipaz enzimek, hanem az észterazok is képesek hidrolizalni, emiatt valodi

lipazok azonositasara tovabbi célzott aktivitds-meghatarozd, megerdsitd mérések elvégzése
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sziikséges (Gupta és mtsi., 2003). Szintén gyakran alkalmazott kvalitativ modszer az olivaolaj
tartalmu taptalaj és Rhodamine B fluoreszcens festék hasznalata lipolitikus fajok azonositasara.
A Rhodamine festék fluorszcens komplexet képez a szabad zsirsavakkal, igy UV fény hatasara
a lipaztermel0 torzsek telepei koriil fluoreszcens zona figyelheté meg (Hasan és mtsi., 2009).

Szamos modszer létezik a lipazaktivitas kvantitativ meghatirozasara, melyek a
szubsztrat fogyasat, vagy a termék felszabadulasat monitorozzak. Gyakran hasznalt mérési
modszer a titrimetria, leggyakrabban trioleat, vagy olivaolaj hidrolizise soran felszabaduld
zsirsavak meghatarozasara (Yu és mtsi., 2016). A modszer megbizhato, pontos, de rendkiviil
id6igényes eljaras. A leggyakrabban alkalmazott hidrolitikus aktivitds meghatarozé modszerek
koz¢ tartozik a kromogén szubsztratokkal torténd kolorimetrias aktivitds meghatarozas (pl. p-
nitrofenil-észterek vagy naftil-észterek alkalmazasaval). A p-nitrofenil-észterek (pNF-észterek)
esetében a lipazaktivitasnak koszonhetden p-nitrofenol, mig naftil-észterek esetében naftol
szabadul fel, melyek szines termékek. Eldnyei, hogy a keletkezé szines termék kdnnyen
detektalhato fotométerrel (410 és 560 nm hullamhosszon). A modszer gyors €s viszonylag
olcsod, valamint valtozatos szénlanc-hosszisagi szubsztratok allnak rendelkezésiinkre a
kereskedelmi forgalomban (Gupta és mtsi., 2003). A fluoreszcencian alapuld mérések 1ényege,
hogy az enzimatikus reakcid soran a keletkezd termék floureszcens jelet bocsajt ki, mely UV
fényben mérhetd, pl. pirén tartalmua triglicerid analégok, metilumbelliferil szubsztratok
segitségével (Gilham és Lehner, 2005). A kiilonb6z6 kromatografias eljarasokkal torténd
aktivitds meghatarozas iddigényes ¢€s koltséges modszer (draga miiszerek €s sztenderdek
sziikségesek); ilyenek a HPLC (high performance liquid chromatography) és GC (gas
chromatography) analitikai mérési modszerek (Fu és mitsi., 2014). A szintetikus aktivitas
meghatarozasara ugyanakkor e technikak alkalmazasa terjedt el leginkabb (Teng és Xu, 2007;
Yu és mtsi., 2016).

Az utdbbi néhany évben ujfajta megkozelités valt népszeriivé enzimek azonositasara. A
metagenom analizis soran egész mikrobialis kozosség térképezheto fel ismert enzimeket kodolo
génszekvenciak hasonlosagi keresésével. A kdrnyezeti mintabol 1étrehozott génkonyvtar £6
elénye, hogy a laboratériumban nem, vagy nehezen tenyészthetd fajokbdl is azonosithatok 1)

enzimek (Simon és Daniel, 2011; Sahoo és mtsi., 2016).

Tenyésztési és termelési korulmények

A lipaz enzimek jellegzetes metabolikus folyamat részei, igy génjeik kifejezodése

erésen szabalyozott. Habar a legtobb bakteridlis lipaz konstitutivan termelddik (Sharma és
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mtsi., 2011), gombak esetében gyakran induktor jelenléte sziikséges (Falony és mtsi., 2006).
Jelentds lipaz expresszidhoz lipid induktor jelenléte mellett megfeleld fiziologiai paraméterek
(pH, hémérséklet és oxigénszint) is sziikségesek (Gupta és mtsi., 2004). Ezen kiviil a szén- és
nitrogénforras tipusa és koncentracidja, valamint a tapkdzegben jelen 1évé asvanyi sok,
fémionok is hatassal vannak az enzimtermelésre (Sharma és mtsi., 2001).

A mikrobialis lipazok ipari termeltetésére elsGsorban a siillyesztett, folyadék tenyészet
(SmF: Submerged Fermentation) alkalmazasa az elterjedt, azonban a szilard tapkozegen térténd
eléallitas is eléfordul (Aravindan €s mtsi., 2007). A folyadék fazisu fermentacio fobb elonyei:
i) szabad viz jelenléte a tenyésztOkozegben, ii) konnyl kezelhetdség nagy mennyiségben
torténd termelés esetében is, iii) valamint a tenyésztési koriilmények (hémérséklet, pH, oxigén
szint) egyszertibb kontrollalasa (Patel és mtsi., 2017). Azonban a szilard fazisu fermentécio
(SSF: Solid State Fermentation) alkalmazasa is szamos elénnyel rendelkezik: egyszeriibb és
olcsobb tenyésztokdzeg, nagyobb mennyiségli, koncentraltabb termék képzddése jellemzi,
valamint a szilard szubsztrat nemcsak tdpanyagot szolgaltat, hanem vazként is funkcional a
sejtek novekedéséhez (Pandey és mtsi.,, 1999; Rajan és Nair, 2011). Ez utdbbi tényezo
els6sorban a fonalas gombak novekedésének kedvez. Emellett a mezégazdasagi maradvanyok
szubsztratként torténd hasznositasa kornyezetbarat eljaras, ugyanis ezen névényi maradvanyok
a mezbgazdasagi tevékenységek soran minden évben nagy mennyiségben keletkeznek,
megujulok, igy ujrafelhasznalasuk csokkenti felhalmozodasukat (Ray és Behera, 2017; Madeira
¢s mtsi., 2017). A szilard szubsztrat megvalasztasanal fontos szempont a szemcseméret. A til
kicsi partikulum méret a szubsztrat Osszetapadasat okozhatja, ezaltal a levegd aramlasa
akadalyozott, mig a tal nagyméretii szemcsék limitalt novekedési feliiletet eredményeznek.
Emellett az SSF esetében kritikus a megfeleld vizaktivitas (aw) beallitasa és kontrollalasa,
ugyanis annak szintje befolyasolhatja a mikrobialis aktivitast (Patel és mtsi., 2017).

A lipazok ipari folyamatokban biokatalizatorként torténé alakalmazasat 6vezo novekvod
érdeklddés ellenére felhasznalasukat gyakran a magas termelési koltségek korlatozzak. Ennek
érdekében sziikséges a megfeleld tenyésztési koriilmények, szubsztratok enzimtermelésre
gyakorolt hatdsanak vizsgdlata, mely lehetdvé teszi az enzim eldallitasi koltségeinek

mérséklését (Salihu és mtsi., 2012).

2.4.4. A lipazok jelenlegi és lehetséges felhasznalasa

A lipazokat az altaluk katalizalt reakciok valtozatossaganak (hidrolizis, észterezés,

alkoholizis stb.) és specificitasanak (szubsztrat-, regio-, és enantioszelektivitas; lasd 2.4.2.
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fejezet) koszonhetéen szamos ipari folyamatban alkalmazzak (Kapoor és Gupta, 2012). A
lipazok hasznalata lehetdséget teremt a kivant zsirsav megfeleld pozicioba helyezésére,
valamint szelektiv eltavolitdsara a glicerin molekulan, igy bizonyos tipusu lipidek célzott
eléallitasara (Speranza és Macedo, 2012). A lipazok ipari jelentoségében szintén fontos
szerepet jatszik a szerves olddszerben torténd stabilitds, illetve az enzim egyszerli és nagy
mennyiségben torténd eldallithatosaga. Mindezen tulajdonsdgoknak koszonhetden a protedz és
a szénhidrat bont6 enzimek utan a lipaz a harmadik legjelentdsebb ipari enzim (Ray, 2012; Yu
és mtsi., 2016). Az ipari enzimek (75%-a hidrolitikus enzim) vilagpiacat 2004-ben 2, mig 2009-
ben 2,5 milliard dollarra becsiilték, mely fokozatos ndvekedést mutat, igy egyes tanulmanyok
szerint 2017-re a 6,9 milliard dollart is elérheti (Meilleur és mtsi., 2009; Sharma és mtsi., 2011;
Sanchez és Demain, 2017). Ezen beliil a lipdz enzimek ipari felhasznalasra eldallitott
mennyisége a kovetkezd években varhatdéan eléri a leggyakrabban alkalmazott proteaz
enzimekét (Li és mtsi., 2012). Biotechnoldgiai felhasznalasuk mellett a lipazok kutatdsaval
kapcsolatban megjelend publikaciok szama is fokozatosan novekszik (Singh és
Mukhopadhyay, 2012), mely mutatja e teriiletben rejl6 széles kutatasi potencialt.

A lipazok ipari folyamatok biokatalizatoraként torténd felhasznalasanak fobb elényei az
altaluk igényelt enyhe reakciokdriilmények, a specifikus termékképzddés minimalis
melléktermék képzddése mellett, melynek kdszonhetéen tovabbi termékkinyerési és fejlesztési
1épések kevésbé sziikségesek (Houde és mtsi., 2004). A szerves szintézisek katalizalasaban
foként az enyhe reakciokoriillmények, valamint a hagyomanyos kémiai modszerekkel nehezen
végbemend atalakulasok véghezvitele teszi igéretes biokatalizatorra a lipazokat (Gotor-
Fernandez és Gotor, 2007). A folyamatok az enzim-katalizalt reakciokkal gazdasagossa és
kornyezetbaratta tehetok. Ennek kdszonhetden a lipdz enzimek a leggyakrabban hasznalt
biokatalizatorok a szerves szintetikus folyamatokban (Brahmachari, 2017).

A kémiai modszerekhez viszonyitva ezen reakciok f6 hatranyai az alacsony hatasfoka
atalakitas, valamint az enzim visszanyerésének nehézkessége (Aravindan és mtsi., 2007).
Utobbi az enzimek immobilizalasaval, hordoz6 molekuldhoz torténd rogzitésével
kikiiszobolhetd (Ribeiro és mtsi., 2011). A lipazok fobb felhasznalasi teriiletei a detergens-,

¢lelmiszer-, gyogyszer-, kozmetikai-, és a papiripar.

Detergensek eldallitasa

A lipazok hidrolitikus aktivitdsanak legnagyobb felhasznalasi teriilete a moso- és
tisztitoszerek gyartasa. A jelenleg forgalomban [évé mosdporok/mosogélek tobbsége

mikrobidlis eredetli protedz, lipaz, amilaz és cellulaz enzimeket tartalmaz (Andualema és
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Gessesse, 2012). A lipazok a ruhaszovetben 1év0 olajos, zsiros foltok -eltavolitasat,
vizoldékonyabb formaba torténd atalakitdsat végzik. Az enzimekkel a mosas alacsonyabb
homérsékleten végezhetd, valamint egyéb mas, a kornyezetre karos vegyi anyag hozzaadasa
nélkil is elérhetd a kivant tisztitd hatas (Singh és Mukhopadhyay, 2012). Emellett bioldgiailag
lebonthatd, a vizi életre nem karos, igy az enzimek mosodszerekben torténd alkalmazasa
kornyezetbarat eljaras. Széleskort felhasznalasuk bizonyitéka, hogy évente kb. 1000 tonna
lipazt hasznalnak fel a kiilonb6z6 mososzerek alldallitasa soran (Sanchez és Demain, 2017). A
mosodszerekbe adagolt lipazoknak széles szubsztrat specificitassal kell rendelkezniiik, a mosasi
koriilmények (pH 10 — 11 és 30 — 90 °C) szélsOségessége ellenére aktivnak és stabilnak kell
maradniuk, valamint a proteazok altali lebontassal szemben is ellenallonak kell lenniiik (Jacger
¢és Reetz, 1998). Az els6 kereskedelmi forgalomban kaphat6 rekombinéns lipdz a Novo Nordisk
altal kifejlesztett 'Lipolase’ 1994-ben jelent meg. A termofil Thermomyces lanuginosus lipazt
Aspergillus oryzae-vel termeltették, mivel tul alacsony mennyiségben szintetizaloédott a
gazdaszervezetben (Aravindan és mtsi.,, 2007). Detergensekben felhasznalt lipazokat
Pseudomonas, Candida, Chromobacterium és Aspergillus fajokbol nyernek ki. A lipazokat
emellett lefolyotisztitokban €s kontaktlencse folyadékokban is alkalmazzak a lipid lerakodasok

eltavolitasara (Hasan és mtsi., 2006).

Elelmiszeripar

A lipaz enzimek a modern élelmiszeripar szerves részét képezik. Jelentds szerepet
jatszanak a sajtok iz-, és illatanyagainak eldallitasaban. Az iz kialakulasa a sajtban az erjesztést
végz6 mikrobak altali proteolizisnek és lipolizisnek koOszonhetd, mely kialakitja a sajt
karakterisztikus izét (pl. metil-ketonok, mint iz molekuldk kialakitdsa kék sajtokban)
(Aravindan és mtsi., 2007). A tejben talalhatd zsirok hidrolizisének koszonhetéen szabad
zsirsavak szabadulnak fel, melyek hozzédjarulnak a sajt aromajahoz, illetve egyéb iz és
illatvegyiiletek eldéanyagaiként is szolgalnak. Lipaz és egyéb enzimek hozzaadasa fokozza az
¢érési folyamatokat (Houde és mtsi.,, 2004). A Novozymes altal eldallitott Palatase M
enzimkészitmény tobbféle enzimet (lipaz, protedz) tartalmaz, alkalmazasa a sajt gyors érését
eredményezi (Kheadr és mtsi., 2003). Egyéb tejtermékek (pl. vaj, vajkrémek) eldallitasa mellett
margarinokban, huskészitményekben és a kolbasz érése soran is nagy jelentdséggel birnak a
lipazok (Pandey és mtsi., 1999). Az eltérd szubsztrat specificitasu lipazok eltérd hosszasagi
zsirsavakat szabaditanak fel, igy alkalmazasukkal mdas-mas izhatds érhetd el. Specifikus

reakciot katalizalo lipazzal kontrollalhatok az észterezési, atészterezési reakciok, igy a szabad
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zsirsavak mennyisége is, mely jelent6sen befolyasolja a termék izét (Sharma és mitsi., 2011;
Fernandes és Carvalho, 2017).

A lipazok kereskedelmi forgalomban 1év0 iz és aroma észterek, elsOsorban rovid
lanchosszisagn észterek, mesterséges eldallitasaban is fontos szerepet jatszanak (Aravindan és
mtsi., 2007; Lortie, 1997). Ilyen a citronellil-acetat/butirat/valerat (Melo és mitsi., 2005) és az
etil-hexanoat/laurat  gytimoélesds  illatészterek (Talon ¢és mtsi., 1996), valamint
izoamil/metil/etil/geranil-propionat/butirat/kaproat izészterek eldallitaisa (Abbas és Comeau,
2003).

A lipazok emulgeal6 szerként is hasznalatosak. Az enzimek lehetové teszik a pékaruk
(pl. kenyér és tésztak) hosszabb eltarthatosagat, szabalyozzak a nem enzimatikus barnulasukat,
novelik térfogatukat, valamint javitjdk szerkezetiiket. Siitéipari termékek mindségének
javitasara elsOsorban A. niger, Rh. oryzae és C. cylindracea fajok lipaz enzimeit alkalmazzak
(Hasan és mtsi., 2006).

Lehetdség van az olcso, kevésbé kivanatos lipidek valamilyen értékesebb termékké
torténd modositasara is (Ray, 2012). A kakaovajban talalhato triglicerid molekuldk elsdsorban
sztearinsavat tartalmaznak, mely a szaj hoémérsékletén, igy 37 °C-on olvad. Az olcsobb
palmaolaj ezzel szemben foként palmitinsavat tartalmaz, 23 °C-on folyékony halmazallapotu,
igy egy kevésbé értékes novényi olaj. A palmaolaj R. miehei immobilizalt lipaz altal katalizalt
atészterezése eredményeként kakaovaj helyettesitd termék allithato el6 (Bloomer és mitsi.,
1990; Singh ¢és Mukhopadhyay, 2012). A ndvényi olajokat modosithatjuk olyan zsirokka,
amelyek az anyatejben el6forduld zsirokhoz hasonloak, igy azok csecsemd tapszerekben is
alkalmazhatok (Teceldo és mtsi., 2010).

Az egészséges termékek irant megnovekedett igény sziikségessé teszi az élelmiszeripar
ilyen iranyu fejlesztéseit. Az élelmiszerek triglicerid 0sszetételének célzott megvaltoztatasaval
csokkentheté annak kaloriatartalma. ElsOsorban a kdzepes (C6 — C12) szénlanchosszasagu
zsirsavakat tartalmaz¢ trigliceridek raktdrozodnak kevésbé a zsirszovetben (Speranza és
Macedo, 2012). Emellett lipaz altal katalizalt észterezéssel, vagy hidrolizissel digliceridek is
eléallithatok. A magas diglicerid tartalmu olajok és egyéb élelmiszerek fogyasztasa csokkenti
a zsirszovet felhalmozddasat (Duan és mtsi., 2010). A kereskedelmi forgalomban kaphato, 80%
digliceridet tartalmazo6 Econa elnevezést olajat (Kao Corp., Tokid) enzimatikus folyamatokkal
allitjak eld. Az olajat alkot6 digliceridek a trigliceridekkel szemben nem alakulnak &t
raktarozott zsirra a testben. Japanban az Econa olaj és az abbol szarmazo termékek éves eladasa

2002-ben meghaladta a 150 milli6 dollart (Houde és mtsi., 2004).
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A lipaz biokatalizatorként torténd alkalmazasaval megnovelhetjiik a zsirok, olajok
tobbszorosen telitetlen zsirsav (PUFA, pl. Q-3 zsirsav: eikozapentaénsav (EPA),
dokozahexaénsav (DHA), a-linolénsav (ALA)) tartalmat (Fajardo és mtsi., 2003), igy alkalmas
a napraforgd- vagy a palmaolaj mindségének javitasara. Ezen kiviil fenol vegyiiletek
(flavonoidok, fenolsavak, tanninok) észterezésével antioxidans vegyiiletek dusithatok fel,
melyek fokozzdk a PUFA gazdag olajok oxidativ stabilitasat, valamint egészségiigyi hatasai
szintén jotékonyak (Speranza és Macedo, 2012). A természetes antioxidans vegyiiletek
acilezése fokozza azok oxidativ-, és hostabilitasat, mely lipaz altal katalizalt reakcioban a
klasszikus kémiai atalakitassal szemben joval gazdasagosabb, kornyezetbaratabb és
specifikusabb eljaras (Torres és mtsi.,, 2012). Lipaz enzimekkel a tapanyagtartalom
szempontjabdl fontos strukturalt trigliceridek hozhatdk 1étre, ami egészségesebb élelmiszerek

eloallitasat teszik lehetové (Jaeger és Reetz, 1998).

Gyogyszeripar és gydgyaszat

A lipazok enantiospecifikus tulajdonsagainak koszonhetden specidlis szerves
szintézisek katalizalasara is alkalmazhatok, igy kiradlis vegyiiletek szelektiv eldallitasara,
valamint kiilonbdz6 enantiomerek racém elegybdl torténd szelektiv felszabaditasara (pl.
prosztaglandinok, cefalosporinok, nem szteroid gyulladasgatlok, penicillinek) (Casas-Godoy és
mtsi., 2012). A nem-szteroid gyulladasgatlok kozé tartozo vegyiiletek (pl. flurbiprofén,
ketoprofén, naproxén, ibuprofén) esetében gyakran csak az egyik (S és R forma) enantiomer
fejti ki a kivant biologiai hatast (Sharma és mtsi., 2011). A flurbiprofén (2-fluoro-a-metil-(1,1'-
bifenil)-4-ecetsav) esetében a gyulladasgatld (ciklooxigendz enzim gatld) hatdssal csak az S
forma rendelkezik, ezzel szemben az R forma emésztérendszeri problémakat okozhat. Emiatt
kiemelkedéen fontos az optikailag aktiv forma szelektiv felszabaditasa, mely lipaz altal
katalizalt észterezd reakcidoval megvaldsithatd (Bae és mtsi., 2006; Arroyo és mitsi., 2017).
Emellett szamos tovabbi gyogyszerkészitmény, igy emésztést segité (Mohamed és mtsi., 2011)
¢s magas koleszterinszint csokkentd szerek eléallitdsanal alkalmazzak a lipaz enzimet (Gill és
Valivety, 1997). A C. rugosa altal termelt lipdz enzim szerepet jatszhat a lovasztatin
szintézisében, mely a vér koleszterinszintjét csokkentd vegyiilet (Hasan és mitsi., 2006).
Tovabba egyes nagy biologiai aktivitasu vegyliletek, neuroszteroidok, hormonok és
gliikokortikoidok hatékonyan szintetizalhatok lipaz altal katalizalt acilezés €s alkoholizis soran.

Lipaz altal katalizalt reakciokban néhany olyan szteroid és nukleozid vegyiilet is termeltethetd,
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melyek a hagyomanyos szintetikus eljarasokkal nem, vagy csak nehezen eléallithatok
(Nagarajan, 2012).

A lipazok jelentosek a diagnosztika teriiletén is, ugyanis jelenlétiik vagy hidnyuk
bizonyos fertdézésre vagy betegségre utalhat (Casas-Godoy és mitsi., 2012). A Mycobacterium
tuberculosis baktérium példaul a nyugalmi fazisbol valo kilépés soran lipaz enzimet szekretal,
mely biomarkerként szolgalhat aktiv tuberkulozis fert6zés kimutatasara a lappangd fazist
kovetden (Brust és mitsi., 2011). Az akut hasnyalmirigy-gyulladas kimutatasaban jelentos
szerepe van a vérben 1év6 amilaz és lipaz enzimszint vizsgalatanak. Ezen kiviil a vér triglicerid
szintje kolorimetrias modszerrel meghatarozhatd, a glicerin lipaz altali felszabaditasaval

(Hasan ¢s mtsi., 20006).

Kozmetikai ipar

A lipazok altal eléallitott mono-, és diglicerideket a kozmetikai iparban feliiletaktiv
anyagokként hasznositjak (Sharma és mitsi., 2011). Emellett borpuhité készitmények
(testapolok, naptejek, fiirdGolajok) eldallitasa soran izopropil-palmitat, izopropil-mirisztat és 2-
etilhexil-palmitat vegyiiletek szintézisét végezhetik lipazokkal (Andualema és Gessesse, 2012).
Bizonyos hajgondoritd készitmények lipaz tartalma hozzdjarul a hatéanyag konnyebb

bejutasahoz a hajba (Singh és Mukhopadhyay, 2012).

Cellul6z- és papiripar

A lipaz enzimek papirgyartasban torténd hasznalata a 90-es években kezd6dott (Sharma
ésmtsi., 2011). Az enzimkezeléssel a faanyag hidrofob komponenseinek (trigliceridek és viasz)
eltavolitasa oldhaté meg (Bajpai, 1999). Emellett a lipazok jelenléte ndveli a papir fehérségét,
valamint csokkenti a gyartas soran keletkezd szennyviz szennyezettségének mértékét (Casas-
Godoy és mitsi., 2012). A papiriparban az Aspergillus fajok lipazai mellett C. rugosa és C.
cylindracea eredeti lipaz enzimeket hasznalnak (Singh és Mukhopadhyay, 2012).

Kornyezetvédelem

Szamos ipari folyamat soran keletkezhet magas zsir €s olajtartalmi szennyviz és
szennyviziszap. Kezelésiikben a celluldzok, proteazok ¢és pektinazok mellett a lipaz enzimeknek
is fontos szerepe van (Cammarota és Freire, 2006). Tovabba egy¢b lipid tartalmu hulladékok,

------

(Sharma és mtsi., 2011; Karigar és Rao, 2011).
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Biodizel eldallitas

A biodizel megujuld energiaforrasbol szarmazo tizemanyag, iparban a novényi olajok
(repce-, napraforg6-, palma-, vagy szojaolaj), illetve allati zsirok atészterezésével allitjak eld
(Jaeger és Eggert, 2002) katalizator (pl. H2SO4 vagy NaOH) jelenlétében (4. abra). A reakcid
termékei az alkil-észterek, melyek lehetnek zsirsav-metil-, vagy etilészterek attol fliggéen, hogy

az alkoholizis metanol vagy etanol jelenlétében torténik (da Silva és mtsi., 2017).

CH,-OCOR' R'COO-R’ CH,-OH

:CH-0C0R3 +3R’OH patalldtor Rfcg)o-R‘ + C:H-OH

CH,-OCOR? R'COO-R’ CH,-OH
Triglicerid Alkohol Alkil-észter mix Glicerin

4. abra. A trigliceridek atészterezése (Bajaj és mtsi., 2010).

A metanol és etanol viszonylag olcsé alkoholok, azonban a reakci®6 magas
hémérsékletet igényel (60 — 70 °C), illetve szamos melléktermék és szennyviz is keletkezik,
igy az eljaras nem gazdasagos, valamint kdrnyezetbaratnak sem tekinthetd. A figyelem emiatt
a mikrobidlis forrasbol szarmazoé lipazokkal torténd biodizel eldallitas felé forditodik. Lipaz
enzimekkel torténd atészterezés alacsonyabb hdmérsékletet igényel, és a reakcid soran
kevesebb melléktermék keletkezik (Salis és mtsi., 2007; Yan és mtsi., 2016; Madeira és mtsi.,
2017). Az enzimek immobilizalasaval fokozhatdé azok stabilitdsa, valamint t6bbszori
felhasznalasuk is lehetséges, igy a folyamat gazdasagossa tehetd (Tan és mtsi., 2010). Ehhez
szerves oldoszerekben is aktiv lipaz enzimekre van sziikség (Nagarajan, 2012). Biodizel
eloallitasra jelenleg egyes kereskedelmi forgalomban 1évé immobilizalt lipaz enzimeket
hasznalnak; Novozym 435 (C. antarctica lipaz B), Lipozyme RM IM (R. miehei lipaz) és
Lipozyme TL IM (T. lanuginosus lipaz) enzimpreparatumokat (da Silva és mtsi., 2017). Biodizel
eléallitashoz alternativ alapanyagul szolgalhatnak a hasznalt f6z6olajok, nyers vagy nem ehetd
novényi olajok, valamint a névényi olajok feldolgozasa soran keletkezé magas, szabad zsirsav
tartalmii melléktermékek egyarant. Ezen nyersanyagok hasznalatdval tovabb novelhetd a
biodizel versenyképessége a hagyomanyos, kdolaj alapt tizemanyagokkal szemben.

2014-ben, az amerikai Blue Sun Energy Company nevi cég létrehozta enzimkatalizis

alapu biodizel lizemét, melynek termelési kapacitasa 135.500 m? biodizel évente. Az enzim-
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alapt technologiat a Novozymes fejlesztette ki (http://energy.agwired.com/2014/01/20/blue-

sun-opens-most-advanced-biodiesel-plant/).

Tovabbi felhasznalas

A lipazok kiilonboz6 kendanyagok, biologiailag lebonthatd biopolimerek (polifenolok,
poliszacharidok és poliészterek) szerves olddszer tartalmu koézegben torténd szintézisét is
katalizalhatjak (Jaeger és Eggert, 2002; Singh és Mukhopadhyay, 2012). Lipazokkal lipid
bioszenzorok eldallitasa is lehetséges, a triglicerid és koleszterin mennyiségi meghatarozasara
a klinikai diagnoézisban, valamint az élelmiszeriparban (Setzu és mtsi., 2007; Ray, 2012). A
textiliparban a lipaz altali enzimatikus mosas a ruhaanyag rostjainak textarajat javitja (Hasan
¢s mtsi., 2006). Az allati borok feldolgozasa soran a bor zsirtalanitasa kritikus 1épés, melyet
jelenleg elsésorban oldoszerek hasznalataval végeznek, azonban lipdzok alkalmazasaval a
folyamat kornyezetbaratta tehetd (Saran és mitsi., 2013). Ezen kiviil noévényvédd szerek
gyartasaban is szerepet jatszhat a lipaz enzim: C. cylindracea lipazzal 2-bromopropionsav €s

2-kloropropionsav herbicid eléanyagok allithatok eld (Sharma és mtsi., 2011).
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3. CELKITUZESEK

A jaromsporas gombak jo extracelluldris enzimtermeldként ismertek, szdmos faj
biotechnologiai alkalmazéaséra talalunk példat. Azonban csak néhany, a csoportba tartozo faj
altal termelt lipazt izolaltak eddig, illetve hasznalnak fel egyes ipari folyamatokban. Az
enzimek termelésére, hidrolitikus és szintetikus aktivitdsara, valamint biokémiai jellemzdire
vonatkoz6 ismeretek is viszonylag korlatozottak. Ugyanakkor a biotechnologiai és ipari
fejlesztések 1j, hidrolitikus és/vagy szintetikus reakciok katalizaldsa szempontjabol elonyds
tulajdonsagokkal rendelkezd lipazok azonositasat és jellemzését teszik sziikségessé. A
mezdgazdasagi- és ¢lelmiszeripari folyamatok sordn nagy mennyiségben keletkezo
melléktermékek (ndvénymaradvanyok, olajos mag préselvények) szubsztratként vald
alkalmazasa kornyezetbarat és olcsd biotechnologiai eljaras ipari jelentdségi lipdz enzimek
termeltetésére.

Doktori kutatomunkam célja az alapkutatdsokban €s potenciondlisan biotechnologiai
fejlesztésekben felhasznalhato lipaztermeld jaromsporas gombak és extracellularis lipaz
enzimek azonositdsa volt. Emellett célunk volt a lipazaktivitast mutatd izolatumok
enzimtermelésének vizsgalata kiilonb6z0 fermentacidés koriilményeket, ¢€s kiilonféle
mezOgazdasagi ¢és élelmiszeripari ndvénymaradvany szubsztratokat felhasznalva. Céljaink
koz¢ tartozott a termelt enzimek izolalasa és lipaz-katalizalt hidrolitikus és szintetikus reakciok
biokémiai jellemzése is. Egyes vizsgalt jellemzOk informaciét nyujthatnak az enzimek
miikodésérdl és stabilitasarol kiilonféle kornyezetben, igy az ipari folyamatokban torténd

alkalmazhat6sag szempontjabol is jelentds informaciokkal béviilhetnek ismereteink.

Mindezek alapjan a kutatas konkrét célkitiizései a kovetkezék voltak:

1. Kiilonb6z6 nemzetségekbe (Mucor, Rhizomucor, Rhizopus, Gilbertella,
Dissophora, Gamsiella, Mortierella ¢és Umbelopsis) tartozé jaromsporas
gombatdrzsek extracellularis lipaztermelésének tesztelése tributirin tartalmu szilard

tapkozegen.
2. A kivalasztott izolatumok lipaztermelésének vizsgalata kiilonbozo tenyésztési

koriilmények kozott (pl. lipid induktorok, magas lipidtartalmt novényi szubsztratok

enzimtermelésre gyakorolt hatdsanak vizsgalata).
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3. Atészterezd és észterezd reakciok katalizalasanak vizsgalata kivélasztott
enzimkivonatokkal. A reakcid koriilményeinek valtoztatasaval az enzimek

szintetikus aktivitasanak biokémiai jellemzése.

4. Az igéretes tulajdonsagokkal (pl. magas szintetikus és hidrolitikus aktivitassal)

rendelkezd lipazok tisztitdsa, azonositasa.
5. A tisztitott enzimek hidrolitikus aktivitasanak biokémiai jellemzése (pl. hdmérséklet

és pH optimum, stabilitas, enzimkinetika, szubsztrat specificitds meghatarozasa,

lehetséges gatloszerek vizsgalata).
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Alkalmazott torzsek

A kutatasba bevont 204 jaromsporas gombatdrzs a Szegedi Mikrobiologiai
Torzsgytijteménybol (http://szmc.hu) szarmazott. Az extracellularis lipaztermelés soran a
vizsgalt torzsek a Dissophora (2), Gamsiella (1), Gilbertella (16), Mortierella (60), Mucor (32),
Rhizomucor (27), Rhizopus (59) €s Umbelopsis (7) nemzetségekbe tartoztak (zarojelben a
vizsgalt torzsek darabszamat tiintettem fel).

A felhasznalt torzsek jellemz6it, valamint torzsgyiijteményi azonosité szamukat az 1. sz.

melléklet tartalmazza. A torzsek tarolasa malatas taptalajon 4 °C hémérsékleten tortént.

4.2. Alkalmazott taptalajok és tapoldatok

Malatas taptalaj (% m/v): 0,5% élesztékivonat, 0,5% malatakivonat, 1% D-gliikoz, 2% agar

Taptalaj a lipaztermelés teszteléséhez (% m/v): 0,5% pepton, 0,3% élesztokivonat, 0,1%

tributirin, 1% agar

Indukciés minimal tapoldat (% m/v): 0,15% (NH4)2SOs4, 0,15% Na-L-glutamat, 0,05% yeast

nitrogen base (YNB) és 1% D-gliikoz, kisérlettdl fiiggden a D-gliikoz helyett 1% (v/v) Tween
80, palma-, szdja-, gyapotmag-, napraforgo-, oliva-, extra sziiz oliva-, tdkmag-, kukoricacsira-

, buzacsira-, illetve szezdammagolaj

Asvanyi sés tapoldattal dusitott folyadék fazisa fermentacios (SmF) tapkozeg (Yo m/v): 1,2%
NaH;PO4, 0,2% KH2PO4, 0,03% MgS04, 0,025% CaClz, 1% (NH4)2S04, 2% btzakorpa, 2%

(v/v) olivaolaj

Sztenderd szilard-fazisu fermentacios (SSF1) tapkozeg: 5 g buzakorpa vagy kender-, len-,

tokmag, és vOrds szO0lomag préselési maradékanak oOrleménye, makliszt, zabkorpa és 5 ml

desztillalt viz

Asvanyi sos tapoldattal disitott szilard fazisi fermentécios tipkozeg (SSF2) (g/g szilard

szubsztratra vonatkoztatva): 1,5% glikoz, 0,75% (NH4)2SOs, 0,34% NH>CONH, 1,5%
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olivaolaj, 1,8% NaH2PO4, 0,3% KH2POs, 0,045% MgSO4 x 7 H20, 0,0375% CaCly, 5 g
buzakorpa (enzimtisztitds soran 130 g buzakorpa) vagy kender-, len-, tokmag, €s vOros
sz6lomag  préselési maradékanak Orleménye, makliszt, zabkorpa. A  tapkozeg

nedvességtartalmat Falony és mtsi. (2006) publikacidja alapjan 65%-ra allitottuk be.

4.3. Alkalmazott oldatok

Az enzimek tisztitasa és jellemzése soran alkalmazott oldatok

Foszfat puffer (100 mM, pH 6.,8) 53,7% NaH>PO4 (100 mM) és 46,3% NaHPO4
(100 mM)

Acetat puffer (100 mM/50 mM pH 6) 100 mM vagy 50 mM natrium-acetdt, a pH

beallitasa 96%-0s ecetsavval

Trisz puffer (50 mM, pH 8.,5) 4,36 g/l trisz-(hidroxi-metil)-amino-metan és 2,21

g/l trisz-hidroklorid

Poliakrilamid gél festéséhez hasznalt oldatok

Coomassie-kék festés:

Fest6 oldat: 0,0025% (m/v) Coomassie Brilliant Blue R-250,40% (v/v) metanol, 7% (v/v)

ecetsav
Festékmentesit6 oldat 1: 40% (v/v) metanol, 7% (v/v) ecetsav

Festékmentesitd oldat 2: 5% (v/v) metanol, 3,5% (v/v) ecetsav

Eziistfestés:

Fixal6 oldat: 50% (v/v) metanol, 12% (v/v) ecetsav, 0,05% (v/v) formaldehid

Mos6 oldat: 20% (v/v) etanol

Erzékenyit oldat: 0,02% (m/v) Na2S,03

Fest6 oldat: 0,2% (v/v) AgNOs

El6hivo oldat: 0,0004% (m/v) Na2S203, 6% (m/v) NaCOs, 0,05% (v/v) formaldehid
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Lipazaktivitas nativ gélen torténé kimutatasdra hasznalt oldatok

Fluoreszcens kimutatds: 200 pM metil-umbelliferil-nonanoat (Sigma-Aldrich) foszfat

pufferben (50 mM, pH 6,8)

Kolorimetrids kimutatas: 1 mM a-naftil-acetat (Sigma-Aldrich) és 25 mg Fast Red foszfat
pufferben (50 mM, pH 6,8)

4.4. Tenyésztési koriilmények

A lipaztermelés vizsgalata szilard taptalajon:

Az enzimaktivitas vizsgalatokhoz 0,1% tributirin tartalma 20 ml tapkozeget tartalmazo
csészek beszaritasa utan a tenyészeteket az egyes izolatumoknak megfeleld ndvekedési
hémérsékleten (15, 20, 25 vagy 37 °C) hét napon keresztiil inkubaltuk. A telep-, és a feltisztulasi
z6na atmérdket naponta mértiik. A feltisztulasi zona értékek 3 parhuzamos tenyésztés atlagolt

adatai.

A lipaztermelés indukcidja folyadék fazisban

A torzseket indukcids, minimal tapoldatban neveltiik, amely egyediili szénforrasként
1% (v/v) Tween 80, palma-, szdja-, gyapotmag-, napraforgo-, oliva-, extra sz(iz oliva-, tokmag-
, kukoricacsira-, buzacsira-, vagy szezammagolaj feltételezett induktort tartalmazott.
Kontrollként az induktor olaj helyett 1% (m/v) gliikézt alkalmaztunk. Az egyenként 20 ml
tapoldatot tartalmazo 100 ml-es Erlenmeyer-lombikokat 10® mennyiségli sporaval oltottuk be,
majd a tenyészeteket 7 napig razattuk (200 rpm) az adott torzs optimalis ndvekedési
hémérsékletén (20, 25 vagy 37 °C). A tenyészetbol 24 éranként 500 pl fermentlevet gy(ijtottiink
Eppendorf-csdvekbe. A mintak centrifugaldsa (15 perc, 16200 x g) utan a feliiluszot az

enzimaktivitds mérésig -20 °C-on taroltuk.

Buzakorpa alapu folyadék fermentacié (Smf)

A buzakorpa alapu folyadék fermentacio induktorként olivaolajat (2%) és buizakorpat
(2%) tartalmazott. Az elkészitett tapoldatot (20 ml) tartalmazé 100 ml-es Erlenmeyer-
lombikokat sterilizalast kdvetéen 10° mennyiségli sporaval oltottuk be. A tenyészeteket 7 napig

razattuk (200 rpm) az izolatumoknak megfeleld novekedési hdmérsékleten (20, 25 vagy 37 °C).
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A fermentlevekbdl 24 oranként mintat vettiink. A mintak centrifugalasa (15 perc, 16200 x g)
utan a feliiluszot az enzimaktivitas mérésig -20 °C-on taroltuk. A tenyésztést 3 fiiggetlen

parhuzamosban végeztiik.

Lipaztermelés szilard-fazisu fermentdcioban (SSF)

A szilard fazisu fermentacios teszteknél kétféle fermentacios kozeget teszteltiink. Az
egyik rendszerben 5 g buzakorpat 5 ml desztillalt vizzel (SSF1), mig a masikban 5 g buzakorpat
9,5 ml asvanyi sokat tartalmaz6 tapoldattal nedvesitettiink (SSF2), majd 1,5% induktor olajat
adtunk a rendszerhez Falony és mtsi. (2006) optimalizalasa alapjan. Egyéb mezdgazdasagi- és
¢lelmiszeripari melléktermékek tesztelésénél buizakorpa helyett 5 g kender-, len-, tokmag, és
voros sz616mag préselési maradékanak orleményét, maklisztet, vagy zabkorpat alkalmaztunk.
A fermentécios tapkozeget sterilizalast kdvetéen 10° mennyiségii sporaval oltottuk be 250 ml-
es Erlenmeyer-lombikokban. Az egyes tenyészeteket az izolatumoknak megfeleld ndvekedési
hémérsekleten (20, 25 vagy 37 °C) inkubaltuk 7 napig. Az inkubaciés id6 letelte utan 30 ml 0,1
M-os acetat puffert (pH 6,0) adtunk a tenyészetekhez, majd a fermentacios taptalajt pufterrel
homogenizaltuk. A lombikokat 24 6ran at 4 °C-on tartottuk, majd kivonashoz durvasziirést
végeztiink gézlap segitségével. Az igy nyert extraktumot centrifugaltuk (15 perc, 16200 x g),
majd a feliiliszot az enzimaktivitds mérésig -20 °C-on taroltuk. A tenyésztést 3 fliggetlen

parhuzamosban végeztiik.

4.5. A hidrolitikus aktivitais meghatarozasa

A lipdz enzim aktivitdsanak meghatarozasa spektrofotometrids modszerrel tortént,
melyhez para-nitrofenil-palmitatot (pNFP, Sigma-Aldrich) hasznaltunk szubsztratként. A
(DMSO), melyhez 1:1 ardnyban foszfat puffert (pH 6,8) adtunk. A mintakbol 50 ul mennyiséget
96 lyuka mikrotiter lemezre vittiink fel, ehhez 50 pl pufferelt szubsztratot adtunk. A tesztelt
torzs/enzim optimalis homérsékletén 30 percig tartd inkubalast kovetden a reakciot 25 pl 0,1
M-os natrium-karbonattal leallitottuk, majd a felszabadult para-nitrofenol (pNF) mennyiségét
SPECTROstarNa° (BMG Labtech) mikrotiter lemezolvasé segitségével 405 nm hullimhosszon
mértiik. A pNF molaris abszorpcios koefficiens értékét (e=1,2475 x 10* M ¢m™') pNF

sztenderd oldat segitségével hataroztuk meg. Egy U az az enzimmennyiség, amely percenként
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1 pmol p-nitrofenolt szabadit fel adott reakciokoriilmények kozott. A specifikus aktivitas

(U/mg) meghatarozasahoz a minta dsszfehérje-tartalmat vettiik figyelembe.

4.6. A fehérjekoncentracio meghatarozasa

A fehérjekoncentracidé meghatarozdsdhoz az 1 mg/ml-es BSA (Sigma-Aldrich)
torzsoldatbol felezo higitasokat készitettiink. A kalibracios sor egyes tagjaibol, valamint a
mintakbol 5-5 pl-t a 96-lyuka mikrotiterlap mintahelyeibe pipettaztunk, melyekhez 200 pl steril
desztillalt viz és Bradford reagens (Sigma-Aldrich) 1:1 aranyu keverékét adtuk. Tizendt perces,
szobahdmérsékleten, sdtétben torténd inkubaciod utdn mértilk a minta fényelnyelését 595 nm

hullimhosszon SPECTROstar™ (BMG Labtech) mikrotiter lemezolvasoval.

4.7. Az atészterez6 aktivitas vizsgalata

Az atészterezg aktivitas sztenderd meghatarozasa

A lipaz enzimek atészterezo aktivitasanak tesztelését blizakorpa alapu fermentaciobol
szarmazo nyers enzimkivonatokkal végeztiik. A mddszer a Teng és Xu (2007) altal kidolgozott
eljarason alapul, néhany modositassal kiegészitve. Az oldoszerek parolgasanak elkeriilése
érdekében a reakcidelegyeket teflon szeptummal zarhato 1,5 ml-es iivegfiolakban mértiik ssze.
A nyers lipazkivonatbol 300 pl-t 12 6ran keresztiil liofilizaltunk, majd hozzamértiink 450 pl 10
mM pNFP szubsztratot tartalmazé n-heptan oldatot. 50 pl abszolut etanol (1,7 M) hozzaadasa
utan pipettaval felszuszpendaltuk a reakcioelegyeket, amiket folyamatos razatas mellett 30
percen at, 40 °C hémérsékleten inkubaltunk. Az inkubéci6 utan egy percig hagytuk leiilepedni
a fel nem oldott anyagokat. A felszabadult p-nitrofenol kicsapasédhoz és a rekci6 leallitasahoz
200 pl tiszta feliiluszohoz 2 ml 0,1 M natrium-karbonatot adtunk. A felszabadult pNF-t 405 nm
hullimhosszon (SPECTROstarN*°, BMG Labtech) mértiik. A nem kivant hidrolizis elkeriilése
érdekében a felhasznalt reagensekbdl és oldoszerekbol a maradék vizet eltavolitottuk natrium-
szulfat segitségével. A mérések soran abszolut etanol nélkiili kontroll reakcidelegyet is
készitettiink. A felszabaduld6 pNF mennyiség meghatarozdsahoz kalibracios gorbét
0ssze, melybdl n-heptan felhasznalasaval higitasi sorozatot készitettiink. A kapott kalibracios
egyenesbdl meghataroztuk a pNF molaris abszorpcios koefficiensét (e=1,84 x 10> M! cm™)

adott reakciokoriilmények kozott. Egy U az az enzimmennyisé€g, amely percenként 1 umol p-
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nitrofenolt szabadit fel adott reakciokoriilmények kozott. A specifikus aktivitds (U/mg)

meghatarozasahoz a minta dsszfehérje-tartalmat vettiik figyelembe

Az atészterez6 aktivitas jellemzése

Az nyers enzimkivonatok atészterez0 képességét a sztenderd atészterezd reakcid
koriilményeinek valtoztatasaval teszteltiik. A p-nitrofenol kivonasat és detektalasat ezekben az
esetekben is a fent emlitett eljarassal végeztiik el. A nyert eredményeinket konverzioban adtuk
meg: ¢ = (c1/c0) x 100%, ahol c0 a kiindulasi pNFP és cl a felszabadul6 pNF koncentracidja.

A reakcid kozegként alkalmazott oldoszer atészterezésre gyakorolt hatasat kiilonb6zo
szénlanchosszusagi és Log Pov >3 (Pov: m-oktanol/viz megoszlasi hanyados) értékkel
rendelkezd alkanokkal teszteltiik: (Log Pov: hexan 3,5, ciklohexan 3,2, n-heptan 4,4, izooktan
4,5). A reakcioelegyeket 40 °C-on 6 6ran at inkubaltuk.

Az inkubacios hémérséklet és id6 hatasat 20, 30, 40 és 50 °C-on teszteltiik n-heptanban
30 perc, 2 6ra, 4 6ra és 6 ora inkubaciot kovetden. Hosszabb inkubacios id6 hatasat 120 oraig
tart6 inkubacioval vizsgaltuk 40 °C-on.

Etanol mellett mas akceptor-alkoholt (metanol, n-butanol, izopropanol és n-hexanol) is
vizsgaltunk az atészterezés hatékonysaganak meghatarozasara (40 °C, 6 6ra, n-heptan), az
alkoholokat azonos (1 M) koncentracioban alkalmazva. Az etanol esetében 0,85 — 5,1 M (5 —
30%, v/v) koncentraciok atészterezésre gyakorolt hatasat is teszteltiik (40 °C, 6 6ra, n-heptan).

Kiilonb6z6 szénlanchossziasagl acil-donor molekulak hatasat pNF-propionat (C3),
pNF-kaproat (C6), pNF-kaprilat (C8) és pNF-laurat (C12) aril-észterekkel vizsgaltuk, a pNF-
palmitattal (C16) megegyez6 koncentracioban alkalmazva (40 °C, 6 ora, n-heptan).

Kisérleteinket minden esetben 3 biologiai parhuzamosban végeztiik.

4.8. Az észterezo aktivitas vizsgalata

Az enzimek észterezé képességét etil-palmitat észter keletkezése soran teszteltiik.
Ebben az esetben is 300 pl liofilizalt enzimkivonattal dolgoztunk. A reakcidelegy 10 mM
palmitinsavat €s 50 pl etanolt tartalmazott, reakciokdzegként n-heptant alkalmaztunk. A
mintakat folyamatos razatas mellett 6, 24 és 48 o6ran at inkubaltuk 40 °C homérsékleten. A
keletkezd etil-palmitat mennyiségének meghatarozasat gazkromatografias analizissel végeztiik.

Egy U az az enzimmennyiség, amely percenként 1 uM etil-palmitat keletkezését eredményezi
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1 perc alatt adott reakciokoriilmények kozott. A specifikus aktivitds (U/mg) meghatarozasahoz
a nyers kivonatok 0sszfehérje-tartalmat vettiik figyelembe.

A nyers lipazkivonatok zsirsavpreferencigjat metanol és vajsav-C4, kapronsav-Co,
kaprilsav-C8, kaprinsav-C10, laurinsav-C12, mirisztinsav-C14, palmitinsav-C16 ¢és
sztearinsav-C18 kozotti €szterezés soran teszteltilk 72 oras inkubaciot kovetden (40 °C, n-
heptan). A keletkezd metil-észterek mennyiségének meghatdrozasat gazkromatografias

analizissel végeztiik. Kisérleteinket 3 biologiai parhuzamosban végeztiik.

4.9. GC-FID analizis az alkil-észterek mennyiségének meghatarozasara

A gazkromatografids (GC) mérésekhez az atészterezd ¢és észterezd reakciokbol
szarmaz6 mintakat centrifugaltuk (1500 % g, 4 °C, 15 perc). Ezt kovetéen az atészterzo
reakciokbol szarmazo mintak esetében a feliiliszobol 350 pl-t kimértiink, melyhez 5 ml 100
mM NaOH oldatot adtunk a reakcidelegyben jelen 1évé pNF eltavolitisa céljabol. Ujabb
centrifugalast kovetden (1500 x g, 4 °C, 15 perc) a feliiluszobol 400 pl-t nitrogén gaz alatt
beszaritottunk. Az észterezd reakcidk mintdinak esetében a centrifugalas utan keletkezd
feliiluszot kozvetlenill Osszegyljtottilk €s nitrogén gaz alatt beszaritottuk. A beszaritott
mintdkat minden esetben 0,1 mg/ml metil-heptadekanoat belsé sztenderdet tartalmazo 100 pl
n-heptan oldatban oldottuk vissza.

A gazkromatografias analizis sordn a 2 pl belsé sztenderdet (metil-hexadekanoat) is
tartalmazd mintak keriiltek injektalasra split modban (split arany 20:1) langionizacios
detektorral (FID: Flame ionization detector) szerelt Agilent 6890N (Agilent Technologies)
tipust gazkromatografra. Az elvalasztas HP-INNOwax oszlopon (60 m x 0,25 mm x 0,5 pm;
Agilent Technologies), konstans nyomason (32 psi) tortént. A futas alatt a hémérsékletprogram
kezdetben 230 °C volt 20 percig, majd 240 °C hémérsékletre emeltiik 2 °C/perc felfiitési
sebességgel, mely homérsékletet 25 percig tartottunk. Mind az injektor, mind a detektor
homérsékletét 250 °C-ra allitottuk. A mintdk alkil-észter tartalmat a belsé sztenderdként
alkalmazott metil-heptadekanoat valamint kalibracids egyenes segitségével hataroztuk meg. A

keletkezett észterek mennyiségét mg/1 koncentracidkban adtuk meg.

4.10. A lipaz enzimek tisztitasa

A Rh. oryzae NRRL 1526 és a R. miehei NRRL 5282 lipaz enzimek nagy mennyiségben

torténd termeléséhez 3 literes Erlenmeyer lombikokban asvanyi sos tapoldattal és 1,5%
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olivaolajjal atnedvesitett buzakorpa (130 g) alapu szilard fazisu fermentaciot (SSF)
be. A tenyészeteket az izolatumoknak megfelelé novekedési hdmérsékleten (37 °C) 6 napon
keresztiil inkubaltuk. Az inkubacios id6 letelte utan 800 ml 0,1 M-os acetat puffert (pH 6,0)
adtunk a tenyészetekhez, majd a pufferrel homogenizaltuk a fermentacids taptalajt. 24 6ran at
tartd, 4 °C-on torténd inkubalds utan durvasziirést végeztiink gézlap segitségével. Ezutan a
szlrletet két egymast kovetd 1épésben centrifugaltuk (5040 x g, 15 perc; SORVALL-RC-5B,
GSA rotor). A feliiluszot, azaz a micélium és buzakorpa mentes nyers extraktumot hasznaltuk
tovabb az enzimek tisztitdsdhoz.

Rhizopus stolonifer SZMC 13609, M. corticolus SZMC 12031 és Mo. echinosphaera
CBS 575.75 izolatumok esetében a lipaz tisztitashoz siillyesztett fermentaciot (SmF) végeztiink
btizakorpa alapti 4svanyi sos tapoldatban (800 ml tapoldat) 1,5 literes Erlenmeyer lombikokban.
tenyészeteket az izolatumoknak megfelelé novekedési hdmérsékleten (25 °C) 4 napon keresztiil
inkubaltuk. Az inkubacios 1d6 letelte utan gézlap segitségével durvasziirést végeztiink, majd a
szlirletet két egymast kovetd 1épésben centrifugaltuk (5040 x g, 15 perc; SORVALL-RC-5B,
GSA rotor). Ebben az esetben is a feliiliiszot, azaz a nyers extraktumot hasznaltuk tovabb.

A nyers kivonatokban ammonium-szulfattal torténé frakcionalt kisdzast végeztiink (50,
65, 75, 85%), végig jeges vizflirddben tartva az oldatot (100%-os telitettséglinek a 4 °C-on 594
g/l ammonium-szulfatot tartalmazo oldatot tekintettiik). Minden 1épés utan a teljes feloldast
kovetden 4 °C-on, 24 6ran at allni hagytuk. Az oldat centrifugalasa (5040 x g, 15 perc;
SORVALL-RC-5B, GSA rotor) utan a keletkezett csapadékot a lehetd legkisebb térfogath
acetat pufferben (0,1 M, pH 6,0) vettiik fel. A tovabbi tisztitast a legmagasabb enzimaktivitast
mutato frakciokkal végeztiik tovabb.

A kiso6zasi lépések utani tdmény enzimkivonatok tovabbi tisztitasat Sephadex G-75
(Sigma-Aldrich; 3-80 kDa; 16 x 325 mm) illetve Rh. stolonifer lipaz esetében Sephadex G-25
(GE Healthcare; 1-5 kDa; 10 x 200 mm) toltetii oszlopokon végeztiik. Az oszlopokat eldzetesen
(6tszoros oszloptérfogat) 50 mM-os acetat pufferrel (pH 6,0) ekvilibraltuk a R. miehei és Rh.
oryzae lipazok tisztitdsa esetében, mig Rh. stolonifer, M. corticolus és Mo. echinosphaera
lipazok tisztitdsanal 50 mM-os Trisz-puffert (pH 8,5) alkalmaztunk, majd ugyanezen
pufferekkel 0,5 ml/perc aramlasi sebesség mellett elualtunk.

Az enzimek tovabbi tisztitasat DuoFlow folyadékkromatografias késziilék segitségével
(Duoflow Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) System, Bio-Rad) végeztik. A

legmagasabb enzimaktivitast mutatd frakciokat egyesitettiik, majd a R. miehei izolatumnal
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Macro-Prep HQ anioncseréld oszlopra (Bio-Rad; 12,6 x 40 mm), mig a Rh. oryzae torzsnél
Uno Q-1 anioncseréld oszlopra (Bio-Rad; 7 x 35 mm) vittiik fel. Mindkét oszlopot elézéleg 50
mM-os acetat pufferrel (pH 6,0) ekvilibraltuk. RhA. stolonifer, M. corticolus és Mo.
echinosphaera lipazok tovabbi tisztitdsat szintén Macro-Prep HQ anioncseréld oszlopon
végeztiik, ahol az oszlopokat 50 mM Trisz-pufferrel (pH 8,5) mostuk. Az enzimeket 1 ml/perc
atfolyasi sebességgel, 0 — 1 M NaCl linedris gradiensben torténd valtoztatasaval elualtuk. A R.
miehei, Rh. stolonifer, M. corticolus és Mo. echinosphaera lipazok esetén a tisztitas egy tovabbi
1épést igényelt, melyet Sephacryl S-200HR oszlopon (GE Healthcare; 5-250 kDa; 16 x 60 mm)
végeztliink. Az oszlopot 150 mM NaCl-ot tartalmaz6 50 mM-os acetat vagy foszfat pufferrel
(pH 6,0/pH 6,8) ekvilibraltuk, majd ugyanezzel a pufferrel 0,5 ml/perc aramlasi sebesség
mellett eludltunk.

A tisztitasi folyamat minden lépése utan pNFP kromogén szubsztrat alkalmazasaval
mértiik az egyes frakciokban a lipdz hidrolitikus aktivitasat. A fehérjekoncentracio
meghatarozasat Qubit™ Fluorométer és Quant-iT Protein Assay Kit (Life Technologies)

segitségével végeztiik a gyartd utasitasainak megfeleléen. A muszer kalibralasat 0 ng/ul, 200

s

4.11. Poliakrilamid gélelektroforézis

A fehérjék denaturalo gélelektroforézisét (SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis) vertikalis futtatd kadban (XCell SureLock Mini-Cell,
Novex®) elhelyezett 4 — 12% NuPage® Bis-Tris gélen (Life Technologies), NuPage 2-N-
morfolin-etanszulfonsav (MES) SDS futtaté puffer (Life Technologies) felhasznalasaval, a
gyartd utasitasainak megfelelden végeztilk. A gél fehérjemintazatanak lathatova tételéhez
0,0025% Coomassie Brilliant Blue R-250 festéket tartalmazo festéoldatban (40% metanol, 7%
ecetsav) egy ¢€jszakan at razattuk. A gélt a hattér fest6dés eltavolitasa céljabol festékmentesitd
oldatokban kétszer 30 perc (1-es oldat), valamint egyszer 30 perc (2-es oldat) ideig mostuk.

Az enzimek tisztulasanak nyomonkdvetésére eziistfestés modszert alkalmaztunk. A gélt
2 6ran at fixaltuk fixalo6 oldatban, majd haromszor 20 percig 20%-os etanollal oblitettiik a fixalo
oldat eltavolitasa céljabol. Ezutan két percig érzékenyitd oldatban (0,02% natrium-tioszulfat)
inkubaltuk, amit desztillalt vizzel torténd tobbszori mosas kovetett. A gélt ezutan 20 percig
eziist-nitrat oldatban (0,2% AgNOs) festettilk, majd ismét desztillalt vizzel mostuk. Végiil
eléhivo oldattal mostuk a megfeleld festodés eléréséig. Az eldhivas leallitdsat 96%-os

ecetsavval végeztiik.
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A lipazaktivitas elektroforetikus elvalasztast kovetd kimutatasat, azaz a zimografiai
analizist, 3 — 12% nativ poliakrilamid gélen végeztiik (nativ-PAGE, Bio-Rad Mini Protean
Tetra Cell futtatokad). Elvalasztast kovetden a gélt 50 ml 4 °C-os foszfat pufferben (50 mM,
pH 6,8) 30 percig mostuk. A lipazaktivitas kimutatasahoz 100 mM metilumbelliferil-nonanoat
(Sigma-Aldrich) szubsztratot DMSO-ban oldottunk, amit 10 ml foszfat pufferben 0,2 mM-ra
higitottunk. A gélt az igy késziilt oldattal fedtiikk be, majd a fluoreszcenciat mutatd savokat
alulrol megyvilagito UV lampaval vizsgaltuk. A lipazaktivitads kolorimetrias kimutatasara 20
mM a-naftil-acetat (Sigma-Aldrich) szubsztratot oldottunk fel 2,5 ml DMSO-ban, amit 25 ml
foszfat pufferben 0,2 mM-ra higitottunk. Az igy nyert oldatot 1:1 aranyban kevertiik 25 ml, 25

mg Fast Red-et tartalmazo foszfat pufferrel, melyben a gélt 12 6ran at inkubaltuk.

4.12. A hidrolitikus aktivitas biokémiai jellemzéséhez hasznalt reakcioelegyek

A vizsgalatok soran a R. miehei NRRL 5282, Rh. oryzae NRRL 1526, Rh. stolonifer
SZMC 13609, M. coticolus SZMC 12031 és Mo. echinosphaera CBS 575.75 izolatumok altal,
blizakorpa alapu szilard vagy siillyesztett fermentacidban termelt, tisztitott extracellularis lipaz
enzimekkel dolgoztunk. Amennyiben kiilon nem jeloltiik, az enzimaktivitds meghatarozasara
PNFP szubsztratot hasznaltunk. Az inkubalasi id0 letelte utdn a reakciét Na-karbonattal
allitottuk le, majd a felszabadult p-nitrofenol mennyiségét 405 nm hullamhosszon mértiik
mikrotiter lemezolvaso segitségével. A kisérletekben meghatarozott értékek minden esetben 3

biologiai parhuzamos mérés eredményei.

A hémérséklet optimum vizsgalata
16 U/ml enzim (OD=1)
0,75 mM pNFP
100 mM foszfat puffer (pH 6,8)

Az elegyeket 5 — 80 °C kozott az izolatumok optimalis hdmérsékletén inkubéltuk 30
percig.

A héstabilitas vizsgalata
16 U/ml enzim (OD=1)
100 mM foszfat puffer (pH 6,8)
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A reakcioelegyeket 5 — 80 °C homérsékleteken inkubaltuk 4 6ran at. Ezt kovetden 0,75
mM pNFP szubsztratot adtunk az elegyekhez, majd az adott enzim aktivitadsanak optimalis
homérsékletén 30 percig inkubaltuk.

A pH optimum vizsgalata
16 U/ml enzim (OD=1)
0,75 mM pNFP
50 mM Mcllvaine pufferoldat (pH 2,2 — 8,0; Mcllvaine, 1921).

A reakcioelegyeket a megfelel pH-ju pufferoldattal (pH 2,2 — 8,0) 30 percig inkubaltuk

az adott enzim aktivitasanak optimalis homérsékletén.

A pH stabilitas vizsgalata
16 U/ml enzim (OD=1)
50 mM Mcllvaine pufferoldat (pH 2,2 — 8,0)

Az clegyeket a megfeleld pH-ju pufferoldatban 24 6ran at 4 °C-on tartottuk. Ezt
kovetden 0,75 mM pNFP szubsztratot adtunk az elegyekhez, majd az adott enzim

aktivitasanak optimalis homérsékletén 30 percig inkubaltuk.

Szubsztratspecificitas vizsgalata
16 U/ml enzim (OD=1)
100 mM foszfat puffer (pH 6,8)
0,75 mM pNF-acetat (C2), pNF-propionat (C3), pNF-butirat (C4), pNF-
valerat (C5), pNF-kaproat (C6), pNF-kaprilat (C8), pNF-dekanoat (C10),
pNF-dodekanoat (C12) illetve pNF-palmitat (C16).

A szubsztratok elkészitése a sztenderd hidrolitikus aktivitds meghatarozé modszernél
leirtakkal megegyezik. A reakcioelegyeket az adott enzim aktivitdsinak optimalis

homérsékletén 30 percig inkubaltuk.

Kinetika vizsgalata

16 U/ml enzim (OD=1)
100 mM foszfat puffer (pH 6,8)
0,05 — 3,2 mM pNF-palmitat
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A telitési gorbe felvételéhez a szubsztratot 0,05 — 3,2 mM koncentraci6 tartomanyban
alkalmaztuk. A reakcioelegyeket az adott enzim aktivitdsanak optimalis homérsékletén 30
percig inkubaltuk. Az enzimek Michaelis-Menten allanddi (Km) €s Vmax értékei a telitési
gorbe logaritmikus szakaszanak Lineweaver-Burk-féle linearizalasaval (Lineweaver és

Burk, 1934) és kettosreciprok abrazolasaval keriiltek meghatarozasra.

Fém ionok és reagensek vizsgalata
16 U/ml enzim (OD=1)
0,75 mM pNFP
100 mM foszfat puffer (pH 6,8)
5 mM HgCl, CuSOs, ZnSO4, MnCly, CaClz, MgS04, NaCl, KCI, CoCl»
vagy 10 mM N-bromszukcinimid (NBS), etilén-diamin-tetraecetsav

(EDTA) és Na-lauril-szulfat (SDS)

A reakcitelegyeket az adott enzim aktivitdsdnak optimalis hémérsékletén 30 percig

inkubaltuk.

Alkoholok és alkdnok enzimaktivitdsra gyakorolt hatdsanak vizsgalata
16 U/ml enzim (OD=1)
0,75 mM pNF-palmitat
100 mM foszfat puffer (pH 6,8)

5 —20% (v/v%) metanol, etanol, propanol, izopropanol, butanol, izoamil-

alkohol, hexanol vagy hexan, ciklohexan, heptan, izooktan.

A reakcidelegyeket a megfeleld alkohol vagy alkan koncentracioval 30 percig

inkubaltuk az adott enzim optimalis hdmérsékletén.

4.13. Regioszelektivitas meghatarozasa vékonyréteg kromatografias modszerrel

A lipazok pozicionalis szelektivitasat a trioleat (Sigma-Aldrich) hidrolizise soran
felszabadulo termékek vékonyréteg kromatografias (TLC = Thin layer chromatography)
vizsgalataval analizaltuk. A reakcioelegy 5 mg/ml trioleatot, 795 pl foszfat puffert (100 mM,
pH 6,8) és 200 pl tisztitott enzimkivonatot (16 U/ml enzim (OD = 1)) tartalmazott, melyet 2
oran at razattunk (200 rpm) az enzimek optimalis hdmérsékletén. Kontrollként az enzimet nem

tartalmazo reakciodelegyet allitottunk 6ssze. A hidrolizis termékeit dietil-éterrel extrahaltuk (1:1
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térfogat aranyu extrakcid). Ezt kdvetden a felsd, szerves fazisbol 30 ul-t mértiink ki, az
elvalasztast szilikagélen (TLC silica gel 60 plate, Merck) n-hexan/dietil-éter/ecetsav (59:40:1,
v/v) mobil fazist alkalmazva végeztiik. Referenciaként trioleat, olajsav, 1,3-diolein, (+)-1,2-
diolein ¢és monoolein (Sigma-Aldrich) sztenderdeket hasznaltunk. A mintdkat és a
sztenderdeket automata mintafelvivével (Linomat 5, Camag) vittiik fel. A sztenderdek és az
enzimreakcié termékeinek lathatova tételét jodkristalyokat tartalmazéd zart {ivegedényben

végeztik.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. Jaromsporas gombak extracellularis lipaztermelésének tesztelése

A jaromsporas gombak fontos szerepet toltenek be az elpusztult novényi €s egyéb
szerves anyagok lebontadsaban extracellularis enzimeiknek koszonhetéen. Szamos fajt
alkalmaznak a biotechnologiaban ipari enzimek nagy mennyiségben torténd termeltetésére.
Azonban csupan néhany publikacié foglalkozik a Mucoromycota térzsbe tartozo, kiilléndsen a
Mortierella és Umbellopsis nemzetség fajainak lipaztermeld képességével (Treichel és mtsi.,
2010; Sharma ¢és mitsi., 2011; Gaspar €s mtsi., 1999; Jermsuntiea és mtsi., 2011).

Kutatomunkank soran 204 Gilbertella, Rhizomucor, Rhizopus, Mucor, Dissophora,
Gamsiella, Mortierella és Umbelopsis nemzetségbe tartoz6 torzs lipaztermelését teszteltiik
tributirin tartalmu szilard tapkozegen (a tesztelt fajok listdjat az 1. szamu melléklet
tartalmazza). A kisérletbe bevont izolatumok valtozatos éldhelyekrdl: talajbol, gyiimdlcs
felszinérol, komposztbol, valamint mukormikézisbol szarmaztak. A telepek koriil keletkezo
feltisztulasi zona a termelt extracellularis lipaz hidrolitikus aktivitasanak koszonhetd, mely a
kozegben 1évo tributirint bontja. Ennek eredményeként az opalos megjelenésti taptalaj
feltisztul. A feltisztuldsi zona kiterjedése Osszefiiggésbe hozhaté a lipaztermelés mértékével
(Sharma és mtsi., 2001).

Kisérleteinkben a tesztelt jaromsporas gombatorzsek valtozatos lipolitikus aktivitast
mutattak. A megfigyelt feltisztulasi zonak és telepatmérék figyelembe vételével szamos
igéretes lipaztermel$ torzset azonositottunk. A legnagyobb tributirin hidrolizist mutato 21
izolatum feltisztulasi zona méreteit az 1. tablazat tartalmazza. Fontos megemliteni, hogy
néhany torzs rendkiviil intenziv novekedést mutatott, igy a tributirin hidrolizisébdl keletkezd
feltisztulasi zonak a novekedd micélium altal fedésbe keriiltek. A modszer ezen hatranya egyes
esetekben megnehezitette a zona méretének pontos megallapithatosagat, valamint az adatok
Osszehasonlithatosagat. Kiilonosen a Gilbertella és Rhizopus nemzetségbe tartozo izolatumok
névekedése bizonyult nagyon intenzivnek, ennek kdszonhetden a csésze teljes felszinét mar a
6. napra benétték. Emiatt ezen izolatumok esetében az 5. napon mért értékeket vettiik
figyelembe. Ezzel ellentétben néhany Mortierella és Umbelopsis torzs esetében lassu
novekedést tapasztaltunk, azonban ennek ellenére is széles feltisztulasi zonakat detektaltunk a
telepek koriil. A legnagyobb feltisztulast a Rhizomucor és Rhizopus izolatumok esetében
tapasztaltuk; a Rhizomucor miehei CBS 370.71 és Rhizopus oryzae NRRL 1472 torzsek 10,2

¢s 10,8 mm feltisztulasi zona méreteket mutattak 5 nap inkubaciot kovetden.
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1. tablazat. A legnagyobb lipolitikus aktivitdst mutatd jaromsporas gombatorzsek

tributirin tartamu taptalajon.

Lipolitikus aktivitas*

Izolatum Torzsgytijtemény (feltisztulasi zéna 4tméré, mm) lrf(;e:lyélé’:zf(éliit
azonosito Inkubécios id6 (nap) ©C)
3 5 7
Gilbertella persicaria SZMC 11091 1,9+ 0,08 5,1+0,17 n. a. 25
Z%ZZ;ZZM CBS 575.75 1,5+0,11 41+0,15  6,1+0,13 20
Mo. alpina CBS 210.30 1,1+£02 3,4+0,14 5,6 0,31 20
Mucor piriformis SZMC 12077 2,1+0,08 5+0,11 9+0,17 25
M. corticolus SZMC 12031 2,6 +0,09 5,5+0,2 9,2+0,18 25
Rhizomucor miehei NRRL 5282 5,1+0,15 9,2+0,11 12+0,11 37
R. miehei NRRL 5901 5+0,17 72+0,18 13,9+ 0,13 37
R. miehei ETH M4918 2,7+0,17 7,8+0,17 12,9 £ 0,09 37
R. miehei CBS 370.71 5,1+0,13 10,2+ 0,18 18,4 +0,26 37
R. miehei CBS 360.92 2,3+0,18 10,1 £0,22 16,3 £ 0,22 37
R. pusillus NRRL A-23448 2,8+0,23 52+0,17 8,2+0,22 37
R. pusillus ETH M4920 2,9+0,18 6,1 £0,08 8,1+0,13 37
Rhizopus niveus CBS 403.51 1,6 0,13 6,9+0,17 n. a. 37
Rh. oryzae NRRL 1526 5,3+0,22 10,2+ 0,18 n. a. 37
Rh. oryzae NRRL 1472 4,3+0,22 10,8 + 0,22 n. a. 25
Rh. stolonifer SZMC 13609 2,2+0,22 6,1 £0,08 n. a. 25
iﬁ'kf;‘;’(gf"f” var SZMC 13601 2,1£0,13  83+0,17 na. 25
Z{”t’ft‘i’lj’;ﬁa CBS 310.93 42022 81+£026 124028 20
U. isabellina NRRL 1757 3,9+0,08 52+0,17 9,2+0,22 25
Zlgrsh”z;';’;;“”“ var. CBS 222.29 52402 6,8+ 0,22 8,1+0,13 25
U. versiformis CBS 473.74 4,6 +0,22 7,3+0,18 12,3+0,2 20

n. a.: nincs adat
* Roviditések: CBS, Centraalbureau voor Schimmelcultures; ETH, Swiss Federal Institute of Technology Culture

Collection; NRRL, Agricultural Research Service Culture Collection; SZMC, Szeged Microbiological Collection

A Rhizopus torzsek esetén megfigyelt feltisztulasi zondk a Rapp és Backhaus (1992)
altal ugyancsak tributirines taptalajon tanulmanyozott 12 Rhizopus torzs mért értékeinél
nagyobbnak bizonyultak. Vizsgalataikban a legmagasabb aktivitast mutatd Rhizopus circinans
CBS 14722 és Rhizopus microsporus CBS 26128 izolatumok 6 nap inkubaciot kovetden csupan
4, illetve 3 mm feltisztulasi zonat eredményeztek.

Néhany human mikézisbol izolalt torzs, igy a legnagyobb feltisztuldsi zonat

eredményezd R. miehei CBS 370.71, valamint CBS 360.92 izolatumok ¢és a R. pusillus ETH
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M4920 esetén is magas lipolitikus aktivitast tapasztaltunk. Feltételezhetd, hogy a szekretalt
lipazok virulencia faktorként szerepet jatszhatnak egyes opportinusta patogén gombak
novekedésében és megtapadasaban (Stehr és mtsi., 2003). Patogenitasuk miatt potencialis ipari
felhasznalasuk korlatozott, igy ezen torzseket a tovabbi fermentacids kisérletbe magas
lipaztermelésiik ellenére sem vontuk be.

A Gilbertella és Mucor nemzetségek izolatumai koziil a G. persicaria SZMC 11091, M.
piriformis SZMC 12077 és M. corticolus SZMC 12031 feltisztulasi zona értékei (sorban 5,1; 5
¢s 5,5 mm) bizonyultak a legmagasabbnak 6sszehasonlitva az inkubacios id6 5. napjan mért
adatokat. Alves és munkatarsai (2002) szamos Mucor torzs lipaztermelését tesztelték Tween 20
tartalma taptalajon, ahol a M. gemevensis izolatumok mutattdk a legnagyobb aktivitast.
Vizsgalatainkban a M. genevensis szintén igéretes lipolitikus aktivitdst mutatott, a 7. napon 4-
5 mm-es feltisztulasi zona értékkel (az adatok nincsenek feltiintetve). A Mucor torzsek a
Vagvolgyi és mtsi. (1996) altal meghatirozott eredményekhez hasonldéan valtozatos
lipaztermeld képességet mutattak. Ebben a tanulmanyban 27 Mucor torzs enzimtermelését
vizsgaltak API-ZYM teszt segitségével.

A Mortierella izolatumok koziil kettt, a Mo. echinosphaera CBS 575.75 és a Mo.
alpina CBS 210.30 torzseket, mig az Umbelopsis izolatumok koziil négyet tiintettiink fel a
legigéretesebb lipolitikus aktivitasu torzseket Osszefoglald 1. tablazatban. Annak ellenére,
hogy ezen nemzetségek torzsei kiilonb6z6 olaj komponensek (telitett és telitetlen zsirsavak)
ipari termelésében jelentdsek (Dyal és Narine, 2005), lipolitikus aktivitasuk vizsgalataval csak
néhany tanulmany foglalkozott. Az altalunk tesztelt, tobbségében talajbol izolalt Mortierella és
Umbelopsis torzsek egy részénél a telepek koriil hatarozott, 6,1 - 12,3 mm nagysagu feltisztulasi
zonakat mértiink a 7. napon. Tekintetbe véve kis telepatmérdiket is, ezen izolatumok
lipaztermelése szintén jelentOs.

A tributirin tartalmu taptalajon végzett tesztek alapjan 11, tobb nemzetségbdl szarmazo

nagy lipaztermel6 képességgel rendelkez6 torzset valasztottunk ki a tovabbi vizsgalatokhoz.
5.2. Lipid induktorok lipaztermelésre gyakorolt hatasa

A fonalas gombak lipaztermelését szamos tényezd befolyasolhatja. Néhany
tanulmanyban kimutattdk, hogy a kilonféle olajok hatdssal vannak egyes gombak

lipaztermelésére (Salleh és mtsi., 1993; Wang és mtsi., 2008). Ezért az enzim-hozam novelése

érdekében lehetséges induktorokat teszteltiink.
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Kiilonbozé ndvényi olajok, valamint szintetikus lipid szarmazékok enzimtermelésre
gyakorolt hatasat indukcidos minimal tapoldatban teszteltiik a 11 kivalasztott izolatumra: Mo.
echinospaera CBS 575.75, Mo. alpina CBS 210.32, M. corticolus SZMC 12031, R. michei
NRRL 5282, Rh. oryzae NRRL 1526, Rh. oryzae NRRL 1472, Rhizopus stolonifer SZMC
13609, Umbelopsis isabellina NRRL 1757, U. ramanniana var. angulispora CBS 222.29, U.
autotrophica CBS 310.93 és U. versiformis CBS 473.74. A minimal tapkdzeg egyediili
szénforrasként csak az adott induktort tartalmazta. A minimal tdkdzegben vizsgaltuk a
kiilonb6z6 lipid induktorok (Tween 80, palma-, szdja-, gyapotmag-, napraforgo-, oliva-, extra
szliz oliva-, tokmag-, kukoricacsira-, buzacsira-, szezdmmagolaj) enzimtermelésre gyakorolt
hatasat. Kontrollként induktort nem, de megegyez6 mennyiségii gliikozt tartalmazo tenyésztési
kozeget alkalmaztunk. A kontrollok esetében nem, vagy csak nagyon alacsony pNFP hidrolizist
mutattunk ki (0 — 1,9 U/ml). Eszerint, ahogy mas fonalas gombak, ugy az altalunk vizsgalt
torzsek esetében is, induktor jelenléte sziikséges lehet a magas lipazhozam eléréséhez (Falony
¢s mtsi., 2006; Lima és mtsi., 2003).

Az egyes izolatumok esetén a legnagyobb enzimaktivitast eredményezd induktorokat a
2. tablazat tartalmazza. A Tween 80 jelentdsen megndvelte a legtobb tesztelt torzs
lipaztermelését, igy hatasos induktornak bizonyult. A kiilonb6z6 Tween szubsztratok eltérd
hatassal vannak a lipaz termelésre (Liu és mtsi., 2000; Iftikhar és Hussain 2002), ugyanakkor
jelenlétiik altaldban a termelés novekedését eredményezi. A Tween 80 példaul jelentdsen
fokozta a Mo. vinacea extracellularis lipaztermelését (Gaspar és mitsi., 1999). Tween
szubsztratokat gyakran alkalmaznak lipazok hidrolitikus aktivitdsanak méréséhez is (Hasan és
mtsi., 2009).

A tesztelt ndvényi olajok koziil az oliva-, extra szliz oliva-, szdja-, szezdmmag-,
valamint gyapotmagolajok szintén fokoztdk az enzimtermelést. A legmagasabb térfogati
aktivitast a R. miehei NRRL 5282 izolatum esetében figyeltiik meg (1336 U/ml), extra sziiz
olivaolaj jelenlétében (2. tablazat). Az olivaolaj lipaztermelést fokoz6 hatasat Penicillium
aurantiogriseum (Lima és mtsi., 2003), Aspergillus niger (Colin és mtsi., 2010) valamint Rh.
chinensis (Wang ¢és mtsi., 2008) gombak esetében is megfigyelték.

Az Umbelopsis izolatumok a tributirines tesztek soran ugyan nagy feltisztulasi zonakat
mutattak, azonban a folyadék tenyészetben viszonylag alacsony enzimaktivitast eredményeztek
(1,8 — 8 U/ml). A tesztelt Mo. alpina izolatumnal ugyanakkor tributirines taptalajon mérsékelt
enzimtermelést mértiink, mig minimal tdpoldatban jelentds térfogati aktivitdst mutatott

sz6jaolaj jelenlétében (26,7 U/ml).
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2. tablazat. A vizsgalt izolatumok lipazaktivitasa siillyesztett fermentacioban kiilonb6zo

induktor olajok jelenlétében.

Izolatum Induktor olaj Lipaz aktivitas* (U/ml)
. . szojaolaj 26,7
Mortierella alpina CBS 210.32
extra szliz olivaolaj 19,2
. Tween 80 4,7
Mo. echinosphaera CBS 575.75
olivaolaj 1,8
. Tween 80 118,7
Mucor corticolus SZMC 12031
olivaolaj 9,6
) o extra szliz olivaolaj 1336,0
Rhizomucor miehei NRRL 5282
szezammag olaj 1169,1
. Tween 80 918,5
Rhizopus oryzae NRRL 1526
olivaolaj 668,0
Tween 80 1003,1
Rh. oryzae NRRL 1472
palmaolaj 106,2
T 80 16,1
Rh. stolonifer SZMC 13609 ween
palmaolaj 12,0
Umbelopsis autotrophica olivaolaj 2,8
CBS 310.93 Tween 80 2,7
) ) olivaolaj 8,0
U. isabellina NRRL 1757
Tween 80 7,1
U. ramanniana var. angulispora extra sziiz olivaolaj 3.1
CBS 222.29 gyapotmag olaj 1,8
. . Tween 80 4,5
U. versiformis CBS 473.74
szbjaolaj 2,3

* Rh. oryzae NRRL 1526 és R. miehei izolatumoknal a 3. napon, Mo. echinosphaera és U. autotrophica a 4.

napon, mig a tobbi izolatum esetében a 7. napon mért enzimaktivitas értékek. Izolatumonként a legmagasabb

aktivitast eredményez6 két induktort tiintettiik fel.

Kiemelkedo lipazaktivitast a R. miehei NRRL 5282, a Rh. oryzae NRRL 1472 és NRRL
1526 izolatumok esetén mértiink Tween 80 vagy extra sziiz olivaolaj jelelétében, igy 1336;
1003,1 és 918,5 U/ml térfogati aktivitast eredményezett. Ezen aktivitas értékek mas, korabban
leirt fonalas gomba lipazok adataival dsszehasonlitva is kiemelkeddk (Rh. homothallicus 50
U/ml, Asp. carneus 13 U/ml, P. restrictum 12 U/ml) (Treichel és mtsi., 2010). Mig a R. miehei
NRRL 5282 és Rh. oryzae NRRL 1526 izolatumok mar a tenyésztés 3. napjan, addig a RA.

oryzae NRRL 1472 izolatum csak a tenyésztés 7. napjan érte el a maximalis enzimtermelést.
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Mateos Diaz és munkatarsai (2006) Rhizopus homothallicus szilard és siillyesztett tapkdzegben
torténd tenyésztésekor a maximalis lipazaktivitast az exponencidlis novekedési fazis végén
detektaltak, ezt kovetéen csokkenést figyeltek meg. Az aktivitas csokkenését a gomba altal
termelt protedzok proteolitikus hatdsanak tulajdonitottdk, mely a lipdz enzimet bontja,
inaktivalja.

A lipid induktorok tesztelése soran a legtobb torzs esetében a Tween 80 és az olivaolaj
jelenléte fokozta leginkabb az enzimtermelést. Tovabbi vizsgalatainkhoz az olivaolaj, mint

természetes szubsztrat alkalmazasat valasztottuk a lipaztermelés indukalasara.

5.3. Lipaztermelés buizakorpa alapu fermentaciékban

A lipaz enzimek lehetséges biokatalizatorként torténd alkalmazasanak egyik fontos
akadalya az enzimek koltségigényes eldallitasa. Az olcsd, nagy mennyiségben keletkezd,
magas lipidtartalmi mezdégazdasagi és élelmiszeripari melléktermékek, ndvénymaradvanyok
(buzakorpa, szojabab héj, cukornad préselvény, rizs korpa, oliva-olajpogacsa) szubsztratként
torténd alkalmazéasa kornyezetbarat €s gazdasagos eljaras lipaz enzim termeltetésére (Salihu és
mtsi., 2012). Emiatt szdmos tanulmany foglalkozik ezen szubsztratok enzimteremlésre
gyakorolt hatasaval (Gunasekaran és Das, 2005; Damaso ¢és mtsi., 2008). A buzakorpa
szubsztratként torténd alkalmazéasa kiilondsen igéretes fonalas gombak esetében, mivel
megfeleld mennyiségii fehérjét, lipideket, aminosavakat és asvanyi anyagokat tartalmaz,
melyek esszencialisak a gomba ndvekedéséhez és a megfeleld enzimtermeléshez (Javed és

mtsi., 2012).

Buzakorpa alapu siillyesztett fermentacid (SmF)

A buzakorpa lipaztermelésre gyakorolt hatasat elséként siillyesztett fermentacidban
teszteltik. Az asvanyi sos tapkozeg a 2%-ban alkalmazott buzakorpa mellett tovabbi
szénforrasként 2% olivaolajat is tartalmazott. A 3. tablazat a legmagasabb térfogati és
specifikus aktivitas értékeket tartalmazza a fenti tenyésztési koriilmények kozott.

A tesztelt izolatumok kozil a Mo. echinosphaera, Rh. stolonifer, U. autotrophica, U.
ramanniana var. angulispora és U. versiformis magasabb térfogati aktivitast mutatott, mint a
korabban alkalmazott minimal indukcios tapkozegben. Ezen eredmények szerint a buzakorpa
folyékony tapoldatban torténd alkalmazasa nem minden esetben ndveli meg a jaromsporas

gombak extracellularis lipaztermelését.
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3. tablazat. Lipaztermel0 jaromsporas gomba izolatumok lipazaktivitasa buzakorpa

alapu folyadék fermentacios (SmF) rendszerben.

Lipaz aktivitas*

Izolatum

Uﬁ;ifol:,};rs U/mg fehérje
Mo. alpina CBS 210.32 54+0,6 33,8+ 10,2
Mo. echinosphaera CBS 575.75 11,6 £2,3 248,1+ 75,5
M. corticolus SZMC 12031 61,3+84 827,4+ 79,5
R. miehei NRRL 5282 371,7+116,3 3682,6 £371,7
Rh. oryzae NRRL 1526 113,1+£9,6 1099,6 + 102,7
Rh. oryzae NRRL 1472 126,6 £ 3,8 1013,8 +264,8
Rh. stolonifer SZMC 13609 84,1 +4,8 776,9 + 80,3
U. autotrophica CBS 310.93 17,8 £ 1,1 223,2+33,9
U. isabellina NRRL 1757 7,1+£04 101,2+7,6
U. ramanniana var. angulispora CBS 222.29 13,3+1,9 128,1 £4,3
U. versiformis CBS 473.74 96+1,6 94,8 £ 16,6

* A feltiintetett értékek a Rhizopus izolatumok esetében az 1. napon, M. corticolus 2. nap, Mo. echinosphaera és
R. miehei 4. nap, U. isabellina és U. ramanniana var. angulispora 5.nap, valamint Mo. alpina, U. autotrophica és

U. versiformis 7. napon mért enzimaktivitas adatok.

JelentOs enzimaktivitas emelkedés volt tapasztalhatd a Rh. stolonifer izolatum esetében,;
az indukcios olajat egyediili szénforrasként tartalmazo minimal tapoldatban mért 16,1 U/ml
enzimaktivitas értékhez viszonyitva, a buzakorpa alapu siillyesztett fermentacioban 84,1 U/ml
aktivitast detektaltunk. Ezen tenyésztési koriilmények kozott a Rh. stolonifer izolatum hasonld
mértékli lipaztermelést mutatott, mint a masik két Rhizopus térzs. A legmagasabb
lipazaktivitast a R. miehei izolatum esetében tapasztaltuk (371,7 U/ml térfogati és 3682,6 U/mg
specifikus aktivitds), mely azonban jelentésen elmaradt a minimal tdpoldatban mért térfogati
aktivitas értéktdl (1336 U/ml térfogati aktivitas). A legalacsonyabb aktivitasokat az U.
isabellina, U. versiformis, illetve Mo. alpina torzsek mutattak, 10 U/ml alatti lipazaktivitast
eredményezve. Az Umbelopsis izolatumok kozil az U. autotrophica bizonyult a legjobb
termelonek a 7. napon 17,8 U/ml és 223,2 U/mg értékekkel.

Az egyes izolatumok esetében a tényésztés kiillonb6zo fazisaiban kaptuk a legmagasabb
lipazaktivitast. A Rhizopus izolatumok és a M. corticolus a maximalis enzimtermelést a
tenyésztés elso felében mutattak (1. és 2. nap), mig az Umbelopsis izolatumok ¢és a Mo. alpina
az inkubacié késébbi szakaszaban (5. és 7. nap). Mateos Diaz ¢s munkatarsai (2006) a Rh.

homothallicus torzs siillyesztett fermentacioban valo tesztelése soran szintén a tenyésztés korai
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szakaszaban, 22 orat kovetden detektaltdk a legmagasabb lipazaktivitast a fermentlében. Ezt
kovetden az enzimaktivitas jelent0s csokkenését figyelték meg. Az altalunk végzett
fermentacios kisérletekben hasonl6 jelenséget figyeltiink meg a tesztelt Rhizopus izolatumok

esetében (adatok nincsenek feltiintetve).

Buzakorpa alapu szilard fermentacid (SSF)

Az izolatumok enzimtermelését buzakorpa alapu szilard-fazisu fermentacios
rendszerekben is megvizsgaltuk egy hét inkubaciot kdvetden. A szilard fazisi fermentacid a
stillyesztett fermentaciéval szemben szamos eldnnyel rendelkezik: olcsobb, nagyobb
biomassza képzodés mellett magasabb enzimtermelés, koncentraltabb végtermék jellemzi,
emellett a fermentacios koriilmények folyamatos kontrollalasa sem sziikséges (Salihu és mtsi.,
2012). Falony és mtsi. (2006) kimutattak, hogy szilard fazisii fermentacidoban szubsztratként
blizakorpat alkalmazva, kiemelked6 lipaztermelés érhetd el 4. niger gombanal.

A szilard fazisu fermentacios kisérletekben kétféle tenyésztési koriilményt
hasonlitottunk 0ssze: az egyik tapkozeg (SSF1) esetében desztillalt vizzel, mig a masik, Un.
kiegészitett tapkozegnél (SSF2) asvanyi sok oldataval, illetve 1,5% olivaolajjal nedvesitettiik a
szubsztratot. Az SSF2 tapkozeget Falony €s munkatarsai optimalizaltdk A4. niger lipaz
termelésére (Falony és mitsi., 2006). Az izolatumok mindkét kézegen jol ndttek, a nyers
kivonatban mért enzimaktivitas értékek azonban jelentés kiilonbséget mutattak (5. A és B
abra). Eredményeink a szakirodalomban korabban leirtaknak megfelelnek: a fonalas gombak
enzimtermelésének novekedése indukalhatd a buzakorpa olajjal, valamint magas olajtartalmu
egyéb szubsztrattal torténd dusitasaval (Mala és mtsi., 2007; Sun és Xu., 2008). R. michei, Rh.
oryzae NRRL 1526, Rh. stolonifer és U. versiformis izolatumok fermentleveiben jelentds,
mintegy négyszer nagyobb enzimtermelést detektaltunk a kiegészitett tapkozeget (SSF2)
alkalmazva, mint SSF1 tapkoézegen. A nagyobb aktivitisokhoz feltételezhetden
hozzéjarulhatott a magasabb nedvességtartalom is, mely szilard fermentaci6 alkalmazéasakor
kritikus tényezo (Patel és mtsi., 2017).

A legnagyobb termelést mutatd R. miehei izolatum lipazaktivitasa (4415 U/g szaraz
szubsztrat) a korabbi tanulméanyokban leirt mas fonalas gombak altal szintén buzakorpan
megfigyelt aktivitas érté¢keknél is magasabbnak bizonyult (ul-Haq és mtsi., 2002; Mala és mtsi.,
2007; Rehman és mtsi., 2011).
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5. abra. Rhizomucor, Rhizopus és Mucor, (A) valamint Mortierella és Umbelopsis (B)
izolatumok lipazaktivitasa buzakorpa alapu szilard fermentacidban 7 nap inkubaciot
kovetden, kétféle tenyésztési kdzeget alkalmazva.

SSF1= btizakorpa:desztillalt viz 1:1 aranyt keveréke;

SSF2= buzakorpa:asvanyi sos tapoldat 1:1,9 aranyt keveréke 1,5% olivaolajjal kiegészitve

A kiegészitett kozegen (SSF2) szintén igéretes enzimtermelést detektaltunk M.
corticolus, Rh. oryzae NRRL 1526, U. autotrophica, U. ramanniana var. angulispora és U.
versiformis (1733,4; 559,7; 416,3; 355,7 és 287,1 U/g szaraz szubsztrat hidrolitikus aktivitas)
torzsek esetén is.

A vizsgalt torzsek kiegészitett tapkozegen (SSF2) mutatott térfogati és specifikus
aktivitas értékeit a 4. tablazat tartalmazza. A R. miehei, M. corticolus, U. autotrophica, U.
ramanniana var. angulispora és U. versiformis izolatumok esetében jelent6sen nagyobb
enzimhozamot sikeriilt elérniink szilard fazisu fermentaciot alkalmazva, mint siillyesztett
tenyészetben. Mas hidrolazoknal leirtakhoz hasonldan el6fordulhat, hogy a lipaz enzimek
sejtfalkotott formaban vannak jelen folyadék tenyészetben, mig szilard fermentacional a
tapkozegbe szekretalodnak (Oda és mtsi., 2006). A Rhizopus izolatumok szilard tapkdzegen
torténd tenyésztése ezzel szemben kisebb térfogati aktivitast eredményezett, mint a biizakorpa
alapt folyadék fermentacional. Ennek oka valdsziniileg az lehet, hogy folyadék fermentacidban
a tenyésztés korai szakaszaban detektaltuk a legnagyobb lipaztermelést, mig a szilad fazisu
fermentacio esetében csak egy idopontban, a fermentacido végén (7. nap) hatdroztuk meg a
lipazaktivitast, amikor feltehetden annak szintje mar lecsokkent. Emellett azt is ki kell emelni,
hogy a lassti névekedést mutatd Mortierella és Umbelopsis izolatumok esetében akar kéthetes

inkubacio is sziikséges lehet a maximalis enzimhozam eléréséhez.
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4. tablazat. A vizsgalt izolatumok lipazaktivitasa buzakorpa alapu szilard fermentacioban,

kiegészitett tapkozegen (SSF2).

Lipaz aktivitas*®

Izolatum

Uiggol:l};etrs U/mg fehérje
Mo. alpina CBS 210.32 10,512 34,7+27
Mo. echinosphaera CBS 575.75 13,6 £ 0,5 56,1 £4,8
M. corticolus SZMC 12031 288,9 +£25,6 1325+ 117,3
R. miehei NRRL 5282 735,8 50,8 3618,6 £114,5
Rh. oryzae NRRL 1526 92,9+29 534,12 +£34,9
Rh. oryzae NRRL 1472 349+1,2 131,2+6,5
Rh. stolonifer SZMC 13609 25,5+ 1,1 98,3+59
U. autotrophica CBS 310.93 69,4+4,6 284,8 £ 6,1
U. isabellina NRRL 1757 11,2+ 1,9 413+79
U. ramanniana var. angulispora CBS 222.29 59,3+ 1,9 215,8 £14,9
U. versiformis CBS 473.74 478+ 1,7 164,7+1,5

* A feltiintetett értékek 7. napon mért enzimaktivitas adatok.

Vizsgalataink alapjan a buzakorpa alkalmazhatd szubsztrat nagy hozamu
lipaztermelésre jaromsporas gombak esetében. Kisérleteinkben fokozott enzimtermelést értiink
el a szubsztrat asvanyi so6s tapoldattal és induktor olajjal vald atnedvesitését kovetéen mind
folyadék, mind szilard fermentacioban. Itt érdemes megemliteni, hogy olcsé mezdgazdasagi
melléktermékek szubsztratként torténd alkalmazasa, kiilonosen szilard fazisu fermentacidban,
elényds a lipaz enzimek nagy mennyiségben, gazdasiagosan torténd eldallitasa érdekében

(Castilho és mtsi., 2000).

5.4. Lipaztermelés vizsgilata tovabbi mezoégazdasagi- és  élelmiszeripari

melléktermékeken

Nagy hozamu lipaztermelésre a buzakorpa mellett igéretes szubsztratok lehetnek mas
magas lipidtartalmi novényi maradvanyok is. Vizsgalatainkban a szubsztratként alkalmazott
zabkorpa, valamint kender-, len-, tok-, mak és vords sz6l6 mag préselési maradékanak
Orleményének lipazhozamra gyakorolt hatasat is teszteltiik szilard fazist fermentacioban.
Kisérleteinkbe a R. miehei NRRL 5282, Rh. stolonifer SZMC 13609, M. corticolus SZMC
12031, Mo. echinosphaera CBS 575.75 és U. autotrophica CBS 310.93 izolatumokat vontunk
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be. Ezen szubsztratok esetében is a buzakorpanal tesztelt SSF1 ¢és SSF2 tenyésztési
koriilményeket alkalmaztuk.

A voros sz616mag 6rleményen az izolatumok nem mutattak novekedést, melynek oka a
sz6lomagban talalhato jelent6s mennyiségli antimikrobialis hatassal rendelkez0 dsszetevo lehet
(Shrestha ¢és mitsi., 2012). A tobbi szubsztrat esetében azonban jelentds lipazaktivitast
detektaltunk. Az dsvanyi sos tapoldat azonban, mely els6sorban buzakorpara lett optimalizalva,
nem minden esetben fokozta a tesztelt torzsek enzimtermelését; jelentds ndvekedést csak a Mo.
echinosphaera kendermag, Rh. stolonifer lenmag, valamint U. autotrophica izolatum esetén
len-, tokmag és makliszt esetén tapasztaltunk (adatok nincsenek feltiintetve). Megallapitottuk,
hogy az egyes novényi szubsztratok esetében, azok eltérd jellege miatt, a tapkozeg késobbi,
egyedi optimalizalasa sziikséges.

A legnagyobb lipaztermelést a R. miehei mutatta (4990,7 U/g szaraz szubsztrat)
makliszten, annak desztillalt vizzel torténd nedvesitését kovetden (5. tablazat), mely a

buzakorpan mért értékeknél is magasabbnak bizonyult.

5. tablazat. Lipaztermeld jaromsporas gombak legnagyobb lipazaktivitas értékei olajos mag

maradvanyokon szilard fazisu fermentaciot (SSF) alkalmazva.

Lipaz aktivitas* Szubsztrat**
Izolatum /i A (ol e
U/ml nyers kivonat Ulg szarz}z maradvanyok
szubsztrat érleménye)
Mo. echinosphaera CBS 575.75 6,9+0,2 41,8+ 0,9 tokmag (SSF1)
M. corticolus SZMC 12031 259,6 £ 11,6 1556,8 £ 156,5 tokmag (SSF1)
R. miehei NRRL 5282 840,2 + 32,4 4990,7 + 373,6 makliszt (SSF1)
Rh. stolonifer SZMC 13609 13,1+0,5 78,9+2.6 tokmag (SSF2)
U. autotrophica CBS 310.93 132+ 1,4 79,6 3 tokmag (SSF2)

* A feltiintetett értékek 7. napon mért enzimaktivitas adatok.

** SSF1: szubsztrat:desztillalt viz (1:1); SSF2: szubsztrat:asvanyi sos tapoldat (1:1,9) és 1,5% olivaolaj

A makliszt szintén igéretes szubsztratnak bizonyult M. corticolus izolatum esetében;
1482,2 U/g szaraz szubsztrat aktivitast mértiink a tenyésztés 7. napjat kovetden. Azonban a R.
miehei izolatum kivételével a tokmag bizonyult a legjobb szubsztratnak lipaztermelés
indukalasara. A makliszt és tokmag esetén megfigyelt magas lipazaktivitasok feltételezhetéen

ezen szubsztratok magas, 11 — 12%-os lipidtartalmanak kdszonhetd.
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5.5. Atészterezé reakcidk vizsgalata

5.5.1. Az atészterezés katalizalasanak tesztelése

A lipaz enzimek biotechnologiai felhasznalhatosaganak fontos meghatarozoja az
enzimek szintetikus reakciokat katalizalo képessége szerves olddszerekben. Ezen reakciokban
valtozatos szintetikus vegyiiletek, mint példaul aroma-észterek, fenil-észterek és kiilonb6zo
polimerek képzddhetnek (Divakar és Manohar, 2007). Kiilondsen a gomba lipazok irant nagy
az érdeklodés a szerves kémiai iparagak részérdl, koszonhetden az altaluk mutatott széles
szubsztratspecificitasnak, stabilitasnak és szelektivitasnak. A nyers lipazkivonatokat €s a teljes-
sejt lipazokat egyarant hasznaljak a kiilonb6z0 szintetikus folyamatok katalizalasaban:
kiilonféle szintetikus észter termékek allithatok el tisztitott enzimkészitmény nélkiil is
(Cardenas ¢és mtsi., 2001; Soumanou és Bornscheuer, 2003; Melo és mtsi., 2005; Ferrarezi és
mtsi., 2014; Aguieiras és mtsi., 2015). Emiatt az enzimek szintetikus aktivitdsanak vizsgalata a
hidrolitikus aktivitas vizsgalata mellett kiemelkedd jentdséggel bir. S6t, Mortierella és
Umbelopsis gombdknal tudomasunk szerint lipazok szintetikus aktivitdsara iranyuld
vizsgalatokat eddig még nem végeztek, illetve korlatozottak az ismereteink mas, szintén a
Mucoromycota torzsbe tartozo fajokat illetden is.

Az elbzetes tesztjeinkben kivalasztott 11 izolatum lipazanak atészterezd aktivitasat n-
heptan alapu vizmentes reakciokdzegben tanulmanyoztuk. A vizmentes kozeg az észter kdtések
kialakitasanak iranyaba tolja el a reakcidt azok hidrolizise helyett, ugyanis az észter kotések
hidrolizis€¢hez szabad viz jelenléte sziikséges. A vizsgalat soran buzakorpa alapu szilard
fermentacio (SSF2) utani nyers lipazkivonatokkal dolgoztunk. A liofilezett enzimkivonatok
atészterezo képességét pNFP (acil donor) €s etanol (acil akceptor) molekulak kozott teszteltiik,
mely a Teng és Xu (2007) altal kidolgozott kolorimetrias modszeren alapul. A p-nitrofenol
(pNF) felszabadulasat 30 perc inkubaciot kovetden detektaltuk, melybdl megallapitottuk a
vizsgalt izolatumok lipaz enzimeinek atészterezési aktivitasat.

Az enzimek atészterezd aktivitisa a korabban kozzétett szakirodalmi adatokkal
(Goujard ¢és mtsi., 2009) megegyezben joval kisebbnek bizonyult, mint a korabban
megallapitott hidrolitikus aktivitasuk (6. abra). A legnagyobb atészterezo aktivitast R. miehei
(4,8 U/mg) és Rh. stolonifer (3,5 U/mg) izolatumok lipazainak esetében tapasztaltuk. Szintén
igéretes atészterezo aktivitdst mutattak a Mo. echinosphaera, Rh. oryzae NRRL 1526 és NRRL

1472 és M. corticolus torzsek altal termelt enzimek is.
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6. abra. Jaromsporas gomba lipolitikus enzimkivonatok atészterezo aktivitasa 40 °C-on, 30

perc inkubaciot kovetden.

A reakcidelegyek 500 pl térfogatban 9 mM pNFP-ot és 1,7 M etanolt tartalmaztak n-heptanban.

A Mo. echinosphaera és Rh. stolonifer enzimek viszonylag csekély hidrolitikus
aktivitast mutattak a fermentacios tesztek soran, mégis esetiikkben nagy atészterezési aktivitast
tudtunk detektalni. Ezen megfigyelés azzal magyarazhato, hogy a lipazok hidrolitikus és
szintetikus aktivitdsa gyakran eltér6 mértéki (Wu és mtsi., 1996). Egy enzim rendelkezhet
alacsony hidrolitikus aktivitassal, ennek ellenére szintetikus aktivitasa kiemelkedo lehet, illetve
forditva. Az Umbelopsis izolatumok enzimkivonatai a tobbi tesztelt kivonattal 6sszehasonlitva
mérsékelt atészterezd képességet mutattak (0,38-t01 0,54 U/mg-ig), annak ellenére, hogy ezen
enzimek hidrolitikus aktivitasai kozott jelentds kiilonbségeket tapasztaltunk. Ennek hatterében
a vizsgalt enzimek szerves olddszerek gatld hatasaival szembeni eltérd érzékenysége allhat. Az
Umbelopsis izolatumok lipazai esetén a relativ alacsony atészterezo aktivitast feltehetden a
kozegként alkalmazott n-heptan okozza. A szerves olddszerek enzim-gatld hatasat mas gomba

lipaz esetén is leirtak mar (Cardenas és mitsi., 2001).

5.5.2. Az atészterez6 reakciok katalizalasanak jellemzése

Annak érdekében, hogy megallapitsuk szamos kondicid atészterezd aktivitasra

gyakorolt hatdsat, tovabbi vizsgalatokat folytattunk a reakcid koriilményeinek

megvaltoztatdsaval. A reakciokdzegként alkalmazott oldoszer polaritdsa, az inkubacios
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homérséklet, valamint a jelen 1év6 acil donor és akceptor molekulak tipusa és koncentracioja

hatéssal lehet az enzim aktivitasara, igy a reakcio hatékonysagara.

Kiilonboz6 alkanok és cikloalkdnok reakcidkozegként torténd alkalmazasa

A szerves oldoszer, mint reakciokdzeg megvalasztasa nagy jelentdséggel bir, ugyanis
annak fizikai-kémiai tulajdonsagai hatassal vannak mind az enzimek stabilitasara, aktivitasara,
mind pedig a katalizalt reakci6 hatékonysagara. Az enzimatikus katalizis nagy mértékben fiigg
a szerves oldoszerek polaritasatol, hidrofobicitasatol, azaz Log Pov értékétdl (Akoh és mtsi.,
1998; Cernia és mtsi., 1998). Ennek érdekében kiilonboz6é Log Pov értékkel rendelkezé oldoszer
(hexan, ciklohexan, n-heptan, izooktan) atészterezésre gyakorolt hatdsat hasonlitottuk ossze. A
6. tablazatban lathato, hogy a vizsgalt enzimek aktivnak bizonyultak mindegyik tesztelt
kozegben. Az eredmények bizonyitjak, hogy a legtobb lipaz képes megdrizni aktivitasat, és
stabil vizmentes szerves kozegben, ami a fehérje molekulat koriilvevé nagyon kis mennyiségi
enzim-kotott viz jelenlétének is kdszonhetd (Sharma és Kanwar, 2014).

A legtobb lipaz esetében az n-heptan bizonyult a legjobb reakciokdzegnek, kivéve az U.
isabellina, U. versiformis, valamint U. autotrophica enzimeket, melyek a leghatékonyabb
konverziot hexanban (3,2 és 2,4%), illetve izooktanban (2,1%) mutattdk. Azonban ezen
izolatumok esetében nem volt nagy kiilonbség az n-heptanban és hexanban mért eredmények
kozott. Az  m-heptdn mas, lipazkatalizalt szerves reakcidokban szintén megfeleld
reakciokozegnek bizonyult (Xu és mtsi., 2002; Sun és mtsi., 2009; Madalozzo és mtsi., 2014).
A R. miehei lipaz esetében hasonldan intenziv pNF felszabadulast tapasztaltunk ciklohexan
reakciokozegben is. Egy Acinetobacter nemzetségbe tartozo baktérium lipaz enzime szintén
nagy stabilitassal rendelkezett szerves oldoszerekben, és képes volt az etil-kaprilat hatékony
szintézisére ciklohexanban (Nagarajan, 2012). A Rh. stolonifer lipaz pNFP konverziojaban nem
tapasztaltunk jelentds kiilonbséget hexdan, ciklohexan és izooktan kozegekben, de az n-
heptanban meghatarozott konverzié mintegy felét tapasztaltuk ezen olddszerek alkalmazasakor.

Cernia és munkatarsai (1998) Pseudomonas cepacia lipaz vizsgalatakor azt talaltak,
hogy az enzim észterezo €s atészterezo aktivitasa jelentésen megemelkedett a reakciokozegként
alkalmazott oldoszer hidrofobicitasanak (Log Pov értékének) emelkedésével. Kisérleteinkben a
legmagasabb konverziokat eredményezd n-heptan szintén magas, 4,4-es Log Poy értékkel

rendelkezik.
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6. tablazat. Szerves oldoszerek hatasa Rhizomucor, Rhizopus, Mucor, Mortierella és

Umbelopsis torzsek nyers lipazkivonatai altal katalizalt pNFP atészterezésre.

Konverzio (%)*

A nyers enzim forrasa

hexan ciklohexan n-heptan izooktan
R. miehei NRRL 5282 139+ 1,1 23,8+2,1 30,5+2,7 132+1,3
Rh. oryzae NRRL 1526 10,7+ 0,8 12,7+0,7 24,8+ 1,6 17,1 £1,1
Rh. oryzae NRRL 1472 10,3+£0,7 12,5+1,1 16,713 12,804
Rh. stolonifer SZMC 13609 18,5+1,8 16,8 £1,2 357+3,1 17,3+£0,6
M. corticolus SZMC 12031 8,6+0,5 13,9+ 0,8 22,1+£2,8 12,2+ 0,3
Mo. echinosphaera CBS 575.75 14,1£0,9 13,4+0,9 22,4 +1,7 9,4+0,7
Mo. alpina CBS 210.32 35+0,4 0,7+0,1 4,6+03 22+03
U. isabellina NRRL 1757 32+0,2 2,6 £0,3 2,4+0,2 1,4+0,2
U. autotrophica CBS 310.93 1,4+0,1 0,6 +0,1 1,6 £0,1 2,1+0,3
gB’:’;’Z"Z” ’;’9“”“ var. angulispora 5 14402 1,8403 1,1£0,1
U. versiformis CBS 473.74 2,4+0,2 1,1+0,1 2,0+0,1 1,8+0,2

* Az 500 pl térfogata reakcidelegyek 9 mM pNFP-ot és 1,7 M etanolt tartalmaztak megfeleld oldoszerben. A
feltiintetett konverzidos értékek a 40 °C-on, 6 oOras inkubacidt kovetOen detektalt atészterezés adatai.

Konverzioé=(ci/co) x 100%, ahol ¢y a kiindulasi pNFP és c1 a felszabadulé pNF koncentracioja.

A lipaz enzimek szerves kdzegben is miikodo katalitikus képessége azzal magyarazhato,
hogy a vizzel nem elegyedé oldoszerek megvaltoztatjadk az enzim szerkezetét, igy hatassal
vannak azok stabilitasara és aktivitisara. Mindez annak koszonhetd, hogy az oldoszer
kolcsonhatasba képes 1épni az aktiv centrumndl jelen 1€v6 hidroféob aminosavakkal, igy
koriilvevé vizréteget csapdaban tartjdk, mely szintén hozzajarul az enzimek aktiv
konforméacioban tartasahoz (Tran és mtsi.,, 2013). Mivel a tesztelt enzimek tobbsége jol
katalizalta a pNFP atészterezést n-heptanban, tovabbi vizsgalatok elvégzéséhez ezen oldoszert

valasztottuk reakciokozegnek.

Hoémérséklet hatasa az atérszterezo reakcidkra

A reakcid hémérséklete hatassal van mind az enzim aktivitasara, mind a stabilitasara,
igy jelentésen hozzajarul a katalizis hatékonysagahoz. Ezért a pNFP atészterezését 0,5 — 6 6ra
inkubaciot kovetden 20 — 50 °C kozotti hdmérsékleteken is megvizsgaltuk. Altalanossagban
elmondhatd, hogy a 30 °C-nal magasabb homérséklet novelte a reakcid ratajat, ennek
kovetkeztében nagyobb pNF felszabadulast detektaltunk. A vizsgalt enzimek esetében a

legjelentosebb atészterezést 40 °C-on tapasztaltuk (7. abra és 2. melléklet). Ezen
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homérsékleten torténd inkubacié mas Mucoromycota lipazok esetén is hatékonynak bizonyult
kiilonbo6z6 alkil-észterek szintézise soran (Xu és mtsi., 2002; Sun és mtsi., 2009; Madalozzo és
mtsi., 2014). Egy Rhizopus nemzetségbe tartozo lipaz vizsgalata esetén szintén a 40 °C
inkubécios hémérséklet bizonyult a leghatékonyabbnak citronellil aroma észter szintézisekor
(Melo és mtsi., 2005).

A pNFP konverzios rata linearisan novekedett a 6 6rds inkubacio alatt 40 °C-on (7. A,
B, C, E, F dbra), kivéve a Rh. oryzae NRRL 1472, U. autotrophica és U. versiformis enzimek
esetében, melyek mar 4 ora inkubaciot kdvetden elérték a maximalis konverziot (7. D dbra és
2. melléklet C és E abra). Az atészterezés leallasa a kozegben jelen 1€vo etanol gatld hatasaval
magyarazhatd, ugyanis alacsonyabb homérsékleteken is ugyanezt a jelenséget tapasztaltuk ezen
izolatumok esetében.

A Rh. stolonifer, Rh. oryzae NRRL 1526, M. corticolus, Mo. echinosphaera és Mo.
alpina lipazok kezdeti pNFP konverzidja 50 °C-on hatékonyabbnak bizonyult mint 40 °C-on
torténd inkubacido esetén. A szintetikus aktivitds szempontjabol kordbban még nem
tanulmanyozott RA. stolonifer lipaz kiemelkedden magas reakcioé sebességet mutatott 50 °C-on,
20% konverzidt eredményezve minddssze 2 6ra inkubaciot kovetden (7. B abra). A R. mieheli,
U. isabellina és U. ramanniana var. angulispora lipazok szintén figyelemre mélto atészterezo
aktivitast eredményeztek 50 °C-on, hasonléan néhany kereskedelmi forgalomban kaphato
enzimpreparatumhoz (pl. Novozym 435, Lipozyme RM-IM, Lipozyme TL-IM) (Fu és mtsi.,
2014; Martins és mtsi., 2014). A magas homérséklet katalizist-fokozo hatasa a viszkozitas
csokkenésével, valamint a szubsztratok difftizids képességének ndvekedésével magyarazhato
(Ebrahimpour és mtsi., 2011). Feltételezhetd, hogy alacsony hémérsékleten a zsirsavlanc
migracioja lassabb, emiatt kevésbé hatékony az atészterezés. A magas homérséklet azonban az
enzimek gyorsabb inaktivalodasat, denaturalodasat eredményezheti, igy a hatékony inkubacios
hémérseklet, valamint igéretes hdstabilitassal rendelkezé enzimpreparatum megvalasztasa
kiemelkedd jelentségii (Duan €s mtsi., 2010).

A leghatékonyabb konverziot Rh. stolonifer és R. miehei lipaza esetén tapasztaltuk
(30,5% és 35,7%) 40 °C-on, 6 6ras inkubaciot kovetden (7. A és B abra). A M. corticolus lipaz
mérsékelt alkoholizist mutatott (7. E abra) két orat kovetoen 40 °C-on inkubalva, azonban az
inkubacio6 hatodik orajara 22,1%, Mo. echinosphaera esetében 22,4% atalakulast detektaltunk
(7. F abra). Tovabbi kisérleteinkhez a leghatékonyabb pNFP konverziot eredményezd R.
miehei, Rh. oryzae NRRL 1526, Rh. stolonifer, M. corticolus és Mo. echinosphaera izolatumok
nyers enzimkivonatait valasztottuk. Az enzimkivonatok stabilnak és hatékonynak bizonyultak

40 °C-on, ezért vizsgalatainkat ezen a hdmérsékleten végeztiik.
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7. abra. A homérséklet hatasa a R. miehei NRRL 5282 (A), Rh. stolonifer SZMC 13609 (B),
Rh. oryzae NRRL 1526 (C), Rh. oryzae NRRL 1472 (D), M. corticolus SZMC 12031 (E) és
Mo. echinosphaera CBS 575.75 (F) torzsek nyers lipazkivonatai altal katalizalt pNFP
atészterezésre.

Az 500 pl térfogatu reakcidelegyek 9 mM pNFP-ot és 1,7 M etanolt tartalmaztak n-heptanban.
Konverzié=(c1/c0) x 100%, ahol c0 a kiindulasi pNFP és c1 a felszabadul6é pNF koncentracidja.
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Az inkubacids 1d6 novelésének hatasa az atészterezd reakcidkra

Az etanol €s a pNFP kozotti atészterezés katalizalasat a reakcio inkubécios idejének 120
orara torténd megnovelésével tovabb vizsgaltuk. A reakcid rata linearis emelkedését
tapasztaltuk az els6 48 6raban, majd ezt kovetden a pNFP konverzié elérte maximumat, tovabbi
PNF felszabadulast 96 orat kovetden nem detektaltunk (8. A abra). Korabbi tanulmanyok
szintén a hosszu inkubécios id6 sziikségességét mutatjak nyers lipazkivonatok alkil-észter
szintézise soran (Soumanou és Bornscheuer, 2003). Feltételezhetd tovabba, hogy tisztitott és
immobilizalt enzim alkalmazésa jelentdsen csokkenti az atalakitashoz sziikséges idot. A Rh.
chinensis teljes sejt lipaz etil-hexanoat szintézisének vizsgalatakor szintén 72 orat kovetden volt
tapasztalhato a legnagyobb termelés (Xu és mtsi.,, 2002). Wu és munkatarsai (1996) a
legnagyobb reakcios ratat 5 — 10 o6ra inkubacios id6 kozott tapasztaltak Rhizopus és Rhizomucor
kereskedelmi forgalomban kaphat6 lipaza esetében repcemagolaj és 2-etil-1-hexanol kozotti

atészterezés soran.
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8. abra. Jaromsporas gomba nyers lipazkivonatok altal katalizalt pNFP atészterezés
idofiiggeése a keletkezett termékek UV spektrofotometrids (A) €s GC-FID (B) analizisét
kovetden.

A 40 °C-on inkubalt 500 pl térfogatt reakcidelegyek 9 mM pNFP-ot és 1,7 M etanolt tartalmaztak n-heptanban.

B abra: Az egyes enzimek altal szintetizalt etil-palmitat mennyiséget tekintettiik 100%-nak..

A leghatékonyabb pNFP konverziokat (90,5 és 88,5%) a R. miehei és a Mo.
echinosphaera enzimkivonatai mutattak, annak ellenére, hogy 6 6rat kovetden még a Rh.
stolonifer lipdza esetében detektaltuk a leghatékonyabb atalakitdé képességet. Ezen lipaz

vizsgalatakor 6 orat kdvetden a reakcid sebességének mérseklodését tapasztaltuk. A legkisebb
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hatékonysagu konverziot a M. corticolus (59%) lipaza esetében allapitottuk meg. Ennek egyik
lehetséges magyarazata az enzim strukturalis stabilitdsanak elvesztése a hosszl inkubacios id6
alatt n-heptan, illetve 10% etanol tartalmu reakcid kozegben, valamint kozrejatszhat az
alkalmazott hémérséklet inaktivald hatasa is (Duan és mtsi., 2010).

Fu és munkatarsai (2014) szintén 90% koriili pNF hozamot mértek az 1000 U aktivitast
mutatd Thermomyces lanuginosus (Lipozyme TL IM) kereskedelmi lipazzal a pNFP és n-
butanol kozotti atészterezés katalizalasa soran. Habar esetiikben a kezdeti reakciosebesség 24-
szer gyorsabbnak bizonyult, mint a mi kisérleteinkben, fontos kiemelni, hogy az altalunk
tesztelt reakciokban joval kevesebb enzimet alkalmaztunk (R. miehei 98,8 U és Mo.
echinosphaera 1,8 U). Szintén ebben a tanulmanyban a M. miehei (Lipozyme RM IM, 20 U) és
a Rh. niveus (1,5 U) kereskedelmi enzimek 10 perc inkubaciot kovetden 15 illetve 3%
konverziét eredményeztek. Osszehasonlitisképpen, az etil-palmitat észter termelést
gazkromatografias modszerrel is meghataroztuk, mely soran a reakcid idejének novelésével

aranyosan novekvo termékképzodést tapasztaltunk (8. B abra).

Kiilonboz6 acil akceptorok alkalmazasanak hatdsa az atészterezo reakciokra

A vizsgalt izolatumok nyers lipdzainak atészterezO képességét kiilonbozo
szénlanchosszusagl acil akceptor molekulaként szolgald alkoholok (elsérendii alkoholok:
metanol, etanol, n-butanol és n-hexanol; masodrendii alkohol: izopropanol) jelenlétében is
teszteltiik. A reakcio soran keletkezd alkil-palmitat észterek irant az élelmiszer-, detergens-,
kozmetikai-, és gyogyszeripar egyarant nagy érdekl6dést mutat. A 9. abran lathato, hogy a
PNFP atészterezése végbement az Osszes vizsgalt alkohol jelenlétében, azonban az enzimek a
leghatékonyabb pNFP konverziot etanol alkalmazasakor eredményezték.

A R. miehei lipaz esetén metanol és etanol (13,3% ¢és 19,4% konverziod) jelenlétében is
jelentds pNF felszabadulast tapasztaltunk. A kereskedelmi forgalomban kaphatd Lipozyme IM
60 és Lipozyme RM IM enzimpreparatumok szintén hatékony atészterezo képességet mutattak
etanollal és metanollal (Nelson és mtsi.,, 1996; Demirkol és mtsi., 2006). A trigliceridek
hatékony atészterezése a R. miehei lipazt értékes biokatalizatorra teszi a biodizel-eléallitas

teriiletén (Rodrigues és Fernandez -Lafuente, 2010).

61



[] metanol
25 [ etanol
s [ izopropanol
H n-butanol
. 20 - El i B n-hexanol
X
0
N 15 - e
o rH
>
5
S 10 -
- r F
0 T T T T
R. miehei Rh. oryzae Rh. stolonifer M. corticolus Mo.
NRRL 1526 echinosphaera

9. abra. Jaromsporas gomba nyers lipazkivonatok altal katalizalt atészterezés pNFP és

kiilonb6z6 acil akceptor alkoholok kozatt.
Az 500 pl térfogati reakcidelegyek 9 mM pNFP-ot és 1,7 M etanolt tartalmaztak n-heptanban. A feltiintetett
konverzids értékek 40 °C-on, 6 6ras inkubaciot kovetden mért adatok. A reakcidelegyek az alkoholt 1 M

koncentracioban tartalmaztak.

Az akceptor-alkohol szénlanchosszanak novekedésével az atészterezés hatékonysaga
csokkent, igy a zsirsavlanc athelyezése kevésbé bizonyult intenzivnek az elagazoé (izopropanol),
valamint a hosszabb szénlancu alkoholok esetében (butanol C5, hexanol C6). Egy Mucor fajbol
izolalt lipdz szintén a rovid szénlancu alkoholokra mutatott preferenciat, emellett a szénlanc
elagazasanak lipaz katalizalt észterezésre gyakorolt negativ hatasat is megfigyelték (Abbas és
Comeau, 2003). Ezen kiviil a Rh. chinensis lipaz esetében irtak le a hosszil szénlanct alkoholok
hasonld hatasat a konverziéra (Sun és mtsi.,, 2009). Azonban a Lipozyme TL IM
enzimkészitmény C3 és C4 alkoholokkal hatékonyabb atészterezést mutatott, mint a révidebb
C1 és C2 formakkal (Fu és mtsi., 2014).

A kiilonb6z6 alkoholokkal szembeni eltérd konverzids hatékonysag tobb tényezének
tulajdonithato, igymint az alkohol molekula mérete, az alkohol oldékonysaga az alkalmazott
reakcio kozegben, valamint az enzim alkohollal szembeni affinitdsa (Varma és Madras, 2010).
Ezen kiviil az alkohol enzimaktivitdsra gyakorolt hatasa fiigghet az acil donor szubsztrat

tipusatol is (Abbas és Comeau, 2003).

Az etanol koncentraci6 hatasa az atészterezd reakcidkra

A kezdeti alkohol koncentracié reakciotipustdl és az enzim alkohol tolerancidjatol

fiiggben befolyasolhatja az atészterezést. A magas alkohol koncentracié destabilizalhatja az
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enzimet, igy csokkentheti a szintézis hatékonysagat, ugyanakkor az acil akceptor hiany
leallithatja a reakciot (Sun és mtsi., 2012). A tesztelt lipdzok etanol tolerancidjanak vizsgalata
v/v) tartomanyban. Az eredmények értékelésekor az eredeti reakcidoban 1évo, 1,7 M (10%, v/v)
etanol koncentracio mellett mért konverzios értékeket vettiik 100%-nak.

A pNPP konverziok jelentds novekedését tapasztaltuk 0,85-t61 1,7 M etanol
koncentracional (10. abra). Azonban az 1,7 M-nal nagyobb koncentraciok mellett az egyes
enzimek katalizis rataja eltér volt: a R. miehei és Rh oryzae lipazok esetében a konverzid
meredek emelkedését mértiik 3,4 M, mig RhA. stolonifer és M. corticolus enzimkivonatok
esetében 4,2 M etanol koncentracidig. A magasabb etanol:pNFP molarany a R. miehei és Rh.
oryzae lipazoknal 94,1 és 91,8%-o0s, a Rh. stolonifer és M. corticolus lipazok esetében 70,2 és
69,2%-0s novekedést eredményezett a konverzidban. A konverzidokban bekovetkezd jelentds
novekedés annak kdszonhetd, hogy a magas alkohol és acil donor arany minimalizalja a termék
¢és mtsi., 2008). Az etanol koncentracié tovabbi emelésével azonban nem értiink el tovabbi

konverzi6 emelkedést, s6t kis mértékii gatlo hatast tapasztaltunk 5,1 M etanol jelenlétében.
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10. abra Az akceptor etanol koncentracio valtoztatasanak hatasa jaromsporas gomba nyers

lipazkivonatok altal katalizalt pNFP atészterezésre.
Az 500 pl térfogati reakcidelegyek 9 mM pNFP-ot és 0,85 — 5,1 M (5 — 30 v/v%) etanolt tartalmaztak n-
heptanban; a reakcioelegyeket 40 °C-on, 6 6ran at inkubaltuk. Az atészterezést a pNFP relativ konverzidjahoz

viszonyitottuk; 100%-nak az 1,7 M etanol koncentracional mért aktivitast tekintettiik.

63



A Mo. echinosphaera lipaza esetében a konverzio csokkenését figyeltiik meg 1,7 M
etanol koncentracio felett. Feltételezhetd, hogy ezen enzim érzékeny a magas etanol
koncentraciéra a vizsgalt reakciokorilményen. A vizzel elegyedd alkoholok nagy
koncentracidban novelik a reakciokozeg polaritasat, mely gyakran a biokatalizatorok
inaktivalodasat eredményezi (Salis €s mtsi., 2005).

Az optimalis alkohol koncentracio nagyon valtozatosnak bizonyul az egyes €szterez6 és
atészterez6 reakciokban a szakirodalom alapjan, mely feltehetéen az alkalmazott acil donor
szénlanchosszusagatol, valamint koncentracidjatol is nagymértékben fiigg. A Rh. chinensis
lipaz hatékony katalizist mutatott 5 és 2,6 M etanol koncentraci6 jelenlétében, ahol megegyez6
molaris aranyban kapril-, vagy olajsav volt jelen a reakciokozegben (Teng és mitsi., 2009).
Madalozzo és munkatarsai (2014) a Rh. oryzae lipaz altal katalizalt olajsav és etanol kozotti
¢szterezést vizsgaltak, ahol az optimalis etanol koncentracio 1,54 M-nak bizonyult 0,56 M
olajsav jelenlétében. Jelentds valtozast nem tudtunk megfigyelni a pNFP konverzidban az acil
mikoézben az etanolt konstans, 1,7 M koncentracioban alkalmaztuk (adatok nincsenek

feltiintetve).

Kiilonboz6 aril-észterek és etanol kozotti atészterezés

A lipaz enzimek a lanchossztol fiiggden bizonyos zsirsav szubsztratok atészterezését
elényben részesithetik, igy a keletkezo etil-észterek hozamat az alkalmazott aril-észter tipusa is
befolyasolja. Jelen vizsgalatainkban p-nitrofenil-propionat (C3), kaproat (C6), kaprilat (C8),
laurat (C12) és palmitat (C16) acil donorok atészterezését hasonlitottuk dssze konstans etanol
koncentracié (1,7 M) mellett. A rovid, illetve kdzepes szénlanchosszusagu zsirsavak é€s
alkoholok észterszarmazékai kiemelkedd jelentdségiick az ¢lelmiszeriparban, mint iz és aroma
Osszetevok (Aravindan és mtsi., 2007).

A tesztelt lipazok eltérd atészterezd aktivitast mutattak a kiilonb6z6 szénlanchosszusagu
zsirsavat tartalmazo6 észterek szubsztratként torténd alkalmazasakor. A konverzios értékek a 11.
abran lathatok. Megallapithat6, hogy a teszelt 6t enzim mindegyik vizsgalt aril-észter
atészterezését képes volt katalizalni. Altalanossagban a kozepes szénlanchosszisagu (C8 —
C12) aril-észterek alkalmazasakor nagyobb konverzidt allapitottunk meg, mint a révid vagy
hosszl zsirsavlancot tartalmazo észterek esetében. A Mo. echinosphaera a leghatékonyabb
atészterez aktivitast a 8 szénatomszamu kaprilsav esetében mutatta, a meghatarozott konverzio

ebben az esetben majdnem dupléja volt a pNF-palmitatnal mérttel 6sszehasonlitva. A pNF-
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propionat (C3) atészterezése a legkisebb konverzios értékeket eredményezte a vizsgalt lipazok
mindegyikénél. Az altalunk tesztelt jaromsporas gomba nyers lipazkivonatok elsdsorban a
kozepes szénlanchossziisagu zsirsavak atészterezésére mutattak affinitast. A Sun és Xu (2008),
valamint Sun és munkatarsai (2009) altal tesztelt RA. chinensis lipazok szintén kozepes
hossziisagu zsirsavlancokkal szemben mutattak preferenciat. A Lipl és Lip2 lipazok altal
katalizalt észterez6 reakciokban a tesztelt zsirsavak koziil a kaprilsav (C8) alkalmazasakor

képzodott a legtobb etil-észter termék.
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11. abra. Jaromsporas gomba nyers lipazkivonatok altal katalizalt atészterezés kiilonb6zo aril

donor szubsztratok és etanol kozott.
A 500 pl térfogatu reakcidelegyek 9 mM megfelel aril-észtert és 1,7 M etanolt tartalmaztak. A feltlintetett

konverzios értékek 40 °C-on, 6 6ras inkubaciot kovetéen mért mérés eredményei.

5.6. Eszterezé reakciék vizsgalata

5.6.1. Az észterezés katalizalasanak tesztelése

Figyelembe véve, hogy a R. miehei, Rh. stolonifer és Mo. echinosphaera nyers
lipazkivonatok gyors kezdeti reakcios ratat és magas aktivitasokat mutattak az atészterezés
katalizalasa soran, a szintetikus aktivitasok 6sszehasonlitasat ezen enzimek esetében vizsgaltuk.
Az enzimek észterez0 képességét palmitinsav és etanol kozott 6, 24 és 48 ora inkubaciot
kovetden teszteltiik. A keletkezd etil-palmitat észter meghatdrozasat gazkromatograftal
végeztiik, melybdl az enzimkivonatok specifikus aktivitas értékeit hataroztuk meg.

A vizsgalt enzimek eltéré észterezd képességet mutattak. Emellett megallapitottuk,

hogy az észterezés jelentdsen lassabban megy végbe, mint az atészterezési reakcio, valamint
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alacsonyabb mennyiségli észter termékképzddést eredményez. A Mo. echinosphaera és a R.
miehei lipaznal 48 6ra, mig a Rh. stolonifer enzimnél 24 6ra utan sorrendben 9,77, 9,98 és 10,54
mg/l etil-palmitat koncentraciokat allapitottunk meg. Rh. stolonifer esetében 24 orat kdvetéen
tovabbi termékkeletkezést nem tapasztaltunk. A Mo. echinosphaera lipaz az inkubacid
kezdetén alacsony észterezési ratat mutatott, azonban 48 orat kovetden hasonld mennyiségii
etil-palmitat keletkezése volt detektalhatd, mint a masik két lipdz esetében. A korabban
meghatarozott atészterezd aktivitasokkal Osszehasonlitva az észterezO specifikus aktivitas

értékek alacsonyabbnak bizonyultak (7. tablazat).

7. tablazat. Jaromsporas gomba nyers lipazkivonatok szintetikus aktivitasai.

I Atészterez alfti.vitz’ls* Eszterezo ak’ti?fitz’ls
(U/mg fehérje) (U/mg fehérje)
R. miehei NRRL 5282 4,84 £ 0,44 0,078 + 0,006
Rh. stolonifer SZMC 13609 3,55+0,53 0,065 + 0,005
Mo. echinosphaera CBS 575.75 2,35+0,34 0,061 = 0,002

*A feltiintetett adatok az 5.5.1. fejezetben meghatarozott értékek.

Korabbi tanulmanyokban szintén leirtak, hogy a lipazok a kdzvetlen észterezés soran
alacsonyabb katalitikus aktivitassal rendelkeznek, mint az atészterezé reakciokban (Wu és
mtsi., 1996; Pirozzi és Greco, 2006). Ezen jelenség tobbféle tényezdnek is tulajdonithat6. Egyik
lehetséges magyarazat, hogy az észterez€s soran felszabaduld viz hatarozott fazist képezhet,
mely elvalaszthatja az enzimet a szubsztrattol, igy megakadalyozza annak atalakitasat (Plou és
mtsi., 2003). Az aktivitasok kiillonbozéségének masik magyardzata lehet az enzimek eltérd
hémérseklet optimuma, stabilitdsa atészterezés és észterezés alatt. Pirozzi és Greco (2006)
kimutattak, hogy a C. antarctica (Novozyme 435) lipaz a magas hémérséklettel szemben
nagyobb stabilitast és magasabb homérsékleti optimumot mutatott atészterezd reakcidoban
alkalmazva (etil-laktat atészterezése), mint észterezOben (tejsav észterezése).

Tudomasunk szerint a Rh. stolonifer és Mo. echinosphaera extracellularis lipazoknal
korabban nem mutattak ki észterezd aktivitast. A Rh. oryzae és M. corticolus enzimek altal
katalizalt észterez6 reakcio soran keletkezo etil-palmitat mennyiségének, valamint észterezé

aktivitasainak meghatarozasa folyamatban van.
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5.6.2. Zsirsavpreferencia meghatarozasa észterezo reakciokban

Az atészterezés soran a vizsgalt enzimkivonatok eltérd preferenciat mutattak a
kiilonb6z6é szénldnchosszusagu zsirsavak athelyezésére (5.5.2. fejezet). Ezen preferenciat
¢észterez6 reakciokban is tanulmanyoztuk R. miehei NRRL 5282, Rh. oryzae NRRL 1526, Rh.
stolonifer SZMC 13609, M. corticolus SZMC 12031 és Mo. echinosphaera CBS 575.75 nyers
enzimkivonataival. Ennek érdekében kiilonb6zo szénlanchosszisagli zsirsavak (vajsav-C4,
kapronsav-C6, kaprilsav-C8, kaprinsav-C10, laurinsav-C12, mirisztinsav-C14, palmitinsav-
C16 és sztearinsav-C18) és metanol kozott végbemend észterezési reakciokat teszteltiink. Az
¢szterezés az eldzetes vizsgalatok alapjan lassabb folyamatnak bizonyult, mint az atészterezés,
ezért 72 oOras inkubacios id6t kdvetden végeztiik a keletkezd metil-észterek gazkromatograftal
torténd analitikai meghatarozasat.

A 12. abran lathato, hogy a keletkez6 metil €szterek %-os aranya az alkalmazott zsirsav
szénlanchosszanak novekedésével emelkedik, mindegyik tesztelt enzim esetében a metil-
sztearat észter keletkezését detektaltuk a legnagyobb mennyiségben. Metil-észter képzddést a
rovid szénlanchosszusagh vajsav (C4) alkalmazasakor nem tapasztaltunk. A kapronsav (C6)
¢szterezését mindossze M. corticolus és Mo. echinosphaera enzimek katalizaltak, mely ezen
lipazok széles szubsztratspecificitdsat mutatja.

Abbas és Comeau (2003) egy Mucor fajbol izolalt lipaz észterezd képességének
tanulmanyozasakor kimutattak, hogy az észterezés reakcids ratdja gyorsan novekszik az
alkalmazott zsirsav szénlanchosszusaganak ndvekedésekor. A legnagyobb észter termék
képzodést kapronsav (C6) zsirsavnal tapasztaltak, azonban vizsgalataikba hosszabb szénlancu
acil donort nem vontak be. Az immobilizalt Mucor javanicus lipaz észterez0 kapacitasanak
vizsgalatakor a tesztelt zsirsavak koziil a leghosszabb, laurinsav alkalmazasakor detektaltak a
legnagyobb észter képzddést (Silva és Jesus, 2003). Rh. chinensis tisztitott lipazok észterezo
aktivitasanak vizsgalatakor elsésorban a C8 — C14 kozotti zsirsavak bizonyultak hatékonynak
etil-észterek keletkezése soran. Tesztjeikben a hosszu szénlanchossziisagu palmitinsav esetén
alacsonyabb termékképzddést tapasztaltak, mint a kdzepes szénlanchossziusaguak esetén. A
legalacsonyabb észter képzddést a rovid szénlancu vajsav jelenlétében figyelték meg (Sun és
Xu, 2008; Sun és Xu, 2009; Sun és mitsi.,, 2009). Hasonléoan a mi megfigyeléseinkhez,
megallapitottak, hogy a rovid szénlancu zsirsavak a kdzepes €s hosszu zsirsavakhoz viszonyitva
kevésbé bizonyulnak hatékony donornak lipaz-katalizalt észterezd reakciokban. Ennek oka,
amellett, hogy a lipazok f6 szubsztratjai nem a rovid zsirsavak, ezen zsirsavak enzimaktivitas

inaktivald hatasa lehet. A rovid zsirsavak képesek az aktiv centrumban a katalitikus triddot
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alkoto szerin aminosavhoz irreverzibilis modon kapcsolodni, igy gatolni az enzim aktivitasat

(Abbas és Comeau, 2003; Khrisna és mtsi., 2001).

R. miehei Rh. oryzae Rh. stolonifer
NRRL 5282 NRRL 1526 SZMC 13609

3 C
0% 0% 2,5% 0% | 58%

10%

10,8%

M. corticolus Mo. echinosphaera m metil-butirat

0% X . ;
SZMC 12031 ® 5(5% SR m metil-kaprost
S

® metil-kaprilat
metil-kaprat

® metil-laurat

B metil-mirisztat

m metil-palmitat

B metil-sztearat

12. abra. Metil-észterek szazalékos aranya a jaromsporas gomba nyers lipazkivonatok
altal katalizalt észterez6 reakciokban.

40 °C-on, n-heptanban, 72 o6ra inkubaciot kovetéen meghatarozott mennyiségek.

100% az észterezés soran keletkezd Osszes metil-észter mennyisége.

Kisérletiinkben a vizsgalt enzimkivonatok szamos metil-észter termék képzodését
katalizaltak; a legnagyobb mennyiségben keletkezd metil-sztearat észtert a R. miehei, Rh.
oryzae, Rh. stolonifer, M. corticolus és Mo. echinosphaera lipazok esetében sorrendben 19, 7,9,
14,9, 14, és 15,8 mg/l koncentracioban detektaltuk. A kiillonboz6 zsirsav észterek (kiilondsen a
metil- és etil-észterek) hasznositasa széles korii az ipar részérdl; a biodizel és egyéb specifikus

lipidek eldallitasa mellett iz és aroma-¢szterként alkalmazhatok (Haas és mtsi., 2004; Speranza

€s Macedo, 2012; Sun és mtsi., 2009).

5.7. A lipaz enzimek tisztitasa

A lipazok kereskedelmi alkalmazasainak tobbsége nem igényel homogén
enzimkészitményt. Ezen ipari szektorok a textil ipar, valamint a detergens-, és biodizel

eléallitas, ahol nyers enzimkészitmények hasznositasa is elfogadott (Patel és mtsi., 2017).
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Azonban az enzimek homogenitasig torténd tisztitisa néhany ipari felhasznalds soran
elengedhetetlen, ilyen a finomkémia-, gydgyszer-, és kozmetikai ipar (Saxena és mtsi., 2003).
Az ipari alkalmazasuk gyors, olcsod és nagy hatékonysagu tisztitasi modszereket igényelnek
(Sharma és mtsi., 2011).

A végrehajtott fermentacios €s szintetikus aktivitasra iranyuld tesztek elvégzése utan
kivalasztottuk a tisztitani kivant enzimeket. Az extracelluldris lipdz enzimek izoldlasat R.
miehei NRRL 5282, Rh. oryzae NRRL 1526, Rh. stolonifer SZMC 13609, M. corticolus SZMC
12031, valamint Mo. echinosphaera CBS 575.75 izolatumokbol végeztiik el. Mivel a bizakorpa
szubsztrat lipAzhozamra gyakorolt hatdsa igéretesnek bizonyult, az enzimek tisztitasat az
izolatumok ezen szubsztratokon torténd tenyésztését kovetden végeztiik. A magas kihozatal
mellett nagy eldnye, hogy olcs6 malomipari termék, igy hasznositasaval az enzimek
termeltetése gazdasdgos folyamatta tehetd. A szilard fazisi fermentalas utan az enzim
extrakcidja is viszonylag egyszerti (Koblitz és Pastore, 20006).

A Rh. oryzae és R. miehei torzseket buzakorpa alapu szilard fazist fermentacioban
tenyésztettiik, igy nagy mennyiségii, magas enzimaktivitast nyers kivonatot tudtunk eléallitani.
Ezzel ellentétben RA. stolonifer, M. corticolus és Mo. echinosphaera izolatumok esetében a
btizakorpa alapu siillyesztett fermentaciot valasztottuk az enzimek nagy mennyiségben torténd
termeltetéséhez. Ezen lipazok tisztitdsa esetében a szilard fazist fermentalast kdovetd
enzimtisztitas kevésbé bizonyult hatékonynak (adatok nincsenek feltiintetve).

A nyers fermentlevek frakcionalt kis6zasat kovetden a Rh. oryzae izolatumnal a 65%, a
R. miehei torzsnél pedig a 85% telitettségli frakcio csapadéka mutatta a legmagasabb pNFP
hidrolizist, igy ezekkel a koncentralt enzimkivonatokkal dolgoztunk tovabb. A tobbi izolatum
esetében az 50 és 85% kozotti frakciok hasonlo aktivitast mutattak, igy a frakciokat egyesitettiik
¢s az egyesitett enzimkivonatot tisztitottuk tovabb. A tisztitas kdvetkezd 1épésében gélsziirést
végeztiink Sephadex G-75 toltetli oszlopon. A Rh. stolonifer izolatum esetében a G-75
Sephadex szlirést kovetden nagyon alacsony enzimaktivitast sikeriilt csak detektalnunk, igy
ezen izolatum esetében a kis6zast kdvetd enzimkivonatot Sephadex G-25 toltetii oszlopon
somentesitettiik, és tisztitottuk tovabb. Ezt kovetden anioncseréld kromatografias (R. miehei,
Rh. stolonifer, M. corticolus és Mo. echinosphaera: Macro-Prep HQ; Rh. oryzae: Uno Q-1)
elvalasztassal, majd Rh. oryzae kivételével ismételt méretkizarasos kromatografiai 1épéssel
(Sephacryl S-200HR) tovabb tisztitottuk az enzimeket. Az egyes tisztitasi 1épések utan
Osszfehérje koncentraciot, valamint a csapadékokban és feliiliszokban lipaz aktivitast mértiink.

Az enzimek tisztitisanak részletes adatait a 3. sz. mellékletben tiintettem fel.
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A R. miehei és Rh. oryzae lipazok 107,3 és 94,7-szeres tisztulasat értiik el, 2,3% €s 0,7%
visszanyerés mellett. Ezzel szemben a tobbi enzim tisztitasat alacsonyabb kihozatallal sikeriilt
véghezvinni, Rh. stolonifer 5,7-szeres, M. coticolus 29,9-szeres, mig Mo. echinosphaera lipaz
enzim esetében 19,5-sz6ros tisztulassal sikeriilt az enzimek izolalasa, sorrendben 0,13, 0,21 és
0,17% visszanyerési értékekkel. A viszonylag alacsony kihozatalhoz tobb tényezd is
hozzéjarult. Egyrészt a frakcionalt kisozas soran az enzimek elveszitették aktivitasuk egy
részEet, masrészt az enzimek a tenyésztd kozegben jelen 1évo olivaolajjal aggregatumokat,
oldhatatlan komplexeket képezhettek. A keletkez6 lipaz-lipid komplex negativan
befolyasolhatja a tisztitds folyamatat (Mateos Diaz és mtsi., 2006). Emellett a lipazok vizes
kozegben hajlamosak irreverzibilis moédon kotédni hidrofob feliilettel rendelkez6 matrixokhoz.
Jermsuntiea és munkatarsai (2011) Mo. alliacea intracellularis lipaz enzim tisztitdsanal szintén
fokozott aggregatumképzdodést tapasztaltak ammonium-szulfat frakcionalt kis6zast kdvetden,
igy alacsony enzimkihozatalt tudtak elérni.

Az altalunk elért viszonylag alacsony kihozatalok ellenére a tisztitott enzimek
viszonylag magas specifikus aktivitasat ( 147,14 —2392,6 U/mg) detektaltuk az utolsé tisztitasi
1épést kovetden, Osszehasonlitva néhany, a szakirodalomban korabban leirt jaromsporas gomba
lipaztisztitas soran meghatarozott specifikus aktivitas értékekkel: Rh. chinensis lipaz 587,5, 305
¢és 48,8 U/mg (Sun és mtsi., 2009; Sun és Xu, 2009), Rhizopus sp. lipaz 1446 U/mg (Koblitz
és Pastore, 2006), M. hiemalis f. corticola lipaz 22 U/mg (Ulker és Karaoglu, 2012) és Mo.
alliacea intracellularis lipaz 179 U/mg (Jermsuntiea és mtsi., 2011).

A kiilonb6z6 kromatografias modszerek utani, tisztitott enzimek denaturalod
gélelektroforézist (SDS-PAGE) kovetd mintazata, valamint a tisztitott lipazok nativ PAGE-
zimografidval mutatott aktivitasa az 13. abran lathato. A tisztitott enzimek molekulatomegei a
kovetkezok voltak SDS denaturalo gélelektroforézis alapjan: R. miehei 55 kDa (13. A abra),
Rh. oryzae 35 kDa (13. B abra), Rh. stolonifer 28 kDa (13. C abra), M. corticolus 20 kDa (13.
D abra) és Mo. echinosphaera 30 kDa (13. E abra).

A fonalas gombak lipaz enzimei altalaban 25 és 70 kDa kozotti molekulamérettel
rendelkeznek (Singh és Mukopadhyay, 2012). Fonalas gombak &ltal termelt lipaz enzimeket
elsdsorban a tdmlésgombak (Ascomycota) kdz¢ tartoz6 néhany izolatum esetében jellemeztek
részletesen. A szakirodalomban fellelhetd, eddig izolalt Mucoromycota extracellularis lipdzok

legfontosabb biokémiai jellemzdit a 8. tablazatban foglaltuk 6ssze.
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13. abra. A R. michei NRRL 5282 (A), Rh. oryzae
NRRL 1526 (B), Rh. stolonifer SZMC 13609 (C),
M. corticolus SZMC 12031 (D) ¢és Mo.
echinosphaera CBS 575.75 (E) tisztitott lipaz

enzimek SDS-PAGE és zimografiai analizise.

M: See Blue Plus2 molekulaméret sztenderd (Life
Technologies). 1: A tisztitott enzimek SDS-PAGE
mintazata; 2: zimografia a-naftil-acetat festéssel nativ gélen
3: zimografia 4-metilumbelliferil-nonanoat festéssel nativ

gélen
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8. tablazat. Az eddig izolalt Mucoromycota extracellularis lipazok és fobb jellemzdik.

Molekula n e .
. . . Homérséklet pH . .
Mikroorganizmus tomeg . o . Hivatkozas
optimum (°C)  optimum
(kDa)
Mucor sp. 42 35 7 Abbas és mitsi., 2002
M. javanicus (circinelloides) 21 40 7,5 Ishihara és mtsi., 1975
M. hiemalis f. corticola 46 40 7 Ulker és Karaoglu, 2012
M. hiemalis f. hiemalis 49 40 7 Hiol és mtsi., 1999
M. racemosus 20 40 5 Mohamed és mtsi., 2011
Rhizopus arrhizus 20 35 7
Lipl
Lip IT 39,7 35 9 Dobrev és mtsi., 2011
Lip 11I 6,9 35 8
Rh. arrhizus 67 n.a, n.a, Chattopadhyay és mitsi.,
1999
Rh. chinensis 28,4 37 5,5 Yasuda és mtsi., 1999
Rh. chinensis Sun és Xu, 2008
Lip1 60 n.a, n.a, Sun s misi.. 2009
Lip 2 33 40 8,0-8,5 Ui €8 mist.,
Rh. chinensis
SSF lipaz 62 40 8,0 Sun és Xu, 2009
SmF lipaz 40 40 8,0
Rh. delemar 30,3 30 8,0-8,5 Haas és mtsi., 1992
Rh. homothallicus . .
SmPF lipase 29,5 30 75 hjeeos Diazesmis,
SSF lipase 29,5 40 7,5
Rh. japonicus (NR 400) 30 n.a, 5,0 Suzuki és mtsi., 1986
Rhizopus japonicus 42 35-40 7-8,5 Aisaka és Terada, 1981
Rhizopus niveus
Lipase I 34 35 6,0-6,5 Kohno és mtsi., 1994
Lipase II 30 40 6,0
Rh. oryzae 32 35 7,5 Hiol és mtsi., 2000
Kantak és Prabhune,
Rh. oryzae 17 40 7,0 2012
Rh. oryzae WPG 29 37 8,0 Ben Salah és mtsi., 2006
Rh. 45 6
or).zzae . . Razak és mtsi., 1997
Rh. rhizopodiformis 45 6
Rh. sp. 37,5 50 55¢7.0  Koblitz és Pastore, 2006
Rhizomucor endophyticus
(Pichia pastorisban 33 40 6 Yan és mtsi., 2016
termelve)
R. miehei 31,6 37 8,0 Wu és mtsi., 1996
ﬁl [:Ziih: (UzLT-3) " s 8.7-8.8 ?9u91§/amova és Davranov,
Lipase B 40 45 8,2-8,3
R. miehei NRRL 5282 55 40 6,8-7,4 jelen dolgozat
Rh. oryzae NRRL 1526 35 30 5,0-5,4 jelen dolgozat
Rh. stolonifer SZMC 131609 28 50 4,6-5,0 jelen dolgozat
M. corticolus SZMC 12031 20 30 7,0-7.4 jelen dolgozat
Mortierella echinosphaera 30 20-30 6.6-7.0 jelen dolgozat

CBS 575.75

n. a.: nincs adat
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Az enzimek atészterezd aktivitasat a tisztitott mintdkban is ellendriztik. Az izolalt
lipazok mindegyike képes volt a pNFP ¢s etanol kozotti atészterezés katalizalasara. A tisztitott
R. miehei 15,7 U/mg, a Rh. oryzae 20,9 U/mg, a Rh. stolonifer 8,15 U/mg, a M. corticolus 13,62
U/mg, a Mo. echinospharea pedig 18,67 U/mg atészterezd aktivitast mutatott. Az aktivitas
értékek megerdsitik a nyers kivonatokkal végzett vizsgalataink eredményeit, mely soran az
izolatumok extracellularis lipaz enzimeinek igéretes szintetikus kapacitasat feltételeztiik.
Azonban fontos megemliteni, hogy a nyers kivonatokban mas lipolitikus enzimek jelenléte is
hozzajarulhatott a meghatarozott atészterez aktivitdsokhoz. A tisztitott lipdz enzimek

alkalmazhatok biokatalizatorként szintetikus folyamatok katalizalasara.

5.8. A tisztitott enzimek hidrolitikus aktivitisanak biokémiai jellemzése

A biokémiai jellemzés a tisztitott R. miehei NRRL 5282, Rh. oryzae NRRL 1526, Rh.
stolonifer SZMC 13609, M. corticolus SZMC 12031 és Mo. echinosphaera CBS 575.75
extracellularis lipazok hidrolitikus aktivitasat befolyasold tényezék meghatarozasara iranyult.
Az enzimek ezen jellemz6i meghatdrozhatjdk azok aktivitdsat és stabilitasat kiilonféle
reakciokornyezetben, igy az elvégzett vizsgalatokkal az ipari folyamatokban torténd

alkalmazhatosag szempontjabdl jelentds informéaciokkal bdviilnek ismereteink.

5.8.1. Az enzimaktivitas h6mérsékleti optimuma és stabilitasa

Az enzimaktivitas homérsékleti optimumanak és stabilitasanak megallapitasat 5 és 80
°C kozotti homérsékleti tartomanyban végeztik. Az eredményeket relativ aktivitasban
hataroztuk meg, ahol 100%-nak a 30 perc inkubaciot kovetd legmagasabb aktivitas értéket
tekintettiik (14. abra).

A R. miehei torzsbol izolalt lipaz enzim hémérsékleti optimuma a 40 °C koriili
tartomanyban talalhat6 (14. A abra); ezen hémérsékletig folyamatosan nd az enzimaktivitas,
azonban 50 °C-on mar jelent0s csokkenést tapasztaltunk. Az enzim 50 °C-ig Orizte meg
stabilitasat a 4 6ras inkubdacio alatt. Szintén magas hémérsékleti optimummal rendelkezik a Rh.
stolonifer izolatum lipaz enzime (14. C abra), mely 50 °C-on inkubalva mutatta a legmagasabb
enzimaktivitdst. Hasonldoan magas optimummal rendelkezd lipazt kordbban szintén egy
Rhizopus izolatumbol tisztitottak (Koblitz és Pastore, 2006) (8. tablazat). A Rh. stolonifer

enzim alacsony homérsékleten is hatékony volt: 5 °C-on inkubélva aktivitdsdnak 52,55%-at
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mutatta. Aktivitasanak tobb mint a felét 50 °C-ig, 20%-at 60 °C-ig megdrizte a 4 6ras inkubaciot
kovetden.

A Rh. oryzae izolatum altal termelt enzim aktivitdsanak hdmérséklet optimumat 30 °C-
on allapitottuk meg (14. B abra), a R. miehei lipazzal 6sszehasonlitva Iényegesen alacsonyabb
hémérsekleti stabilitast tapasztaltunk; 30 °C-on 4 6ran at torténd inkubalas hatasara az enzim
17%-ot veszitett aktivitasabol, 40 °C felett pedig mar nem mutatott értékelhetd aktivitast.

A M. corticolus lipaz aktivitasanak homérsékleti optimuma szintén 30 °C koriilinek
bizonyult (14. D abra). Korabbi tanulmanyokban a Mucor nemzetségbdl azonositott lipazok
tobbségénél 40 °C koriili aktivitas optimumot allapitottak meg (8. tablazat), esetiinkben e
hémérsékleten 93,01% relativ aktivitast mértiink. Erdemes megemliteni, hogy az optimélis
tartomanyban mért aktivitas koriilbeliil 45%-at mutatta 5, illetve 10 °C-on torténd inkubaciot
kdvetden is. 5 — 40 °C kozotti homérsékleti tartomanyban az enzim stabilnak bizonyult, 40 °C
felett azonban mar jelentds enzimaktivitds csokkenést tapasztaltunk. A korabbi
tanulmanyokban leirt M. javanicus lipdz enzim minddssze 30 °C-ig Orizte meg stabilitasat
(Ishihara és mtsi., 1975), mig a M. hiemalis f. corticola lipaza 1,5 6ran at 40 °C-on torténd
inkubalast kovetden 50% relativ aktivitast mutatott (Ulker és Karaoglu, 2012).

A Mo. echinosphaera enzim aktivitasanak hémérsékleti optimumat 20 és 30 °C kozotti
értéken allapitottuk meg (14. E abra). Az enzim 40 °C-ig stabilnak bizonyult, azonban 60 °C-
on mar elveszitette aktivitdsat. Az enzim aktivitdsdnak koriilbeliil 32,5%-at meg6rizte 10 °C
hémérsékleten.

A gomba lipazok aktivitasdnak optimuma altalaban a 25 — 30 °C kozotti hdmérsékleti
tartomanyban taldlhatd (Sharma ¢és mitsi., 2011). Az enzimek magas homérsékleten
bekovetkezd jelentds aktivitds csdkkenése azok denaturalodasaval, valamint fokozott
aggregatum-képzésével magyarazhatd (Noel és Combes, 2003). Az enzimek hostabilitasa
hordozdkhoz torténd kotéssel, vagy matrixba zarassal (immobilizalas, pl. alginat gyongyokbe)

tovabb fokozhat6 vizes és szerves kozegben egyarant (Tan €s mtsi., 2010).
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14. abra. A R. miehei NRRL 5282 (A), Rh. oryzae NRRL 1526 (B), Rh. stolonifer SZMC
13609 (C), M. corticolus 12031 (D) és Mo. echinosphaera CBS 575.75 (E) extracellularis

lipaz enzimek hidrolitikus aktivitdsanak homérséklet optimuma ¢és stabilitasa.

A feltlintetett relativ aktivitasok az optimalis hdmérsékleten 30 perc inkubaciot kovetden detektalt aktivitashoz

(100%) viszonyitott értékek.

Hostabil biokatalizatorokkal egyes reakciok magasabb homérsékleten mehetnek végbe,
mely szamos elénnyel rendelkezik: a nagyobb reakcids rata, alacsonyabb viszkozitds és

fokozott diffiizio miatt fokozott termékképzodés érhetd el (Hasan és mitsi., 2006; Ebrahimpour
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és mtsi., 2011). Ezt a jelenséget a nyers enzimkivonatok atészterezé aktivitasanak tesztelésénél
is tapasztaltuk (5.5.2. fejezet), ahol a kezdeti reakcidos rata fokozoddott a hdémérséklet
emelésekor. A R. miehei és Rh. stolonifer enzimek a 40 °C-on, 6 6ras inkubacié soran a
leghatékonyabb konverzidkat eredményezték, mely feltételezhetéen a hidrolitikus aktivitasnal
is tapasztalt magas hémérsékleti optimumaiknak és hostabilitasuknak is kdszonhetd. Hostabil
lipaz enzimeket elsGsorban a mososzer ipar (Jaeger és Reetz, 1998) és a szerves szintézisek, igy
a lipaz-katalizalt észterifikaciok (pl. biodizel eldallitas) igényelnek.

Ezzel szemben a Rh. oryzae, M. corticolus és Mo. echinosphaera enzimek aktivitasa
alacsonyabb hémérsékleti optimummal rendelkezik. Igéretes a Mo. echinosphaera lipaz 20 °C-
on megfigyelt katalitikus aktivitasa, valamint a RA. oryzae, Rh. stolonifer, és M. corticolus 5
°C-on mutatott maradék aktivitasa is. Alacsony hdmérsékleten az enzimek polipeptid lancanak
megndvekedett flexibilitassal kell rendelkeznie, mely eldsegiti a szubsztrat kotodését. Alacsony
homérsékleten is aktiv lipdzok nagy jelentdséglick a mososzer-, gyogyszer- és az

¢lelmiszeriparban (Joseph és mtsi., 2007).

5.8.2. Az enzimaktivitas pH optimumanak és stabilitisanak vizsgalata

Az enzimaktivitds pH optimumat és stabilitasat a pH 2,2 és pH 8,0 kozotti tartomanyban
vizsgaltuk, ahol az egyes tisztitott extracellularis lipazok esetében jelentds kiilonbségeket
talaltunk (15. abra).

A R. miehei lipaz aktivitasanak pH optimuma pH 6,8 — 7,4 kozotti tartomanyra tehetd
(15. A). Az enzim pH optimuma a magasabb tartomanyra korlatozodik, azonban alacsony pH
érteken (pH 3,0) is megdrizte aktivitasanak 27,5%-at. Az enzim meglehetdsen sziik
tartomanyon beliil, pH 7,0 — 8,0 k6zott bizonyult stabilnak. A pH 8,0 értéken még aktivitasanak
70,7%-at mutatta a 24 Oras inkubaciot kdvetden, ami az enyhén alkalikus pH-val szembeni
toleranciat feltételez. Wu és munkatarsai (1996) a kereskedelmi forgalomban kaphat6 R. miehei
lipaz esetében hasonlo pH stabilitasi profilt allapitottak meg.

A Rh. oryzae lipaznal a pH 5,0 — 5,4 k6z6tti tartomanyra tehetjiik az enzim aktivitasanak
optimumat (15. B abra). Az enzim széles tartomanyban, pH 4,6-t6l 6,6-ig, 70% feletti relativ
aktivitassal rendelkezik. A stabilitdsa pH 5,4 és 6,8 kozott a legnagyobb; a Rhizomucor lipazzal
ellentétben pH 7,0 felett mar csak a maximalis aktivitas 20%-at Orizte meg. Egy péalma
termésbol izolalt Rh. oryzae lipaz enzim szintén alacsony stabilitasat figyelték meg alkalikus
pH-n, annak ellenére, hogy az altalunk izolalt enzimhez képest optimuma joval magasabbnak,

pH 7,5-nek bizonyult (Hiol és mtsi., 2000).
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15. abra. A R. miehei NRRL 5282 (A), Rh. oryzae NRRL 1526 (B), Rh. stolonifer SZMC
13609 (C), M. corticolus SZMC 12031 (D) és Mo. echinosphaera CBS 575.75 (E)

extracellularis lipaz enzimek hidrolitikus aktivitasanak pH optimuma és stabilitasa.
A feltlintetett relativ aktivitasok az optimalis homérsékleten és pH mellett 30 perc inkubaciot kdvetden detektalt

aktivitashoz (100%) viszonyitott értékek.

A Rh. stolonifer lipaz aktivitasdnak pH optimumat a 4,6 — 5,0 kozotti tartomanyban
azonositottuk (15. C abra). Az aktivitas ezen enzim esetében az er6sen savas pH értékektdl pH

5,0-ig fokozatosan ndvekedett, e felett azonban egyenletes csokkenést tapasztaltunk,
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aktivitasanak felét pH 6,0 felett veszitette el. Gomba lipazok koziil egyes Aspergillus,
Penicillium és Rhizopus izolatumoknal irtak le pH 5,0 koriili optimummal rendelkezd
enzimeket (Namboodiri €s Chattopadhyaya, 2000; Sztajer és mtsi., 1992; 8. tablazat). A Rh.
stolonifer lipaz sziik tartomanyban, pH 4,2 és 5,4 kozott Orizte meg stabilitasat.

A M. corticolus tisztitott lipaz pH optimumat pH 7,0 — 7,4 kozott allapitottuk meg (15.
D abra). Az enzim viszonylag sziik tartomanyon beliil bizonyult aktivnak. A pH 6,6 érték alatt
aktivitasanak kevesebb mint 50%-at mutatta, azonban az enyhén lugos pH 8,0-as pufferben
85,6% relativ aktivitast detektaltunk. Aktivitdsanak tobb mint 50%-at pH 6,2 — 74
tartomanyban megorizte. A korabban, szintén Mucor fajokbdl azonositott lipazok is pH 7,0
koriili optimumokkal rendelkeztek, kivéve M. racemosus, mely pH 5,0 értékkel (8. tablazat).

A Mo. echinosphaera lipaz pH optimuma 6,6 — 7,0 kozottinek bizonyult (15. E abra).
Az enzim rendkiviil széles pH tartomanyban volt aktiv, pH 4,6 — 8,0 kozott 50% feletti relativ
aktivitast mutatott. Emellett stabilnak bizonyult pH 3,4 és 8,0 kozott, mely a tesztelt enzimek
kozott a legszélesebb pH toleranciat eredményezte. Korabbi tanulmanyban szintén
nagymértékii pH toleranciat figyeltek meg a Mo. alliacea intracelluldris lipaz enzim
tanulmanyozasakor (Jermsuntiea és mtsi., 2011).

Az altalunk vizsgalt enzimek pH optimumai megegyeznek a legtobb gomba lipaz
enzimnél megfigyelt értékekkel, mely altaldban pH 4,0 és 8,0 kozott allapithatd meg,
ellentétben a bakterialis enzimekkel, melyek foleg a neutralis vagy lugos pH-ji kdzegben
mutatjak a legnagyobb aktivitast (Sharma és mtsi., 2011). A R. miehei, M. corticolus lipazok a
magasabb, kissé alkalikus pH tartomanyban, mig a két Rhizopus enzim az enyhén savas pH
tartomanyban bizonyult igéretes biokatalizatornak. Ezzel ellentétben az eddig azonositott
Rhizopus lipazok tobbsége pH 6,0 — 8,5 kozotti optimummal rendelkezik (Yu és mtsi., 2016).
Aktivitasanak jelent6s részét alkalikus kornyezetben is megtartd, valamint termoalkalofil lipaz
enzimeket elsGsorban a mososzer- €s a boripar igényel (Jaeger és Reetz, 1998; Sanchez és
Demain, 2017), mig savas tartomanyban is aktiv enzimeket elsGsorban az élelmiszeripari
folyamatokban hasznositanak (Pandey és mtsi., 1999). A Mo. echinosphaera lipazt széles pH

stabilitasa igéretes biokatalizatorra teszi, e tulajdonsag szamos ipari folyamatban kihasznalhato.

5.8.3. A szubsztratspecificitas meghatirozasa

A nyers lipazkivonatok szintetikus aktivitdsinak jellemzése soran bizonyos
szénlanchosszisagl zsirsavak iranti jelentds preferenciat figyelhettiink meg (5.5.2. fejezet).

Ennek tanulmanyozasat a hidrolitikus reakciokban is elvégeztiik. Az enzimek
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szubsztratspecificitdsanak tesztelésére eltéré hosszusagu zsirsavlanccal rendelkez6 pNF-észter
hidrolizisét vizsgaltuk. A kiilonb6zé kromogén szubsztratokat 0,75 mM koncentracidban
alkalmaztuk az adott reakcioelegyekben. Kontrollként a pNFP hidrolizisénél tapasztalt optikai
denzitas értéket vettiik alapul (100%).

A pNF-palmitat (C16) szubsztratnal megfigyelt eredményekkel 6sszehasonlitva 1,2 —
1,8-szor magasabb enzimaktivitas értékeket mértiink R. miehei enzimnél pNF-kaproat (C6),
pNF-kaprilat (CS8), pNF-dekanoat (C10), valamint pNF-dodekanoat (C12) szubsztratok
jelenlétében (16. A abra). A leghatékonyabbnak ezen enzim esetében a C6 — Cl12
szénlanchosszusagl zsirsavak hidrolizise bizonyult. Alacsony aktivitast tapasztaltunk a rovid
(C2 - C3) zsirsavakat tartalmazo észtereknél, €s mérsékelt aktivitast a pNF-butirat (C4) és pNF-
valerat (C5) szubsztratokkal szemben. Sziikebb szubsztratspecificitast tapasztaltunk a két
Rhizopus lipaz esetében (16. B és C abra). Mindkét enzim a C8 — C12 szubsztratokra mutatott
preferenciat, azonban a Rh. oryzae f6leg a pNF-dodekanoat (C12), mig a Rh. stolonifer lipaz a
kissé rovidebb pNF-kaprilat (C8) szubsztrat hidrolizisét katalizalta a leghatékonyabban. Utdbbi
esetében mintegy 2,5-szer magasabb aktivitast detektalhattunk a sztenderdként hasznalt pNF-
palmitathoz viszonyitva. A rovid szénlancu szubsztratokat (C2 — C4) csak kis mértékben, vagy
egyaltalan nem hidrolizaltak (0 — 10%). A Rhizopus fajok lipaz enzimeinek tobbségére a C8 —
C10, kozepes szénlanchosszusagu zsirsavak hasitdsanak preferencidja jellemz6é (Dobrev és
mtsi., 2011). A Rh. stolonifer lipazhoz hasonldan két tisztitott Ra. homothallicus lipaz izoenzim
is a C8-as pNF-kaprilat szubsztratot hasitotta leghatékonyabban (Mateos Diaz és mitsi., 2006).
Ezzel ellentétben a Rh. chinensis extracellularis lipaz az altalunk izolalt RA. oryzae lipaz
enzimhez hasonléan a C12-es pNF-dodekanoat hidrolizisét katalizalta leginkabb (Sun és mtsi.,
2009; Sun és Xu, 2009).

A Mo. echinosphaera ¢és M. corticolus izolatumok lipaz enzimei széles
szubsztratpreferenciat mutattak (16. D és E abra). A M. corticolus lipaz a C4 — C12, mig a Mo.
echinosphaera lipaz a C3 — C10 kozotti szénlanchosszusagu zsirsavakat tartalmazo aril-
¢sztereket hidrolizalta hatékonyan. A Mo. echinosphaera enzim a révid szénlancu pNF-acetat
(C2), és -propionat (C3) szubsztratokat is hasitotta, 36,3 és 116,8% relativ aktivitast mutatva a
kontroll palmitathoz viszonyitva.

A legtobb gomba lipaz a kdzepes és hosszu (C8 — C18) szénatomszam trigliceridekre
mutat szelektivitast (Mateos Diaz és mitsi., 2006; Saxena és mtsi., 2005), azonban néhany
Geotrichum, Aspergillus és Penicillium nemzetségbe tartozo gombafajbol izolalt lipaz a C4 —

C8 hosszusagu zsirsavlancot részesiti elényben (Jermsuntiea és mtsi., 2011).
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16. abra. Kiilénb6z6 aril-észterek hidrolizise a R. miehei NRRL 5282 (A), Rh. oryzae NRRL
1526 (B), Rh. stolonifer SZMC 13609 (C), M. corticolus SZMC 12031 (D) és Mo.
echinosphaera CBS 575.75 (E) extracellularis lipaz enzimekkel.

A feltiintetett relativ aktivitdsok 30 perc inkubéciot kovetden pNF-palmitat szubsztrattal detektalt optikai
denzitashoz (100%) viszonyitott értékek.

Az eddig tisztitott jaromspoérds gomba lipaz enzimek -elsdsorban a kozepes
lanchossziisagu zsirsavakat preferaljak, néhany enzim azonban a rovidebb, C2 — C6 zsirsavakat
is képes hatékonyan hidrolizalni (Hiol ¢és mtsi.,, 1999; Yu ¢és mtsi., 2009). A

szubsztratspecificitas vizsgalata soran nyert eredményeink a szakirodalmi adatokkal
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megeggyezoek, vagyis az altalunk vizsgalt tisztitott lipazok szintén, elsésorban a kdzepes és
hosszu zsirsavak hidrolizisét katalizaltdk (C6 — C16), valamint néhany esetben a rovidebb aril-
¢észtereket is. Az enzimek szubsztratspecificitasat szamos tényez6 befolyasolhatja, igy példaul
egyes fémionok jelenléte. Abbas és munkatarsai (2002) megfigyelték, hogy 5 mM CaCl,
hozzaadasa a reakcidelegyhez mintegy 3,5-szeresére novelte a hossza szénlancu zsirsavakat
tartalmazo trigliceridek hidrolizisét, azonban a koncentraciéo novelésével a tovabbi aktivitas
emelkedés mar nem volt szamottevo.

Az enzimek szintetikus aktivitasanal tapasztalt szubsztratspecificitasokkal (5.5.2. és
5.6.2 fejezet) Osszehasonlitva megallapitottuk, hogy kiilonbség figyelheté meg a szintetikus és
hidrolitikus aktivitasoknal mutatott preferenciakban. A R. miehei €s Rh. stolonifer enzimek
szintetikus reakciokban foleg a 12 — 18 szénatomszamu zsirsavak athelyezését/észterezését
részesitik eldnyben, mig hidrolitikus reakcidkban a rovidebb, 8 szénatomszamu kaprilsavat
szabaditjak fel legnagyobb mértékben. A Mo. echinosphaera enzim az atészterezés soran a C8,
észterezo reakcioban a C16 — C18, mig hidrolitikus reakciéban a C6 — C10 zsirsavakra mutatott
szelektivitast. A Rh. oryzae és M. corticolus lipazok hidrolitikus és atészterez6 aktivitasaikban
hasonld szubsztratspecificitast eredményeztek, elsésorban a 8 — 12 szénldnchosszusagu
zsirsavat tartalmazo aril-észtereket preferaltak. Eszterezé reakcioban azonban mar a hosszu,
Cl6 — CI18 zsirsavakat részesitették elényben. A metil-észterek szintézisének
tanulmanyozasakor M. corticolus és Mo. echinosphaera enzimek széles szubsztratspecificitast

mutattak, amit a hidrolitikus reakciok soran is tapasztaltunk.

5.8.4. Az enzimek jellemz6 kinetikai paraméterei

A tisztitott extracellularis lipaz enzimek kinetikai paramétereinek megallapitasat pNF-
palmitat szubsztrat kiilonb6z6 koncentracioban torténd alkalmazasaval, a Lineweaver-Burk-
féle kettds reciprok abrazoldssal végeztiikk (Lineweaver és Burk, 1934). A vizsgalat soran
megallapitottuk az enzimek Michaelis-Menten allandojat (Km), amely az enzim-szubsztrat
komplex bomlasi sebességi allandodja, valamint a maximalis reakcidosebességet is (Vmax). A
tisztitott enzimek a Michaelis-Menten kinetikanak megfelel6 telitési gdrbét mutattak a tesztelt
pNFP szubsztratra, a paraméterekben azonban jelentds eltéréseket talaltunk az egyes lipazok
kozott. A szamitott Km €s Vimax értékeket a 9. tablazat tartalmazza.

A legmagasabb K, értékeket R. miehei NRRL 5282 (1,13 mM) €s Rh. oryzae tisztitott
lipaz (1,08 mM) esetében hataroztuk meg, mely a tobbi vizsgalt enzimhez képest alacsony

szubsztrathoz val6 affinitast feltételez. Ennél alacsonyabbnak talaltuk a tobbi vizsgalt lipaz
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enzim Ky €S Vmax értékeit (Km: 0,26 — 0,34 mM és Vimax: 29,67 — 33,44 uM/perc). Az alacsony
Michaelis-Menten allandd (Kwm) azt feltételezi, hogy az enzim-szubsztrat komplex stabilan
megmarad, igy ezen enzimek pNFP szubsztrathoz valo affinitdsa nagyobb. Emellett az alacsony
Vmax értékeknek kdszonhetéen a szubsztrat hidrolizise lassabb, mint R. miehei és Rh. oryzae

enzimek esetében.

9. tablazat. A tisztitott lipazok pNFP szubsztratra vonatkoz6 kinetikai paraméterei.

A tisztitott enzim forrasa Km (mM) Vimax
(nM/perc)
R. miehei NRRL 5282 1,13 86,2
Rh. oryzae NRRL 1526 1,08 98,1
Rh. stolonifer SZMC 13609 0,26 29,67
M. corticolus SZMC 12034 0,28 33,44
Mo. echinosphaera CBS 575.75 0,34 30,47

Korabbi tanulmanyokban szintén pNFP szubsztratra hataroztak meg a Mucor hiemalis
f. corticola lipaz kinetikai paramétereit, melyeket 1,327 mM ¢és 91,11 pM/perc értékeknek
allapitottak meg (Ulker és Karaoglu, 2012). Az altaluk meghatirozott Vmax érték a mi
vizsgalatunkban R. miehei €s Rh. oryzae lipaz enzimeknél megallapitott Vmax értékekhez
hasonld. Yu ¢és mtsi. (2009) 0,304 mM Ku €és 30,76 pM/perc Vmax €rtékeket irtak le a
rekombinans Rhizopus chinensis (127RCL) lipaz pNFP szubsztrat hidrolizisének
tanulmanyozasakor. Ezen alacsony K érték alacsony szubsztrathoz vald affinitast mutat,
hasonléan mint a mi esetliinkben RhA. stolonifer, M. corticolus, Mo. echinosphaera lipazoknal.
Koblitz és Pastore (2006) Rhizopus nemzetségbe tartozo torzsbol tisztitott extracellularis lipaz
enzim kinetikai paramétereinek meghatarozasat pNF-laurat (dodekanoat) szubsztrattal
végeztek; a K értéket 2,4 mM-nak, mig a Vmax €rtéket 277,8 U-nak talaltak, mely joval

magasabbak, mint a mi enzimeink esetében pNF-palmitat szubsztrattal meghatarozott értékek.
5.8.5. Az enzimek regioszelektivitisanak meghatarozasa

A lipaz enzimek fontos tulajdonsaga a triglicerid molekuldk hidrolizise soran
mutatott helyzeti specificitds, mely meghatirozza a reakcié soran felszabadulo di-, és

mongliceridek jellegét. Emellett az enzimek felhasznalhatosdga szempontjabol is fontos

karakter. Az altalunk izolalt extracellularis lipdz enzimek regioszelektivitdsanak
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meghatarozasat a trioleat szubsztrat hidrolizise soran keletkezd termékek vékonyréteg
kromatografias eljarassal torténd vizsgalataval végeztiik.

A vékonyréteg kromatografia eredménye az 17. dbran lathato. A 2 6ras inkubaciot
kdvetden a vizsgalt enzimek az 1-es és 3-as pozicidban 1évo észter kotéseket hidrolizaltak,
mivel csak olajsav, () 1,2-dioleat és monooleat termékeket detektaltunk (17. abra A — E).
csak kis mértékben képesek az észter kotések bontasara.

Az 1,3-as regioszelektivitas a legtobb gomba lipazra, igy példaul Rhizopus oryzae
ATCC 96382, valamint Rh. rhizopodiformis (Razak ¢és mitsi.,, 1997), Rhizomucor
endophyticus (Yan és mtsi., 2016), Aspergillus oryzae és A. niger NCIM 1207 (Mhetras és
mtsi., 2009; Toida és mtsi., 1998), ezen kiviil néhany bakterialis enzimre (Bakir és Metin,
2016; Ebrahimpour és mtsi., 2011) jellemz6. Az 1,3 regioszelektivitassal rendelkezo lipazok
szamos folyamatban hasznosithatok, igymint valtozatos atészterezési reakciok katalizalasa,
valamint struktaralt lipidek el6allitasa (Alnoch és mtsi., 2015; Yiicel és mtsi., 2012; Palla és

mtsi., 2012).

- T T — S R W e, trioleat

. . olajsav

. 1,3-dioleat
i - = - - () 1,2-dioleat

- ' monooleat

1 2 3456 A B C€C D E

17. abra. A R. miehei NRRL 5282 (A), Rh. oryzae NRRL 1526 (B), Rh. stolonifer NRRL
13609 (C), M. corticolus SZMC 12031 (D) és Mo. echinosphaera CBS 575.75 (E)

extracellularis lipaz enzimek trioleat hidrolizisének termékei.
1 —5: sztenderdek: trioleat (1), olajsav (2), 1,3 dioleat (3), (+) 1,2-dioleat (4), monooleat (5).

6: enzim nélkiili kontroll
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5.8.6. Fém ionok és reagensek enzimaktivitasra gyakorolt hatasa

Kiilonb6z6 fémsok (HgClz, CuSOa, ZnCla, MnCl,, CaCly, MgSO4, NaCl, KCI, CoCly),
valamint N-brémszukcinimid (NBS), etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA) és Na-lauril-szulfat
(SDS) reagensek enzimaktivitasra gyakorolt hatasat is megvizsgaltuk (10. tablazat). A
kationokat 5 mM, a reagenseket 10 mM koncentracioban alkalmaztuk az egyes
reakcioelegyekben. A kiilonb6z6 fémionok eltérd szerepet jatszanak az enzimek szerkezetének
¢s funkcidjanak meghatdrozadsaban. Szamos aminosav oldallanchoz képesek kapcsolodni a
fehérjén, stabilizalhatjak vagy destabilizalhatjak az enzim szerkezetét, illetve az aktiv centrum
denaturalodasat, vagy aktivitasanak megvaltozasat is okozhatjak (Li és mtsi., 2011; Colak és
mtsi., 2005). Emellett képesek lehetnek a zsirsavakkal komplexek képzésére, igy
megvaltoztatva azok oldékonysagat és viselkedését a hatarfeliileten, ahol az enzimreakciod
zajlik. A zsirsavak felszabadulasa a reakciokdzegben komoly hatassal van a reakcio ratajara
(Ulker és Karaoglu, 2012). Szdmos enzim esetében megallapitottik, hogy bizonyos fémionok
jelenléte sziikséges az aktivitas és stabilitds megdrzése, illetve fokozéasa érdekében (Salameh €s
Wiegel, 2007). Ilyenek a fém-aktivalt enzimek, melyek a fémionokat lazan kotik meg,
ellentétben a fémiont kofaktorként szorosan megkoté metalloenzimekkel. Elébbieket
leggyakrabban az alkalifémek, és alkalifoldfémek kationjai aktivaljak és stabilizaljak (Rahman
¢és mtsi., 2005).

A Hg?*, az NBS és az SDS jelentdsen gatolta a vizsgalt enzimek aktivitasat (10.
tablazat). Mindossze a Rh. stolonifer lipaza bizonyult stabilnak NBS jelenlétében. A Hg?*
mtsi., 1998), emellett utalhat arra, hogy az enzim megfelelé miikodéséhez tiol csoport jelenléte
sziikséges. Az NBS altali gatlas triptofan, hisztidin, vagy tirozin aminosavak jelenlétére utal az
aktiv centrumban (Koblitz és Pastore, 2006). Az SDS erds detergens, mely a nativ fehérjék
denaturalodasat, igy aktivitasuk elveszitését eredményezi. Egy Mucor faj esetében az SDS és a
Hg?" szintén erds gatlast fejtett ki az izolalt lipz enzim aktivitasara (Abbas és mitsi., 2002). A
Dobrev és munkatarsai (2011) altal vizsgalt Rh. arrhizus lipdz esetében a nem polaros
vegyiiletek, mint a Triton X-100 nem inaktivaltdk az enzimet, mig a negativan toltdttek, mint
az SDS az enzim stabilitasanak csokkenését okoztak.

A Mg?>" a R. miehei és Rh. oryzae enzimeket kismértékben, Mo. echinosphaera lipazat
jelentésen, 75%-kal fokozta. Utobbi enzim aktivitasat a Ca" is fokozta, 24%-0s novekedést
eredményezve. A Mo. alliacea intracellularis lipaz aktivitasat a CaCl, 1 mM koncentraciéban

alkalmazva hasonlé mértékben, 29%-kal fokozta (Jermsuntiea és mtsi., 2011). A Ca?" és Mg?*
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jelentds enzimaktivitas-fokozo hatasat irtak le Mo. vinacea extracelluléris lipdz enzimnél is,
ahol ezen fémsok igen kis koncentracioban (0,2 mM) torténd alkalmazasa is szamottevo
aktivitas-novekedést eredményezett (Gaspar és mtsi., 1999). A Ca?" enzimaktivitds fokozo
hatasat talaltak tovabba Rh. delemar (Haas és mtsi., 1992), Mucor hiemalis f. hiemalis (Hiol és
mtsi., 1999) és egy palmatermésrol izolalt Mucor torzsbol szarmazo extracellularis lipaz (Abbas

¢s mtsi., 2002) tanulmanyozasa soran is.

10. tablazat. Fémsok és reagensek hatésa a tisztitott lipaz enzimek hidrolitikus aktivitasara.

Relativ aktivitas (%)*

Fémso vagy Mo.
reagens R. miehei Rh. oryzae Rh. stolonifer M. corticolus S
NRRL 5282 NRRL 1526 SZMC 13609 SZMC 12031 CBS 575.75

Kontroll 100 100 100 100 100
HgCl2 10,2 +£ 0,7 12,8 £ 1,6 334+49 23,7+3.,8 42,3+45
CuSOq4 77+6,3 91,6 £5,8 94,7+ 6 48,7+ 1,1 1042 +7,4
ZnS0O4 76,6 £2 44+ 42 110,6 £ 0,1 48,7+5,9 67+4
MnCL 60,1 +428 63,6+3 87,3+ 10,9 56,3+4,7 74 £ 10,5
CoClL 79+3.2 80+5,2 114,6 £9,2 62+0,1 81,4+ 1
CaCl 84+25 38+0,7 832+8 55,8+ 1,5 123,6 £ 5,7
MgSO4 110 £ 6,1 107,5+7,2 90,8 + 10,5 98+£53 175,1 £8,2
NaCl 137,2+ 8,9 76 £4,8 113,3+9,5 108,7 2,4 137+ 13,9
KCl 98,9+ 6,4 93,3 +4 119,5+1,8 105,6 2,9 130 +9,8
NBS 18,5+3,3 8,1+42 114+17,2 13+£29 504+54
EDTA 65,3+4,7 74,75 1373+ 12,4 84,7+3,5 142+11,8
SDS 1+£0,3 4.8+0,6 47 + 3,44 3,7+0,2 10,11

* A feltiintetett relativ aktivitas értékek a gatloszert nem tartalmazo (kontroll) reakcidelegyben mért enzimaktivitas
értékekhez (100%) viszonyitott adatok. Kék szinnel kiemelve a megndvekedett enzimaktivitds, narancs szinnel az

50%-ot meghaladé aktivitas-csokkenés lathato.

A reakciokozegben jelen 1évé 5 mM Na* és K" a legtobb vizsgalt enzim aktivitasat 5 —
37%-kal fokozta. A Na® hasonlod aktivitas-fokoz6 hatasat leirtdk Rh. oligosporus var.
microsporus (Iftikhar és mtsi., 2011) és Geotrichum marinum (Huang és mtsi., 2004) lipazoknal
is. Az aktivitas novekedésének lehetséges magyarazata, hogy a reakcioelegyben jelen 1&vé so6
konforméacios szinten stabilizalja az enzimet, mely az aktiv centrum integritasanak

megerositésével fokozza a lipaz enzim hidrolitikus aktivitasat (Noel és Combes, 2003).
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A Hg?", az NBS, az SDS és a Ca?" mellett a Rh. oryzae lipaz esetében Zn?* jelenlétében
figyeltiink meg jelentBsebb, 56%-os gatlast. A M. corticolus enzimet a Zn*> mellett a Cu®" ion
is jelentésen gatolta, 48,7 — 48,7% relativ aktivitast eredményezve. Palmatermésrél izolalt
termofil Rh. oryzae torzs lipaz enzim jellemzésekor a Cu?* er8s gatld hatasat tapasztaltak (Hiol
¢s mtsi.,, 2000). Ezzel szemben a Rh. stolonifer lipaz aktivitasat csak kismértékben (6%)
csokkentette. Ennél az enzimnél a Co?" és Zn?' jelenlétében megkozelitbleg 10 — 14%
enzimaktivitids emelkedést tapasztaltunk. A Mo. echinosphaera lipaz aktivitasat a Cu®" nem
befolyésolta jelentésen, mig a Co®", a Mn?* és a Zn>" 19 — 33%-kal csokkentette.

Az EDTA, mint kelatol6 agens, enzimaktivitasra gyakorolt hatasat is megvizsgaltuk 10
mM koncentracioban alkalmazva, mely a vizsgalt lipdzok aktivitasat 16 - 35%-kal csokkentette,
mig Rh. stolonifer és Mo. echinosphaera esetében 37,3% és 42%-kal fokozta. A M. corticolus
lipaznal mérsékelt gatlast tapasztaltunk (84,7% relativ aktivitas), hasonloan a M. hiemalis f.
corticola torzs lipaz enziméhez, melyre 0,1% koncentracioban alkalmazott EDTA nem volt
jelentds hatassal (Ulker és Karaoglu, 2012).

A tisztitott enzimek, kiilonosen a Rh. stolonifer és a Mo. echinosphaera lipazok
rendkiviil stabilnak bizonyultak szamos vizsgalt fémso jelenlétében, mely igéretes tulajdonsag

lehet az ipari €s biotechnologiai folyamatokban val6 felhasznalhatosag szempontjabol.

5.8.7. Alkoholok és alkanok enzimaktivitasra gyakorolt hatasa

A lipaz enzimeket széles korben alkalmazzak szintetikus szerves reakciokban. Ezen
folyamatok katalizalasahoz azonban szerves oldoszerekben is stabil és aktiv lipazokra van
sziikség. Az egyik legjelentdsebb felhasznalas a biodizel eldallitasa, mely els6sorban metanol
jelenlétében torténik, azonban mas alkoholok is alkalmasak a zsirsavak atészterezésére (pl.
etanol, izopropanol, izobutanol) (Salis €s mtsi., 2007). A kiilonféle szerves oldoszert tartalmazo
vizes kdzeg modosithatja az enzim aktivitasat és stabilitasat (Gaspar €s mtsi., 1999). A hatas
fiigg az oldoszer kémiai szerkezetétol és fizikai paramétereitdl, illetve az enzim felépitésétol
egyarant (Li és mtsi., 2011). Kiilonb6z6 elsd- €s masodrendii alkoholok, és alkanok hidrolitikus
aktivitasra gyakorolt hatdsat 5 — 20% (v/v) koncentracidban vizsgaltuk. Kontrollként az
oldoszer nélkiili mintaban mért optikai denzitas értéket vettiik alapul (100%).

A R. miehei enzim aktivitasat a metanol és az etanol 5 — 10%-os koncentracidban csak
kis mértékben, 15%-kal csokkentette, még 20%-os koncentracidban alkalmazva is 60% koriili
relativ aktivitast detektaltunk (18. A abra). Hasonl6an a propanol és izopropanol sem gatolta

jelentdsen az enzim aktivitasat 5 — 10% koncentracioban. A butanol mar 10% koncentracidban

86



az enzimaktivitas szinte teljes gatlasat okozta, mig a hexanol esetében dozistol fiiggd fokozatos
gatlo hatast tapasztaltunk, mely 20%-nal mar csak 7,3% relativ aktivitidst eredményezett.
Izoamil-alkoholt 5 — 10%-o0s koncentracioban alkalmazva a kontroll aktivitashoz viszonyitva
enyhén magasabb (109,8 és 106%) értékeket detektaltunk. A tesztelt alkdnokban igéretes
stabilitast figyelhettiink meg, izooktan esetében jelentds aktivalo hatast is tapasztaltunk (114,7
—127,4% relativ aktivitas) (18. B abra). A R. endophyticus lipaz aktivitasat Yan és mtsi. (2016)
vizsgalataiban metanol (113%), ciklohexan (154%) és heptan (169%) fokozta, butanol kis
mértékben (88%), mig aceton (31%), acetonitril (1,5%) és izopropanol (0,9%) jelentésen
csokkentette.
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18. abra. Kiilonboz6 koncentracioju alkoholok (A) és alkanok (B) hatdsa R. miehei NRRL
5282 lipaz aktivitasara.

A feltiintetett relativ aktivitas értékek az olddszert nem tartalmazoé (kontroll) reakcidelegyben mért

enzimaktivitas értékekhez (100%) viszonyitott adatok.

A Rh. oryzae izolatum lipdza stabilnak bizonyult 5% propanol és izopropanol
jelenlétében, emellett 5% etanolt vagy metanolt alkalmazva mindossze 20%-kal csokkent az
enzim aktivitdsa (19. A dbra). A hexanol, butanol és izoamil-alkohol mar 5%-o0s
koncentracioban is jelent6sen csokkentette a lipazaktivitdst. A Rh. oryzae lipaz a vizsgalt
alkdnokban 70 — 80% relativ aktivitast mutatott (19. B abra). A Hiol és munkatarsai (2000)
altal izolalt Rh. oryzae extracelluldris lipaz szintén stabilnak bizonyult alkdnokban és hosszu
lancu alkoholokban, de denaturalédott hidrofil olddszerekben (pl. aceton) és rovid lanca
alkoholokban (metanol és etanol).

A Rh. stolonifer izolatum 4altal termelt lipdz enzim igéretes stabilitast mutatott 20%
metanol, etanol €s izopropanol jelenlétében, ahol 55,1, 52,8 és 74,3% relativ aktivitdsokat

allapitottunk meg (20. A abra). Ezzel ellentétben egy Rhizopus fajbol izolalt lipaz esetében a
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metanol jelent6s denaturald hatasat irtak le, alkalmazasanal alacsony relativ aktivitast figyeltek
meg (Koblitz és Pastore, 2006). Az izoamil-alkohol 10%-o0s koncentracioban 28,5%-kal
fokozta, mig 20%-os koncentracioban alkalmazva mar jelentdsen csokentette a pNF
felszabadulasat. Az enzim aktivitasat 5% propanol és butanol szintén fokozta 11,8 és 24,4%-
kal, mig 10 és 15%-0s koncentracioban jelentés mértékben csokkentette. Az enzimaktivitas
jelentds emelkedését tapasztaltuk alkanok jelenlétében (20. B abra); mintegy masfél-kétszeres

aktivitas novekedést figyelhettiink meg 20% ciklohexan és heptan esetében.
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19. abra. Kiilonb6z6 koncentracioji alkoholok (A) és alkanok (B) hatdsa Rh. oryzae NRRL
1526 lipaz aktivitasara.

A feltiintetett relativ aktivitas értékek az oldoszert nem tartalmazo (kontroll) reakcidelegyben mért

enzimaktivitas értékekhez (100%) viszonyitott adatok.
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20. abra. Kiilonb6z6 koncentracioju alkoholok (A) és alkanok (B) hatasa RA. stolonifer
SZMC 13609 lipaz aktivitasara.

A feltiintetett relativ aktivitas értékek az oldoszert nem tartalmazo (kontroll) reakcidelegyben mért

enzimaktivitas értékekhez (100%) viszonyitott adatok.
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A M. corticolus lipadz enzim aktivitdsat metanol, etanol és izopropanol még 20%-o0s
koncentracioban alkalmazva sem gatolta (21. A abra). A Mucor hiemalis . hiemalis t6rzsbol
izolalt extracellularis lipaz esetében a metanol €s etanol jelentds gatlo hatasat allapitottak meg
(Hiol és mtsi., 1999). Jelent6s hidrolizis-gatlast a butanolt és a hexanolt 5%-o0s koncentracid
felett alkalmazva tapasztaltunk. A kontroll reakcidhoz képest nagyobb p-nitrofenol
felszabadulast mértiink 15 és 20% metanol, illetve 20% izopropanol jelenlétében. Izoamil-
alkohol 5 — 10%-o0s koncentracidban jelentds gatlast eredményezett, azonban 20%-o0s
koncentraci6 felé haladva emelkedd pNF mennyiséget tapasztaltunk. A M. corticolus lipaz
szintén stabilnak bizonyult a vizsgalt alkdnok jelenlétében (21. B abra). Mintegy 10 — 15%

aktivitas novekedést 10 — 20% ciklohexan és 15 — 20% izooktan jelenlétében tapasztaltunk.
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crer

SZMC 12031 lipaz aktivitasara.

A feltiintetett relativ aktivitas értékek az olddszert nem tartalmazoé (kontroll) reakcidelegyben mért

enzimaktivitas értékekhez (100%) viszonyitott adatok.

A Mo. echinosphaera izolatum altal termelt lipaz enzim igéretes stabilitast mutatott 15
— 20% metanol, etanol és izopropanol jelenlétében (22. A dbra). Az enzimet az izoamil-
alkohol, butanol és hexanol dozisfiiggd modon gatolta, azonban 20% hexanol jelenlétében is
45,9% relativ aktivitast figyeltink meg. Az enzimaktivitds novekedését 5% propanol, 10%
metanol és etanol, valamint 5 - 20% izopropanol jelenlétében tapasztaltuk. A Mo.
echinosphaera lipaz aktivitasat a hexan és izooktan 15%-0s koncentracidig szamottevoen nem
befolyasolta, mig a heptan és ciklohexan kismértéki aktivitas-csokkenést okozott. Az izooktan

20%-o0s koncentracioban alkalmazva 60%-kal csokkentette az enzimaktivitast (22. B abra).
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CBS 575.75 lipaz aktivitasara.

A feltiintetett relativ aktivitas értékek az olddszert nem tartalmazoé (kontroll) reakcidelegyben mért

enzimaktivitas értékekhez (100%) viszonyitott adatok.

Az egyes alkoholok esetében tapasztalt serkentd hatas tobbféle tényezOnek
tulajdonithatdé. A reakcidokdzegben jelen 1év6 oldoszer a szubsztrat oldékonysaganak
fokozodasat, igy a reakcids rata ndvekedését eredményezheti (Gaspar és mtsi., 1999). Ezen
jelenség kis koncentracioban (5 — 10%) jelen 1évé, vizzel elegyedd olddszerek (alkoholok)
esetében figyelhetd meg. Azonban a vizzel elegyed6 olddszerek legtobbszor destabilizaljak az
enzimet, igy azok aktivitdsanak csokkenését eredményezik (Ebrahimpour és mtsi., 2011). Az
aktivitasok emelkedésének masik lehetséges oka, hogy az alkohol koncentracié ndvekedésével
csokken a reakciokozegben a vizaktivitas, igy a hidrolitikus aktivitas helyett fokozatosan az
atészterez6 reakciok keriilnek el6térbe (Abbas és Comeau, 2003). Néhany megfigyelt aktivitas-
novekedés a feltételezhetden lejatszodd atészterezés kovetkeztében végbemend pNF
felszabadulés, valamint a vizes kdzegben parhuzamosan zajl6 hidrolizis eredményei. Alacsony
vizaktivitds mellett hidrolizis és szintézis is torténhet egyidejlileg; a jelen 1évo viz
mennyiségének tovabbi csokkenésével fokozatosan a szintetikus folyamatok felé tolodik a
reakcio.

A vizsgalt enzimek a telitett alkdnokban igéretes stabilitdst mutattak. Ezen oldoszerek
mennyiségének novekedése a legtobb esetben fokozta az enzimek stabilitasat, igy az
enzimaktivitasokban ndvekvé tendenciat tapasztaltunk. Az enzimek szerves alkanokban
mutatott stabilitasat az atészterezési reakciok tanulmanyozasakor (5.5.2. fejezet) is tapasztaltuk.
Hiol és munkatarsai (1999) M. hiemalis f. hiemalis lipaz esetében szintén azt talaltak, hogy a

vizzel nem elegyedd (izooktan, heptan és hexan) oldoszerekben az enzim megdrizte stabilitasat
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(100 — 107% relativ aktivitas). Ennek egyik lehetséges oka, hogy az alkdnok, mint vizzel nem
elegyedd szerves oldoszerek hidrofob feliiletet alakitanak ki, ezaltal a hatarfeliileti aktivacio
mtsi., 2013), igy ezen olddszerek jelenlétében fokozott enzimaktivitas figyelhetd meg. Egy
masik hipotézis szerint ezen oldoszerek képesek interakcioba is lépni az enzimmel a
szubsztratktd helyén, illetve annak kornyékén, igy befolyasoljak a szubsztrat atalakitasat és a
reakcio ratajat. Ezen elmélet egy szolvens-enzim komplex létrejottét feltételezi (Cernia és mitsi.,
1998). Oldoszerekben aktiv és stabil enzimek elsdsorban az olajkémia-, és gyogyszeripar
terliletén, a szerves kémiai szintézisek katalizalasaban jatszanak fontos szerepet. Ezek alapjan
a tisztitott lipazok felhasznalat6ak ezen ipari folyamatok katalizasasara, oldoszerekben mutatott

stabilitasuknak koszonhetden.
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6. OSSZEFOGLALAS

A lipaz enzimek a trigliceridek hidrolizisét katalizaljak. Hidrolitikus aktivitasuk mellett
vizmentes, vagy alacsony viztartalmu kdzegben észter kotések szintézisére és athelyezésére is
képesek. Biologiai jelentdségiikon kiviil fontos szerepet toltenek be egyes biotechnologiai és
ipari alkalmazdsokban, az altaluk katalizalt reakciok valtozatossaganak, valamint az enzimek
nagyfoku szubsztratspecificitasanak koszonhetéen. Lipaz enzimeket széles korben
alkalmaznak tobbek kozott az élelmiszer-, a gyogyszer-, a bor- és a detergens iparban, valamint
a szerves szintézisek soran egyarant. Napjainkban a kereskedelmi forgalomban kaphato lipazok
tulnyomo6 tobbsége mikrobialis eredetii, baktériumok vagy fonalas gombak altal termelt. A
biotechnologiai és ipari fejlesztések a hidrolitikus és/vagy szintetikus reakciok katalizalasa
szempontjabol elonyos tulajdonsagokkal rendelkezd enzimek azonositasat teszik sziikségessé.
A jaromspoéras gombak kozt szdmos jo extracellularis enzimtermeld torzs ismert, azonban
lipaztermelésiikr6l kevés informacio all rendelkezésiinkre. Az enzimek hidrolitikus és
szintetikus aktivitasara, és biokémiai jellemzdire vonatkozé ismeretek is korlatozottak.

Munkank soran célul tiztik ki az alapkutatasban ¢és ipari fejlesztésekben is
hasznosithat6 lipaztermeld jaromsporas gombatorzsek azonositdsat és az altaluk termelt
enzimek jellemzését. Ennek érdekében szamos torzs lipaztermelését teszteltiik tributirines
kozegben, vizsgaltuk az enzimtermelést kiilonboz6 tenyésztési koriilmények mellett,
tisztitottunk termelt enzimeket, valamint lipaz-katalizalt hidrolitikus és szintetikus reakcidkat
is jellemeztiink.

A kutatési program soran az alabbi eredményeket sikeriilt elérniink:

1. Azonositottunk magas extracellularis lipolitikus aktivitassal rendelkezd jaromsporas
gombatorzseket.

Jelen munkaban a Gilbertella, Rhizomucor, Rhizopus, Mucor, Dissophora, Gamsiella,
Mortierella és Umbelopsis nemzetségbe tartozd 204 gombatdrzs lipaztermelését teszteltiik
tributirin tartalmt szilard tapkozegen. A telepek koriil keletkezd feltisztulasi zondk és
telepatmérok alapjan 21 nagy extracellularis lipolitikus aktivitassal rendelkezd torzset
azonositottunk. Ezek koziil Mo. alpina, Mo. echinosphaera, M. corticolus, R. miehei, Rh.
oryzae, Rh. stolonifer, U. autotrophica, U. isabellina, U. ramanniana var. angulispora és U.

versiformis izolatumokat valasztottunk ki tovabbi vizsgalatok elvégzése céljabol.
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2. Megvizsgaltuk a kivalasztott torzsek lipaztermelését kiilonféle induktiv koriilmények
kozott folyadék és szilard fazisu fermentacioban.

Teszteltik kiilonb6zé nodvényi olajok, valamint szintetikus lipid szarmazék
enzimtermelésre gyakorolt hatasat. A Tween 80 és az olivaolaj jelentésen megndvelte a legtobb
tesztelt torzs lipaztermelését, igy hatasos induktornak bizonyult. A tesztelt novényi olajok koziil
els6sorban a szoOja-, szezammag-, gyapotmagolajok fokoztdk még egyes izolatumok
enzimtermelését.

A buzakorpa hatékony induktora a fonalas gombak lipaztermelésének, igy a kivalasztott
torzsek enzimtermelését buzakorpa alapu folyadék és szilard fazisti fermentacidban is
teszteltiik. Folyadék rendszerben (SmF) a Mo. echinosphaera, Rh. stolonifer, U. autotrophica,
U. ramanniana var. angulispora és U. versiformis nagyobb térfogati aktivitast mutatott, mint a
minimal indukciods tapkozegen. A kiilonbdzo izolatumok esetében a tenyésztés eltérd fazisaiban
mértiik a legmagasabb lipazaktivitast. Buzakorpa alapu szilard fermentacioban (SSF) kétféle
tenyésztési koriilményt hasonlitottunk 6ssze: SSF1 esetében csak desztillalt vizzel, mig SSF2
esetében asvanyi sok oldataval, illetve 1,5% olivaolajjal egészitettiik ki a tapkdzeget. Minden
torzs esetében nagyobb, de kiilondsen a R. miehei, Rh. oryzae NRRL 1526, Rh. stolonifer és U.
versiformis izolatumok fermentleveiben jelentds, mintegy négyszer magasabb enzimtermelést
detektaltunk SSF2 tapkozegen, mint SSF1-en. Az SSF2 kozegen magas enzimtermelést a R.
miehei, M. corticolus, U. autotrophica, U. ramanniana var. angulispora és U. versiformis
(4415; 1733,4; 416,3; 355,7 és 287,1 U/g szaraz szubsztrat) torzsek esetén azonositottunk. A
bltizakorpa mellett mas magas lipidtartalmii ndévényi maradvanyokat is bevontunk a
vizsgalatainkba, ahol a legnagyobb lipazaktivitasokat makliszt és tokmag préselési drlemény,

mint szubsztrat alkalmazasa esetén kaptuk.

3. Vizsgiltuk és jellemeztilk jaromspdéras gombakbél nyert nyers lipazkivonatok
atészterezo és észterezd aktivitasait.

A kisérletekben az eldzetes tesztjeink alapjan kivalasztott izolatumok buzakorpa alapt
szilard fermentdci6 utani nyers enzimkivonataival dolgoztunk. A termelt lipazok atészterezo
aktivitasat p-nitrofenil palmitat (pNFP) acil donor és etanol acil akceptor alkalmazasaval
teszteltiik 30 perc inkubaciot kovetéen. A legnagyobb aktivitast (1,7 — 4,8 U/mg) a R. miehei,
Rh. stolonifer, Mo. echinosphaera, M. corticolus, és Rh. oryzae NRRL 1526 és NRRL 1472
torzsek altal termelt enzimek mutattak.

Az atészterezd reakciok jellemzésénél megvizsgaltuk egyes alkan és cikloalkan

reakciokozegek alkoholizisre gyakorolt hatasat, ahol altalaban a leghatékonyabb pNFP
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konverzi6 értékeket n-heptanban kaptuk. A hémérséklet atészterezésre kifejtett hatasat 20 — 50
°C kozotti tartomanyon vizsgaltuk 0,5 — 6 6ra inkubaciot kdvetden. A konverzids rata linearisan
novekedett a 6 6ras inkubacio alatt 40 °C-on, kivéve a Rh. oryzae NRRL 1472, U. autotrophica
¢s U. versiformis enzimkivonatok esetében, melyek a maximalis konverziot mar 4 ora
inkubaciot kdvetden elérték. A Rh. stolonifer, Rh. oryzae NRRL 1526, M. corticolus, Mo.
echinosphaera és Mo. alpina lipazok kezdeti pNFP konverzioja 50 °C-on hatékonyabbnak
bizonyult, mint 40 °C-on toérténd inkubacio esetén, mely a magas hémérseklet katalizist-fokozo
hatasaval magyarazhato. Hosszabb inkubacié hatdsanak vizsgalatakor a reakcids rata linearis
emelkedését tapasztaltuk az els6 48 oraban, a maximalis pNFP konverziot 96 ora elteltével
allapitottuk meg: a legmagasabb értékeket a R. miehei €s a Mo. echinosphaera enzimkivonatai
mutattak, 90,5 és 88,5% konverzioval. Az atészterezés hatékonysagat kiilonb6z6 acil akceptor
molekulak jelenlétében is teszteltiikk, melynek soran az atészterezés a vizsgalt alkoholok
mindegyikével végbement; a legmagasabb pNFP konverziot etanol esetében figyelhettiik meg.
Az etanol koncentracid atészterezésre gyakorolt hatasat 0,85 — 5,1 M (5 — 30%, v/v)
tartomanyban vizsgaltuk. A pNFP konverzié jelentés ndvekedését tapasztaltuk az etanol
koncentracio novelésével a R. miehei és Rh oryzae lipazoknal 3,4 M, mig a Rh. stolonifer és M.
corticolus enzimkivonatok esetében 4,2 M koncentracitig. Kiilonbozo acil-donor molekula
tesztelésénél a kozepes szénlanchosszisagu (C8 — C12) aril-észterek alkalmazasakor nagyobb
PNFP konverziot allapitottunk meg, mint a révid vagy hosszl zsirsavlancot tartalmazo észterek
esetében.

Néhany kivalasztott enzim esetében a palmitinsav és etanol kozotti észterezést is
megvizsgaltuk. A Mo. echinosphaera és R. miehei lipaznal 48 ora, mig a Rh. stolonifer
enzimnél 24 6ra utan sorrendben 9,77, 9,98 és 10,54 mg/l etil-palmitat mennyiséget mértiink
gazkromatografids technikaval. Az észterezd aktivitdas mindegyik vizsgalt enzimnél
alacsonyabbnak bizonyult, mint az atészterez6. Az észterezés katalizalasanak jellemzésekor
kimutattuk, hogy az enzimek els6sorban a hosszu, C16 — C18 zsirsavak észterezését részesitik

elényben.

4. Tisztitottunk lipaz enzimeket nagy szintetikus és hidrolitikus aktivitassal rendelkezé
nyers enzimkivonatokbol.

Az eldzetes tesztek eredményei alapjan a R. miehei NRRL 5282, Rh. oryzae NRRL
1526, Rh. stolonifer SZMC 13609, M. corticolus SZMC 12031 és Mo. echinosphaera CBS
575.75 izolatumok extracellularis lipaz enzimeinek tisztitasat végeztiik el. A Rh. oryzae és R.

miehei torzsek esetében buzakorpa alapu szilard fazist fermantaciot, mig Rh. stolonifer, M.
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corticolus és Mo. echinosphaera izolatumoknal buzakorpa alapu siillyesztett fermentaciot
alkalmaztunk az enzimek nagy mennyiségben torténd termeltetéséhez.

A tisztitas a nyers kivonatokbol ammoénium-szulfat frakcionalassal, majd gélsziirést
kovetd ioncseréld és méretkizarasos kromatografids elvalasztassal tortént. A tisztitott
enzimfehérjék molekulatomegét SDS poliakrilamid gélelektroforézissel allapitottuk meg; a R.
miehei enzim 55 kDa, a Rh. oryzae 35 kDa, a Rh. stolonifer 28 kDa, a M. corticolus 20 kDa,
mig a Mo. echinosphaera lipaz 30 kDa méretlinek bizonyult. A tisztitott lipazok zimografiai
vizsgalatat o-naftil-acetat és 4-metilumbelliferil-nonanoat szubsztratokkal végeztiik el. Az
izolalt lipazok képesek a pNF-palmitat €s etanol kdzotti atészterezés katalizalasara; a R. miehei
15,7 U/mg, a Rh. oryzae 20,9 U/mg, a Rh. stolonifer 8,15 U/mg, a M. corticolus 13,62 U/mg,

mig a Mo. echinospharea tisztitott lipaz 18,67 U/mg atészterezo aktivitast mutatott.

5. Jellemeztiik a tisztitott lipazok hidrolitikus aktivitasat kiilonb6z6 reakciokoriilmények
kozott.

A lipazok biokémiai jellemzését a hidrolitikus aktivitasra hatd tényezok
figyelembevételével végeztik el. Az enzimaktivitds homérsékleti optimumat a Mo.
echinospaera enzim esetében 20 — 30 °C, a M. corticolus és a Rh. oryzae lipazoknal 30 °C, a
R. miehei enzimnél 40 °C, mig a Rh. stolonifer lipaznal 50 °C koriili értéknek hataroztuk meg.
A R. miehei és Rh. stolonifer lipazok 50 °C-ig stabilnak bizonyultak, igy termotoleransnak
tekinthetok. A M. corticolus és a Mo. echinosphaera lipazok 40 °C, mig a Rh. oryzae lipaz 30
°C hémérsékletig bizonyultak stabilnak. {géretes a Mo. echinosphaera lipaz 20 °C-on, valamint
a Rh. oryzae, Rh. stolonifer és M. corticolus enzimek 5 °C-on mutatott maradék aktivitasa is.

A R. miehei és M. corticolus lipazok aktivitasanak pH optimumat a kissé alkalikus (pH
6,8 — 7,4 és pH 7,0 — 7,4), mig a Rh. oryze €s Rh. stolonifer enzimekét az enyhén savas pH
tartomanyban (pH 5,0 — 5,4 és pH 4,6 — 5,0) allapitottuk meg. A R. miehei és M. corticolus
enzimek stabilitasukat pH 7,0 — 8,0 és 6,2 — 7,4, mig a Rh. oryzae és Rh. stolonifer az
alacsonyabb pH 5,4 — 6,8 és 4,2 — 5,4 tartomanyban képesek megorizni. A Mo. echinosphaera
lipaz enzim aktivitdsanak pH optimuma 6,6 — 7,0 kozdtti volt, valamint széles pH tartomanyban
mutatott aktivitast (pH 4,6 — 8,0) és stabilitast (pH 3,4 — 8,0).

A R. miehei enzim a C6 — C12, mig a Rhizopus izolatumok enzimei a C8 — C12
szénlanchosszisagli zsirsavakat tartalmazdé pNF észtereket hidrolizaltak a legnagyobb
mértékben. Ezzel szemben a Mo. echinospaera és a M. corticolus izolatumok lipazai sz¢élesebb
szubsztratpreferenciat mutattak: a M. corticolus lipaz a C4 — C12, a Mo. echinosphaera enzim

a C3 — C10 zsirsavakat tartalmazd pNF-észterek hidrolizisét katalizalta a legnagyobb
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mértékben. A trioledt-hidrolizis termékeinek vizsgalatakor kimutattuk, hogy az izolalt enzimek
mindegyike 1,3 regioszelektivitassal rendelkezik.

A tisztitott lipdzok pNFP szubsztratra vonatkozd kinetikai paramétereit is
megallapitottuk. A vizsgalt enzimek koziil a R. miehei és a Rh. oryzae lipazok gyengébb
affinitast mutattak a szubsztrathoz, azonban a magas Vmax értékek gyors hidrolizist jeleznek. A
Rh. stolonifer, M. corticolus és Mo. echinosphaera lipazoknal a pNFP szubsztrathoz vald
affinitas €s a hidrolizis sebessége megkdozelitdleg azonos.

Fémionok ¢és reagensek enzimaktivitdsra gyakorolt hatasanak vizsgalatakor jelentOs
enzimaktivitds gatlo hatast a Hg?", NBS és SDS jelenlétében tapasztaltunk. A legtébb enzim
aktivitasat a reakciokozegben jelen 1évé 5 mM Na* és K" 5 — 37%-kal fokozta, mely
stolonifer és a Mo. echinosphaera lipazok bizonyultak stabilnak szamos vizsgalt fémso
jelenlétében.

A R. miehei és a Rh. oryzae enzimek 5 — 10% metanol, etanol, propanol és izopropanol,
a Mo. echinosphaera lipaz 5 — 15%, mig a Rh. stolonifer és a M. corticolus lipazok 20%
metanol, etanol és izopropanol jelenlétében is stabilnak bizonyultak. Altalanossagban, az
enzimek aktivitasat a hexanol és a butanol, egyes enzimek esetében az izoamil-alkohol
jelentdsen csokkentette. Néhany reakcioelegyben nagyobb pNF felszabadulast tapasztaltunk a
kontrollhoz képest, melyhez a vizaktivitas csokkenés kovetkeztében fellépd pNFP atészterezés
is hozzajarulhatott. A vizsgalt enzimek nagy stabilitast mutattak a vizzel nem elegyed¢ telitett

alkanokban (n-hexan, ciklohexan, n-heptan és izooktan).

Kutatasaink eredményeként szamos igéretes extracellularis lipaztermeld
jaromsporas gombatorzset azonositottunk. Jelentdsen béviiltek ismereteink az enzimek
termelésével kapcsolatban Kkiilonboz6é induktor, szubsztrat és tenyésztési koriilmény
alkalmazasakor. Emellett az atészterezdo és észterezé reakciok Kkatalizalasaval
kapcsolatban is fontos uj elméleti és gyakorlati informaciokat szereztiink. Tudomasunk
szerint els6ként mutattunk ki szintetikus aktivitast szerves kozeghen Mortierella és
Umbelopsis extracellularis lipazok esetében. Tovabba elsoként izolaltunk és jellemeztiink
extracellularis lipaz enzimet Rh. stolonifer, valamint a Mortierella nemzetségbe sorolt
torzsbol. Eredményeink alapjan a tisztitott és jellemzett enzimek az alapkutatasokban és
a biotechnolégiai fejlesztésekben, Kkiilonosen a szerves szintézis folyamataiban

felhasznalhaték, azok szamara értékes tulajdonsagokkal rendelkeznek.
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7. SUMMARY

Lipase enzymes hydrolyze triacylglycerols, which are the major constituents of fats and
oils. Besides, most lipases are able to catalyze the synthesis and translocation of ester linkages,
mainly under low water content or non-aqueous conditions. In addition to their biological
importance, lipases have important role in different biotechnological and industrial processes
due to their diverse catalytic properties and substrate specificity. Their activities are utilized in
the food-, pharmaceutical-, leather- and detergent industries, as well as in the production of fine
chemicals. Most of the current commercial enzymes are derived from microbial sources
produced by bacteria or filamentous fungi. However, identification and characterization of
novel microbial lipases with promising hydrolytic and/or synthetic properties have special
importance for industrial and biotechnological process development purposes. Among
zygomycetes, many strains are known as good extracellular enzyme producers, however, a
limited information is available about their lipase production, and the biochemical
characteristics of the produced hydrolytic and synthetic activities as well.

Therefore, the objective of our study was to identify extracellular lipase sources and
enzymes from zygomycetes fungi, which can be used as a basis for further basic and applied
researches. For this purpose, lipase production of several strains was tested on tributyrin
supplemented medium, and the enzyme production was examined using various cultivation
conditions. Purification of lipases and characterization of lipase-catalyzed hydrolytic and
synthetic reactions were also among our goals.

During the research program, the following results have been achieved:

1. Several Mucoromycota strains with high extracellular lipolytic activity have been
identified.

A total of 204 zygomycetes strains belonging to the genera Gilbertella, Rhizomucor,
Rhizopus, Mucor, Dissophora, Gamsiella, Mortierella and Umbelopsis were screened for their
tributyrin hydrolyzing capacity. According to the lipolytic halo and colony diameters, 21
promising lipase producers have been identified. From these, Mo. alpina, Mo. echinosphaera,
M. corticolus, R. miehei, Rh. oryzae, Rh. stolonifer, U. autotrophica, U. isabellina, U.
ramanniana var. angulispora and U. versiformis isolates were selected for further

investigations.
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2. Lipase production of lypolitic strains has been studied under various inductive
conditions using submerged and solid-state fermentation.

A range of different oils and oil-based materials were tested for their ability to induce
the lipase production of the selected strains. In general, Tween 80 and olive oil proved to be
good inducers for lipase production since most of the investigated fungi displayed high enzyme
activity when the media was supplemented with these oils. Other lipid materials such as
soybean, sesame- and cottonseed oils also enhanced the enzyme production of some isolates.

Wheat bran is well documented as a good inducer for lipolytic activity of various
filamentous fungi. Therefore, lipase production of the selected strains was also tested in wheat
bran-based submerged (SmF) and solid-state fermentation (SSF) systems. Wheat bran-based
SmF resulted in higher volumetric activities for the Mo. echinosphaera, Rh. stolonifer, U.
autotrophica, U. ramanniana var. angulispora and U. versiformis isolates than those obtained
under minimal conditions. For each isolate, maximum lipase activities were observed at
different phases of the fermentation. Two fermentation media was compared to evaluate the
enzyme production on wheat bran-based SSF: a simple medium containing only distilled water
to moisturize the wheat bran (SSF1) and a medium supplemented with mineral salt solution and
1.5% olive oil (SSF2). During the fermentation on SSF2, enzyme production of R. miehei, Rh.
oryzae NRRL 1526, Rh. stolonifer and U. versiformis isolates improved considerably showing
at least four times higher enzyme activities than on SSF1. When mineral salt solution and olive
oil were used as supplements, the R. miehei, M. corticolus, U. autotrophica, U. ramanniana
var. angulispora and U. versiformis also proved to be promising lipase producers on wheat
bran, expressing specific activities of 4415, 1733.4,416.3,355.7 and 287.1 U/g of dry substrate,
respectively. Besides wheat bran, other plant residues with high lipid content were also tested,

wherein the highest lipase yield could be detected on poppy seed and pumpkin seed grists.

3. Transesterification and esterification activities of crude zygomycetes lipases
have been studied and characterized.

In these experiments, crude lipase extracts obtained after wheat bran-based SSF of
selected isolates were used. Transesterification activity was determined after 30 min incubation
using pNP-palmitate (»NPP) as acyl donor and ethanol as acyl acceptor. The crude enzymes
from R. miehei, Rh. stolonifer, Mo. echinosphaera, Rh. oryzae NRRL 1526 and NRRL 1472
and M. corticolus isolates showed the highest activities (1.7 — 4.8 U/mg).

To characterize the alcoholysis reactions, various alkanes and cycloalkanes were

employed as reaction medium and their effect on the efficiency of transformation were
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examined. Generally, n-heptane was the most effective as reaction medium. Effect of
temperature (20 — 50 °C) on transesterification reactions was investigated. The conversion rates
increased linearly during the 6 h incubation at 40 °C, except for lipases of Rh. oryzae NRRL
1472, U. autotrophica and U. versiformis, which reached the maximal pNP conversion at the
fourth hour. The RhA. stolonifer, Rh. oryzae NRRL 1526, M. corticolus, Mo. echinosphaera and
Mo. alpina crude lipases showed faster initial conversion at 50 °C than 40 °C, which can be
explained by the catalysis-stimulating effect of high temperature. Time course of the
transesterification was also studied where reaction rate increased smoothly within the first 48
h, and a steady conversion was obtained after 96 h. The highest conversions, 90.5 and 88.5%,
were achieved by R. miehei and Mo. echinosphaera enzymes. Transesterification of pNPP were
also investigated using various alcohols as acyl acceptor molecules. The transesterification
reaction takes place in the presence of all tested alcohols, and the highest pNPP conversion
yields was achieved with ethanol. The effect of initial ethanol concentration on conversion was
monitored by varying ethanol in the range of 0.85 — 5.1 M (5 — 30%, v/v). The conversion grew
rapidly as the ethanol concentration increased up to 3.4 M by R. miehei, Rh oryzae NRRL 1526
lipases and up to 4.2 M by RA. stolonifer and M. corticolus enzymes. When various acyl donor
molecules were tested, higher pNP conversion yields were generally achieved for medium-
chain aryl esters with C8 and C12-long fatty acids.

Esterification reactions between palmitic acid and ethanol were also investigated with
some selected crude enzymes using gas chromatography detection of the obtained ethyl
palmitate product. Concentrations of 9.77, 9.98 and 10.54 mg/L ethyl palmitate were obtained
after 48-hour incubation for Mo. echinosphaera and R. miehei lipases, and after 24-hour for Rh.
stolonifer enzyme, respectively. Esterification reactions were much slower and resulted in less
specific activities than transesterification. Fatty acid preference of the lipases during

esterification was also investigated, where enzymes showed affinity for C16 - C18 fatty acids.

4. Lipase enzymes from crude extracts with high synthetic and hydrolytic activities have
been purified.

Based on our previous experiments, purification of R. miehei NRRL 5282, Rh. oryzae
NRRL 1526, Rh. stolonifer SZMC 13609, M. corticolus SZMC 12031 and Mo. echinosphaera
CBS 575.75 extracellular lipases were performed. For high-yield enzyme production, wheat
bran-based SSF and SmF systems were selected for RA. oryzae and R. miehei, and for Rh.
stolonifer, M. corticolus and Mo. echinosphaera isolates, respectively. To purify the enzymes,

ammonium-sulfate precipitation, size-exclusion and ion-exchange separations were combined.
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Molecular weight of the purified enzymes was estimated by SDS-PAGE; which was
approximately 55, 35, 28, 20 and 30 kDa for R. miehei, Rh. oryzae, Rh. stolonifer, M. corticolus
and Mo. echinosphaera lipases, respectively. Zymogram analysis of the purified enzymes
showed active lipases stained with 4-methylumbelliferyl nonanoate and a-naphthyl acetate.
Each purified enzyme catalyzed the transesterification between ethanol and pNPP. In these
assays, specific activities of 15.7, 20.9, 8.15, 13.62 and 18.67 U/mg were detected for the R.

miehei, Rh. oryzae, Rh. stolonifer, M. corticolus and Mo. echinospharea lipases, respectively.

5. Hydrolytic activity of the purified lipases has been characterized under various reaction
conditions.

Biochemical characterization of the purified enzymes was performed considering
several factors that can affect the hydrolytic activity. The temperature optimum for maximal
lipolytic activity was 20 — 30 °C for Mo. echinosphaera, 30 °C for M. corticolus and Rh. oryzae,
40 °C for R. miehei and 50 °C for Rh. stolonifer enzymes. The R. miehei and Rh. stolonifer
lipases can be considered as thermotolerant because they were stable up to 50 °C. The M.
corticolus and Mo. echinosphaera enzymes proved to be stable up to 40 °C, while the RhA.
oryzae lipase were stable at temperatures below 30 °C. Remarkably residual activities could be
detected for the Mo. echinosphaera lipase at 20 °C, and for the RA. oryzae, Rh. stolonifer and
M. corticolus enzymes at 5 °C.

The R. miehei and M. corticolus enzymes had a pH optimum at slightly alkaline pH
values from 6.8 to 7.4 and from 7.0 to 7.4, whereas that of the RA. oryze and Rh. stolonifer
lipases was found to be in acidic pH range from 5.0 to 5.4 and from 4.6 to 5.0, respectively.
The R. miehei and M. corticolus enzymes were stable from pH 7.0 to 8.0 and pH 6.2 to 7.4,
respectively. The Rhizopus enzymes retained most of their initial activity at lower pH ranges:
the Rh. oryzae enzyme was stable between pH 5.4 and 6.8, while the RhA. stolonifer between pH
4.2 and 5.4. The purified Mo. echinosphaera lipase had the pH optimum between pH 6.6 and
7.0; the enzyme proved to be active and stable between pH 4.6 and 8 and pH 3.4 and 8.0.

The R. miehei lipase had highest specificity for pNP esters with C6 — C12 acids, while
the Rhizopus enzymes showed preference for C8 — C12 aryl substrates. In contrast, the Mo.
echinosphaera and M. corticolus lipases exhibited wider substrate specificity, since they could
effectively hydrolyze the pNP ester substrates with C3 — C10 and C4 — C12 long fatty acids,
respectively. Triolein hydrolysis studies showed 1,3-regioselectivity for each purified lipase.

Kinetic parameters of the purified lipases were also determined using different

concentrations of pNPP substrate. Among the tested enzymes, the R. miehei and Rh. oryzae
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lipases showed less affinity to the substrate; however, high Vimax values indicated rapid pNPP
hydrolysis. The Rh. stolonifer, M. corticolus and Mo. echinosphaera lipases showed almost
equal affinity and hydrolysis rate for the pNPP substrate.

The effect of various metal ions and reagents on pNPP hydrolysis was also investigated.
Significant inactivation was observed with Hg>*, NBS and SDS. However, the Na* and K* in 5
mM concentration enhanced the activity of most enzymes by 5 — 37%, which may be due to its
enzyme conformation stabilizing effect. In particular, the RA. stolonifer and Mo. echinosphaera
lipases showed high stability in most of the metal salts investigated.

Methanol, ethanol, propanol and isopropanol in low concentrations (5 — 10%, v/v) had
no considerable effect on the pNPP hydrolysis catalyzed by the R. miehei and Rh. oryzae
lipases. The Mo. echinosphaera lipase was stable in the presence of 5 — 15% (v/v) methanol,
ethanol and isopropanol, while the RA. stolonifer and M. corticolus lipases in concentrations up
to 20% (v/v). Butanol and hexanol, and for certain enzymes, the isopentanol inhibited the pNPP
hydrolysis. Increased pNF yield could be observed in some reaction mixtures as compared with
the control, which may be attributed to the pNPP transesterification occurred as a result of the
reduced water activity. All enzymes tested proved to be stable at high concentrations of n-

hexane, cyclohexane, n-heptane and isooctane.

In this study, a number of new extracellular lipase-producer zygomycetes fungi
have been identified. New informations have been obtained on the production of
zygomycetes lipases in different culture conditions using various inductors and substrates.
Useful theoretical and practical informations on the transesterification and esterification
reactions catalyzed by zygomycetes lipases have been also provided. As far as we know,
this is the first study on the catalization of synthetic reactions in organic media with
extracellular Mortierella and Umbelopsis lipases. Moreover, our study is the first, in which
the isolation and characterization of extracellular lipase enzymes from Rh. stolonifer and
Mortierella isolates have been described. Our results suggest that the investigated lipases
possess properties that can be valuable for future basic studies and biotechnological

applications, particularly for the organic synthesis processes.

101



8. IRODALOMJEGYZEK

Abbas, H., Comeau, L. (2003) Aroma synthesis by immobilized lipase from Mucor sp. Enzyme
Microb. Technol. 32, 589-595.

Abbas, H., Hiol, A., Deyris, V., Comeau, L. (2002) Isolation and characterization of an
extracellular lipase from Mucor sp strain isolated from palm fruit. Enzyme Microb.
Technol. 31, 968-975.

Aguieiras, E.C., Cavalcanti-Oliveira, E.D., Freire, D.M.G. (2015) Current status and new
developments of biodiesel production using fungal lipases. Fuel 159, 52-67.

Aisaka, K, Terada O. (1981) Purification and properties of lipase from Rhizopus japonicus. J.
Biochem. 89, 817-822.

Akoh, C.C., Lee, K.T., Fomuso, L.B. (1998) Synthesis of positional isomers of structured lipids
with lipases as biocatalysts. In: Christophe, A.B. (ed.) Structural modified food fats:
synthesis, biochemistry, and use. AOCS Press, Champaign, pp. 46-72.

Ali, Y.B., Verger, R., Abousalham, A. (2012) Lipases or esterases: Does it really matter?
Toward a new bio-physico-chemical classification. In: Sandoval, G. (ed.) Lipases and
phospholipases: methods and protocols, Methods in molecular biology. Humana Press,
New York, pp. 31-51.

Alnoch, R.C., Martini, V.P., Glogauer, A., dos Santos Costa, A.C., Piovan, L., Muller-Santos,
M., de Souza, E.M., de Oliveira Pedrosa, F., Mitchell, D.A., Krieger, N. (2015)
Immobilization and characterization of a new regioselective and enantioselective lipase
obtained from a metagenomic library. PLoS One 10, e0114945.

Alves, M.H., Campos-Takaki, G.M., Okada, K., Pessoa, F., Milanez, A.L. (2005) Detection of
extracellular protease in Mucor species. Rev. Iberoam. Micol. 22, 114-117.

Alves, M.H., Campos-Takaki, G.M., Porto, A.L.F., Milanez, A.L. (2002) Screening of Mucor
spp. for the production of amylase, lipase, polygalacturonase and protease. Braz. J.
Microbiol. 33, 325-330.

Andualema, B., Gessesse, A. (2012) Microbial lipases and their industrial applications: Review.
Biotechnology 11, 100-118.

Aravindan, R., Anbumathi, P., Viruthagiri, T. (2007) Lipase applications in food industry.
Indian J. Biotechnol. 6, 141-158.

Arroyo, M., de la Mata, 1., Garcia, J.-L., Barredo, J.-L. (2017) Biocatalysis for industrial
production of active pharmaceutical ingredients (APIs). In: Brahmachari, G. (ed.)

Biotechnology of microbial enzymes. Academic Press, Oxford, pp. 451-473.

102



Bae, H.-A., Lee, K.-W., Lee, Y.-H. (2006) Enantioselective properties of extracellular lipase
from Serratia marcescens ES-2 for kinetic resolution of (S)-flurbiprofen. J. Mol. Catal.
B: Enzym. 40, 24-29.

Bai, D.M., Jia, M.Z, Zhao, X.M., Ban, R., Shen, F., Li, X.G., Xu, S.M. (2003) L(+)-Lactic acid
production by pellet-form Rhizopus oryzae R1021 in a stirred tank fermentor. Chem.
Eng. Sci. 58, 785-791.

Bajaj, A., Lohan, P., Jha, P.N., Mehrotra, R. (2010) Biodiesel production through lipase
catalyzed transesterification: An overview. J. Mol. Catal. B: Enzym. 62, 9-14.

Bajpai, P. (1999) Application of enzymes in the pulp and paper industry. Biotechnol. Prog. 15,
147-157.

Bakir, Z.B., Metin, K. (2016) Purification and characterization of an alkali-thermostable lipase
from thermophilic Anoxybacillus flavithermus HBB 134. J. Microbiol. Biotechnol. 26,
1087-1097.

Ben Salah, R., Mosbah, H., Fendri, A., Gargouri, A., Gargouri, Y., Mejdoub, H. (2006)
Biochemical and molecular characterization of a lipase produced by Rhizopus oryzae.
FEMS Microbiol. Lett. 260, 241-248.

Benny, G.L. (2007 és 2009), http://www.zygomycetes.org

Bloomer, S., Adlercreutz, P., Mattiasson, B. (1990) Triglyceride interesterification by lipases.
I. Cocoa butter equivalents from a fraction of palm oil. J. Am. Oil Chem. Soc. 67, 519-
524.

Brady, L., Brzozowski, A.M., Derewenda, Z.S., Dodson, E., Dodson, G., Tolley, S.
Turkenburg, J.P. Christiansen, L., Huge-Jensen, B., Norskov, L., Thim, L., Menge, U.
(1990) A serine protease triad forms the catalytic centre of a triacylglycerol lipase.
Nature 343, 767-770.

Brahmachari, G., (2017) Lipase-catalyzed organic transformations: A recent update. In:
Brahmachari, G. (ed.) Biotechnology of microbial enzymes. Academic Press, Oxford,
pp. 325-346.

Brust, B., Lecoufle, M., Tuaillon, E., Dedieu, L., Canaan, S., Valverde, V., Kremer, L. (2011)
Mycobacterium tuberculosis lipolytic enzymes as potential biomarkers for the diagnosis
of active tuberculosis. PLoS One 6, €25078.

Brzozowski, A.M. (1993) Crystallization of a Humicola lanuginosa lipase-inhibitor complex
with the use of polyethylene glycol monomethyl ether. Acta Cryst. D49, 352-354.

Cammarota, M.C., Freire, D.M.G. (2006) A review on hydrolytic enzymes in the treatment of

wastewater with high oil and grease content. Bioresour. Technol. 97, 2195-2210.

103



Cardenas, F., de Castro, M.S., Sanchez-Montero, J.M., Sinisterra, J.V., Valmaseda, M., Elson,
S.W., Alvarez, E. (2001) Novel microbial lipases: catalytic activity inreactions in
organic media. Enzyme Microb. Technol. 28, 145-154.

Casas-Godoy, L., Duquesne, S., Bordes, F., Sandoval, G., Marty, A. (2012) Lipases: An
overview. In: Sandoval, G. (ed.) Lipases and phospholipases: methods and protocols,
Methods in molecular biology. Humana Press, New York, pp. 3-30.

Castilho, L.R., Polato, C.M.S., Baruque, E.A., Sant’Anna JR., G.L., Freire, D.M.G. (2000)
Economic analysis of lipase production by Penicillium restrictum in solid-state and
submerged fermentations. Biochem. Eng. J. 4, 239-247.

Cernia, E., Palocci, C., Soro, S. (1998) The role of the reaction medium in lipase-catalyzed
esterifications and transesterifications. Chem. Phys. Lipids 93, 157-168.

Chang, C.T., Hsu, C.K., Chou, S.T., Chen, Y.C., Huang, F.S., Chung, Y.C. (2009) Effect of
fermentation time on the antioxidant activities of tempeh prepared from fermented
soybean using Rhizopus oligosporus. Int. J. Food Sci. Tech. 44, 799-806.

Chattopadhyay, M., Banik, A.K., Raychaudhuri, S. (1999) Production and purification of lipase
by a mutant strain of Rhizopus arrhizus. Folia Microbiol. 44, 37-40.

Colak, A., Sisik, D., Saglam, N., Giiner, S., Canakgi, S., Beldiiz, A.O. (2005) Characterization
of a thermoalkalophilic esterase from a novel thermophilic bacterium, Anoxybacillus
gonensis G2. Bioresour. Technol. 96, 625-631.

Colin, V.L., Baigori, M.D., Pera, L.M. (2010) Effect of environmental conditions on
extracellular lipases production and fungal morphology from Aspergillus niger MY A
135. J. Basic Microbiol. 50, 52-58.

Contesini, F.J., Lopes, D.B., Macedo, G.A., da Graca Nascimento, M., de Oliveira Carvalho,
P. (2010) Aspergillus sp. lipase: Potential biocatalyst for industrial use. J. Mol. Catal.
B: Enzym. 67, 163-171.

Cygler, M., Schrag, J.D. (1999) Structure and conformational fexibility of Candida rugosa
lipase. Biochim. Biophys. Acta 1441, 205-214.

da Silva, A.S.A., de Sa, L.R.V., Aguieiras, E.C.G., de Souza, M.F., Teixeira, R.S.S,,
Cammarota, M.C., Bon, E.P.S., Freire, D.M.G., Ferreira-Leitao, V.S. (2017) Productive
chain of biofuels and industrial biocatalysis: two important opportunities for brazilian
sustainable development. In: Brahmachari, G. (ed.) Biotechnology of microbial

enzymes. Academic Press, Oxford, pp. 545-581.

104



Damaso, M.C.T., Passianoto, M.A., de Freitas, S.C., Freire, D.M.G., Lago, R.C.A., Couri, S.
(2008) Utilization of agroindustrial residues for lipase production by solid-state
fermentation. Braz. J. Microbiol. 39, 676-681.

Davies, J.L., Ngeleka, M., Wobeser, G.A. (2010) Systemic infection with Mortierella wolfii
following abortion in a cow. Can. Vet. J. 51, 1391-1393.

de Hoog, G.S., Guarro, J., Gene, J., Figueras, M.J. (2000) Atlas of Clinical Fungi, 2nd ed, vol.
1. Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS), Utrecht, The Netherlands.

Deive, F.J., Carvalho, E., Pastrana, L., Raa, M.L., Longo, M.A., Sanroman, M.A. (2009)
Strategies for improving extracellular lipolytic enzyme production by Thermus
thermophilus HB2. Bioresour. Technol. 100, 3630-3637.

Demirkol, S., Aksoy, H.A., Tiiter, M., Ustun, G., Sasmaz, D.A. (2006) Optimization
ofenzymatic methanolysis of soybean oil by response surface methodology. J. Am. Oil
Chem. Soc. 83, 929-932.

Divakar, S., Manohar, B. (2007) Use of lipases in the industrial production of esters. In: Polaina,
J., MacCabe A.P. (eds.) Industrial Enzymes. Structure, Function and Applications.
Springer, Dordrecht, pp. 283-300.

Dobrev, G., Zhekova, B., Nedelcheva, P., Chochkov, R., Krastanov, A. (2011)
Characterization of crude lipase from Rhizopus arrhizus and purification of multiplicity
forms of the enzyme. Biotechnol. Biotec. Eq. 25, 2995-2300.

Dodémont, M., Hites, M., Bailly, B., Trepant, A.L., De Mendonga, R., Denis, O., Jacobs, F.,
Montesinos, 1. (2015) When you can’t see the wood for the trees. Mucor circinelloides:
A rare case of primary cutaneous zygomycosis. J. Mycol. Med. 25, 151-154.

Doukyu, N., Ogino, H. (2010) Organic solvent-tolerant enzymes. Biochem. Eng. J. 48, 270-282

Duan, Z.-Q., Du, W., Liu, D.-H. (2010) Novozym 435-catalyzed 1,3-diacylglycerol preparation
via esterification in t-butanol system. Process Biochem. 45, 1923-1927.

Dyal, S.D., Narine, S.S. (2005) Implications for the use of Mortierella fungi in the industrial
production of essential fatty acids. Food Res. Int. 38, 445-467.

Eastmond, P.J. (2006) SUGAR-DEPENDENTI encodes a patatin domain triacylglycerol lipase
that initiates storage oil breakdown in germinating Arabidopsis seeds. Plant Cell 18,
665-675.

Ebrahimpour, A., Rahman, R.N., Basri, M., Salleh, A.B. (2011) High level expression and
characterization of a novel thermostable, organic solvent tolerant, 1,3-regioselective

lipase from Geobacillus sp. strain ARM. Bioresour. Technol. 102, 6972-6981.

105



El-Herte, R 1., Baban, T.A., Kanj, S.S. (2012) Mucormycosis: a review on environmental fungal
spores and seasonal variation of human disease. Adv. Infect. Dis. 2, 76-81.

Fajardo, A.R., Akoh, C.C., Lai, O.M. (2003) Lipase-catalyzed incorporation of n-3 PUFA into
palm oil. J. Am. Oil Chem. Soc. 80, 1197-1200.

Falony, G., Armas, J.C., Mendoza, J.C.D., Hernandez, J.L.M. (2006) Production of
extracellular lipase from Aspergillus niger by solid-state fermentation. Food Technol.
Biotechnol. 44, 235-240.

Fernandes, P., Carvalho, F. (2017) Microbial enzymes for the food industry. In: Brahmachari,
G. (ed.) Biotechnology of microbial enzymes. Academic Press, Oxford, pp. 513-544.

Ferrarezi, A.L., Ohe, T.H.K., Borges, J.P., Brito, R.R., Siqueira, M.R., Vendramini, P.H.,
Quilles Jr. J.C., Nunes, C.D., Bonilla-Rodriguez, G.O., Boscolo, M., Da-Silva, R.
(2014) Production and characterization of lipases and immobilization of whole cell of
the thermophilic Thermomucor indicae seudaticae N31 for transesterification reaction.
J. Mol. Catal. B: Enzym. 107, 106-113.

Ferreira, J.A., Lennartsson, P.R., Edebo, L., Taherzadeh, M.J. (2013) Zygomycetes-based
biorefinery: Present status and future prospects. Bioresour. Technol. 135, 523-532.

Flood, M.T., Kondo, M. (2003) Safety evaluation of lipase produced from Rhizopus oryzae:
summary of toxicological data. Regul. Toxicol. Pharmacol 37, 293-304.

Fu, X., Zheng, J., Ying, X., Yan, H., Wang, Z. (2014) Investigation of Lipozyme TL IM-
catalyzed transesterification using ultraviolet spectrophotometric assay. Chin. J. Catal.
35, 553-559.

Garcia-Galan, C., Barbosa, O., Ortiz, C., Torres, R., Rodrigues, R.C., Fernandez-Lafuente, R.
(2013) Biotechnological prospects of the lipase from Mucor javanicus. J. Mol. Catal.
B: Enzym. 93, 34-43.

Gaspar, M.L., Cunningham, M., Pollero, R., Cabello, M. (1999) Occurrence and properties of
an extracellular lipase in Mortierella vinacea. Mycologia 91, 108-113.

Gilham, D., Lehner, R. (2005) Techniques to measure lipase and esterase activity in vitro.
Methods 36, 139-147.

Gill, I, Valivety, R. (1997) Polyunsaturated fatty acids: Part 1. Occurrence, biological activities
and applications. Trends Biotechnol. 15, 401-409.

Gotor-Fernandez, V., Gotor, V. (2007) Use of lipases in organic synthesis. In: Polaina, J.,
MacCabe A.P. (eds.) Industrial Enzymes. Structure, function and applications. Springer,
Dordrecht, pp. 301-315.

106



Gottfredsen, S.E. (1990) Microbial lipases. In: Fogarty W.M., Kelly C.T. (eds.). Microbial
enzymes and biothechnology. Elsevier Science Publishers Ltd, London, pp. 255-274.

Goujard, L., Villeneuve, P., Barea, B., Lecomte, J., Pina, M., Claude, S., Le Petit, J., Ferré, E.
(2009) A spectrophotometric transesterification-based assay for lipases in organic
solvent. Anal. Biochem. 385, 161-167.

Grantina-levina, L., Berzina, A., Nikolajeva, V., Mekss, P., Muiznieks, 1. (2014) Production of
fatty acids by Mortierella and Umbelopsis species isolated from temperate climate soils.
Environ. Exp. Biol. 12, 15-27.

Greenberg, A.S., Shen, W.J., Muliro, K., Patel, S., Souza, S.C., Roth, R.A., Kraemer, F.B.
(2001) Stimulation of lipolysis and hormone-sensitive lipase via the extracellular signal-
regulated kinase pathway. J. Biol. Chem. 276, 45456-45461.

Gulyamova, K.A., Davranov, K.D. (1995) Properties of two lipases from the fungus Mucor
miehei. Chem. Nat. Compd. 31, 372-375.

Gunasekaran, V., Das, D. (2005) Lipase fermentation: Progress and prospects. Indian J.
Biotechnol. 4, 437-445.

Gupta, R., Gupta, N., Rathi, P. (2004) Bacterial lipases: An overview of production, purification
and biochemical properties. Appl. Microbiol. Biot. 64, 763-781.

Gupta, R., Rathi, P., Gupta, N., Bradoo, S. (2003) Lipase assays for conventional and
molecularscreening: an overview. Biotechnol. Appl. Biochem. 37, 63-71.

Haas, M.J., Cichowicz, D.J., Bailey, D.G. (1992) Purification and characterization of an
extracellular lipase from the fungus Rhizopus delemar. Lipids 27, 571-576.

Haas, M.J., Scott, K.M., Marmer, W.N., Foglia, T.A. (2004) [n situ alkaline transesterification:
an effective method for the production of fatty acid esters from vegetable oils. Am. Oil
Chem. Soc. 81, (1) 83-89.

Hachmeister, K.A., Fung, D.Y.C. (1993) Tempeh: a mold-modified indigenous fermented food
made from soybeans and/or cereal grains. Crit. Rev. Microbiol. 19, 137-188.

Hasan, F., Shah, A.A., Hameed, A. (2006) Industrial applications of microbial lipases. Enzyme
Microb. Technol. 39, 235-251.

Hasan, F., Shah, A.A., Hameed, A. (2009) Methods for detection and characterization of
lipases: A comprehensive review. Biotechnol. Adv. 27, 782-798.

Hibbett, D.S., Binder, M., Bischoff, J.F., Blackwell, M., Cannon, P.F., et al. (2007) A higher-
level phylogenetic classification of the Fungi. Mycol. Res. 111, 509-547.

107



Hiol, A., Jonzo, M.D., Druet, D., Comeau, L.C. (1999) Production, purification and
characterization of an extracellular lipase from Mucor hiemalis f. hiemalis. Enzyme.
Microb. Technol. 25, 80-87.

Hiol, A., Jonzo, M.D., Rugani, N., Druet, D., Sarda, L., Comeau, L.C. (2000) Purification and
characterization of an extracellular lipase from a thermophilic Rhizopus oryzae strain
isolated from palm fruit. Enzyme Microb. Technol. 26, 421-430.

Hoffmann, K., Pawlowska, J., Walther, G., Wrzosek, M., de Hoog, G.S., Benny, G.L., Kirk,
P.M., Voigt, K. (2013) The family structure of the Mucorales: a synoptic revision based
on comprehensive multigene-genealogies. Persoonia 30, 57-76.

Holland, H.L. (2001) Biotransformation of organic sulfides. Nat. Prod. Rep. 18, 171-181.

Houde, A., Kademi, A., Leblanc, D. (2004) Lipases and their industrial applications. Appl.
Biochem. Biotechnol. 118, 155-170.

Huang, Y., Locy, R., Weete, J.D. 2004. Purification and characterization of an extracellular
lipase from Geotrichum marinum. Lipids 39, 251-257.

Iftikhar, T., Niaz, M., Jabeen, R., Haq, I.U. (2011) Purification and characterization of
extracellular lipases. Pak. J. Bot. 43, 1541-1545.

Iftikhar, T., Hussain., A. (2002) Effects of nutrients on the extracellular lipase production by
mutant strain of Rhizopus oligosporous TUV-31. Biotechnology 1, 15-20.

Ishihara, H., Okumura, H., Ikezawa, H., Tejima, S. (1975) Studies on lipase from Mucor
javanicus. Biochim. Biophys. Acta 388, 413-417.

Jaeger, K.E., Ransac, S., Koch, H.B., Ferrato, F., Dijkstra, B.W. (1993) Topological
characterization and modeling of the 3D structure of lipase from Pseudomonas
aeruginosa. FEBS Lett. 332, 143-149.

Jaeger, K.E., Dijkstra, B.W., Reetz, M.T. (1999) Bacterial biocatalysts: molecular biology,
three-dimensional structures, and biotechnological applications of lipases. Annu. Rev.
Microbiol. 53, 315-351.

Jaeger, K.E., Eggert, T. (2002) Lipases for biotechnology. Curr. Opin. Biotechnol. 13, 390-
397.

Jaeger, K.E., Reetz, M.T. (1998) Microbial lipases form versatile tools for biotechnology.
Trends. Biotechnol. 16, 396-403.

Javed, M.M., Zahoor, S., Shafaat, S., Mehmooda, 1., Gul, A., Rasheed, H., Bukhari, S.A., Aftab,
M.N. (2012) Wheat bran as a brown gold: Nutritious value and its biotechnological
applications. Afr. J. Microbiol. Res. 6, 724-733.

108



Jermsuntiea, W., Aki, T., Toyoura, R., Iwashita, K., Kawamoto, S., Ono, K. (2011) Purification
and characterization of intracellular lipase from the polyunsaturated fatty acid-
producing fungus Mortierella alliacea. New Biotechnol. 28, 159-164.

Ji, X.J., Zhang, A.H., Nie, Z.K., Wu, W.J., Ren, L.J., Huang, H. (2014) Efficient arachidonic
acid-rich oil production by Mortierella alpina through a repeated fed-batch fermentation
strategy. Bioresour. Technol. 170, 356-360.

Joseph, B., Ramteke, P.W., Thomas, G., Shrivastava, N. (2007) Standard review cold-active
microbial lipases: a versatile tool for industrial applications. Biotechnol. Mol. Biol. Rev.
2, 39-48.

Kantak, J.B., Prabhune, A.A. (2012) Characterization of smallest active monomeric lipase from
novel Rhizopus strain: application in transesterification. Appl. Biochem. Biotechnol.
166, 1769-1780.

Kapoor, M., Gupta, M.N. (2012) Lipase promiscuity and its biochemical applications. Process
Biochem. 47, 555-569.

Karigar, C.S., Rao, S.S. (2011) Role of microbial enzymes in the bioremediation of pollutants:
A review. Enzyme Res. 2011, 805187.

Karimi, K., Emtiazi, G., Taherzadeh, M.J. (2006) Ethanol production from dilute-acid
pretreated rice straw by simultaneous saccharification and fermentation with Mucor
indicus, Rhizopus oryzae, and Saccharomyces cerevisiae. Enzyme Microb. Technol. 40,
138-144.

Kheadr, E.E., Vuillemard, J.C., El-Deeb, S.A. (2003) Impact of liposome-encapsulated enzyme
cocktails on cheddar cheese ripening. Food Res. Int. 36, 241-252.

Koblitz, M.G.B., Pastore, G.M. (2006) Purification and biochemical characterization of an
extracellular lipase produced by a new strain of Rhizopus sp. Cienc. Agrotec. 30, 494-
502.

Kohno, M., Kugimiya, W., Hashimoto, Y., Morita, Y. (1994) Purification, characterization and
crystallization of two types of lipases from Rhizpous niveus. Biosci. Biotechnol.
Biochem. 58, 1007-1012.

Krishna, H., Divakar, S., Prapulla, S.G., Karanth, N.G. (2001) Enzymatic synthesis of isoamyl
acetate using immobilized lipase from Rhizomucor miehei. J. Biotechnol. 87, 193-201.

Langarica-Fuentes, A., Handley, P.S., Houlden, A., Fox, G., Robson, G.D. (2014) An
investigation of thermophilic fungi in composts. Fungal Ecol. 11, 132-144.

109



Lee, S.C., Li, A., Calo, S., Heitman, J. (2013) Calcineurin plays key roles in the dimorphic
transition and virulence of the human pathogenic zygomycete Mucor circinelloides.
PLoS Pathog. 9, €1003625.

Leite Junior, B.R.C., Tribst, A.A.L., Cristianini, M. (2015) Influence of high pressure
homogenization on commercial protease from Rhizomucor miehei: Effects on
proteolytic and milk-clotting activities. LWT-Food Sci. Technol. 63, 739-744.

Leite Junior, B.R.C., Tribst, A.A.L., Cristianini, M. (2016) Comparative effects of high isostatic
pressure and thermal processing on the inactivation of Rhizomucor miehei protease.
LWT-Food Sci. Technol. 65, 1050-1053.

Li, Z., Li, X., Wang, Y., Wang, Y., Wang, F., Jiang, J. (2011) Expression and characterization
of recombinant Rhizopus oryzae lipase for enzymatic biodiesel production. Bioresour.
Technol. 102, 9810-9813.

Li, S., Yang, X, Yang, S., Zhu, M., Wang, X. (2012) Technology prospecting on enzymes:
application, marketing and engineering. Comput. Struct. Biotechnol. J. 2,€201209017.

Lima, V.M.G., Krieger, N., Sarquis, M.I.M., Mitchell, D.A., Ramos, L.P., Fontana, J.D. (2003)
Effect of nitrogen and carbon sources on lipase production by Penicillium
aurantiogriseum. Food Technol. Biotechnol. 41, 105-110.

Lineweaver, H., Burk, D. (1934) The determination of enzyme dissociation constants. J. Am.
Chem. Soc. 56, 658-666.

Liu, Y.Y., Xu, J.H., Hu, Y. (2000) Enhancing effect of Tween-80 on lipase performance in
enantioselective hydrolysis of ketoprofen ester. J. Mol. Catal. B: Enzym. 10, 523-529.

Lopez, N., Pernas, M.A., Pastrana, L.M., Sanchez, A., Valero, F., Rua, M.L. (2004) Reactivity
of pure Candida rugosa lipase isoenzymes (Lipl, Lip2, and Lip3) in aqueous and
organic media. Influence of the isoenzymatic profile on the lipase performance in
organic media. Biotechnol. Progr. 20, 65-73.

Lortie, R. (1997) Enzyme catalyzed esterification. Biotechnol. Adv. 15, 1-15.

Lotti, M., Alberghina, L. (2007) Lipases: Molecular structure and function. In: Polaina, J.,
MacCabe A.P. (eds.) Industrial enzymes. Structure, function and applications. Springer,
Dordrecht, pp. 263-281.

Maas, R.H.W., Bakker, R.R., Eggink, G., Weusthuis, R.A. (2006) Lactic acid production from
xylose by the fungus Rhizopus oryzae. Appl. Microbiol. Biotechnol. 72, 861-868.

Madalozzo, A.D., Muniz, L.S., Baron, A.M., Piovan, L., Mitchell, D.A., Krieger, N. (2014)
Characterization of an immobilized recombinant lipase from Rhizopus oryzae: synthesis

of ethyl-oleate. Biocatal. Agric. Biotechnol. 3, 13-19.

110



Madeira Jr, J.V., Contesini, F.J., Calzado, F., Rubio, M.V., Zubieta, M.P., Lopes, D.B., de
Melo, R.R. (2017) Agro-industrial residues and microbial enzymes: An overview on the
eco-friendly bioconversion into high value-added products. In: Brahmachari, G. (ed.)
Biotechnology of microbial enzymes. Academic Press, Oxford, pp. 475-511.

Mala, J.G.S., Edwinoliver, N.G., Kamini, N.R., Puvanakrishnan, R. (2007) Mixed substrate
solid state fermentation for production and extraction of lipase from Aspergillus niger
MTCC 2594. J. Gen. Appl. Microbiol. 53, 247-253.

Martinez-Martinez, M., Bargiela, R., Ferrer, M. (2017) Metagenomics and the search for
industrial enzymes. In: Brahmachari, G. (ed.) Biotechnology of microbial enzymes.
Academic Press, Oxford, pp. 167-184.

Martins, A.B., da Silva, A.M., Schein, M.F., Garcia-Galan, C., Ayub, M.A.Z., Fernandez-
Lafuente, R., Rodrigues, R.C. (2014) Comparison of the performance of commercial
immobilized lipases in the synthesis of different flavor esters. J. Mol. Catal. B: Enzym.
105, 18-25.

Mateos Diaz, J.C., Rrodriguez, J.A., Roussos, S., Cordova, J., Abousalham, A., Carriere, F.,
Baratti, J. (2006) Lipase from the thermotolerant fungus Rhizopus homothallicus is more
thermostable when produced using solid state fermentation than liquid fermentation
procedures. Enzyme Microb. Technol. 39, 1042-1050.

Mcllvaine, T.C. (1921) A buffer solution for colorimetric comparison. J. Biol. Chem. 49, 183-
186.

Meilleur, C., Hupé, J.-F., Juteau, P., Shareck, F. (2009) Isolation and characterization of a new
alkali-thermostable lipase cloned from a metagenomic library. J. Ind. Microbiol.
Biotechnol. 36, 853-861.

Melo, L.L.M.M., Pastore, G.M., Macedo, G.A. (2005) Optimized synthesis of citronellyl
flavour esters using free and immobilized lipase from Rhizopus sp. Process Biochem.
40, 3181-3185.

Mhetras, N.C., Bastawde, K.B., Gokhale, D.V. (2009) Purification and characterization of
acidic lipase from Aspergillus niger NCIM 1207. Bioresour. Technol. 100, 1486-1490.

Miller, G.C., Long, C.U.J., Bojilova, E.D., Marchandier, D., Badellino, K.O., Blanchard, N.,
Fuki, 1.V, Glick, J.M., Rader, D.J. (2004) Role of N-linked glycosylation in the
secretion and activity of endothelial lipase. J. Lipid Res. 45, 2080-2087.

Mohamed, S.A., Abdel-Mageed, H.M., Tayel, S.A., El-Nabrawi, M.A., Fahmy, A.S. (2011)
Characterization of Mucor racemosus lipase with potential application for the treatment

of cellulite. Process Biochem. 46, 642-648.

111



Mohamed, S.S., El-Hadi, A.A. (2010) One step production of 1la-hydroxy progesterone,
hydrocortisone and prednisolone from progesterone by Mucor racemosus NRRL 3631.
Int. J. Acad. Res. 2, 124-130.

Mukherjee, K.D. (1994) Plant lipases and their application in lipid biotransformations. Prog.
Lipid Res. 33, 165-174.

Miiller, G., Petry, S. (eds.) (2004) Lipases and phospholipases in drug development: from
biochemistry to molecular pharmacology. Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA,
Weinheim, Germany

Nagarajan, S. (2012) New tools for exploring “old friends-microbial lipases”. Appl. Biochem.
Biotechnol. 168, 1163-1196.

Nakajima, N., Nozaki, N., Ishihara, K., Ishikawa, A., Tsuji, H. (2005) Analysis of isoflavone
content in tempeh, a fermented soybean, and preparation of a new isoflavone-enriched
tempeh. J. Biosci. Bioeng. 100, 685-687.

Namboodiri, V.M., Chattopadhyaya, R. (2000) Purification and biochemical characterization
of a novel thermostable lipase from Aspergillus niger. Lipids 35, 495-502.

Nelson, L.A., Foglia, T.A., Marmer, W.N. (1996) Lipase-catalyzed production of biodiesel. J.
Am. Oil Chem. Soc. 73, 1191-1195.

Noel, M., Combes, D. (2003) Rhizomucor miehei lipase: differential scanning calorimetry and
pressure/temperature stability studies in presence of soluble additives. Enzyme Microb.
Tech. 33, 299-308.

Oda, K., Kakizono, D., Yamada, O., lefuji, H., Akita, O., Iwashita, K. (2006) Proteomic
analysis of extracellular proteins from Aspergillus oryzae grown under submerged and
solid-state culture conditions. Appl. Environ. Microbiol. 72, 3448-3457.

Orlowski, M. (1991) Mucor dimorphism. Microbiol. Rev. 55, 234-258.

Outtrup, H., Boyce, C.O.L (1990) Microbial proteinases and biotechnology. In: Fogarty, W.M.,
Kelly, C.T. (eds.) Microbial Enzymes and Biotechnology. Elsevier Science Publishers
Ltd, London, pp. 227-254.

Palla, C.A., Pacheco, C., Carrin, M.E. (2012) Production of structured lipids by acidolysis with
immobilized Rhizomucor miehei lipases: selection of suitable reaction conditions. J.
Mol. Catal. B Enzym. 76, 106-115.

Palomo, J.M., Fernandez-Lorente, G., Guisan, J.M., Fernandez-Lafuente, R. (2007) Modulation
of immobilized lipase enantioselectivity via chemical amination. Adv. Synth. Catal. 349,
1119-1127.

112



Pandey, A., Sailas, B., Soccol, C.R., Nigam, P., Krieger, N., Soccol, V.T. (1999) The realm of
microbial lipases in biotechnology. Biotechnol. Appl. Biochem. 29, 119-131.

Papp, T., Acs, K., Nyilasi, ., Nagy, E., Vagvolgyi, Cs. (2003) Phylogenetic relationship of the
genus Gilbertella and related genera within the order Mucorales based on 5.8 S
ribosomal DNA sequences. Acta Biol. Hung. 54, 393-402.

Papp, T., Velayos, A., Bartok, T., Eslava, A.P., Vagvolgyi, Cs., Iturriaga, E.A. (2005)
Heterologous expression of astaxanthin biosynthesis genes in Mucor circinelloides.
Appl. Microbiol. Biotechnol. 69, 526-531.

Papp, T., Nyilasi, 1., Csernetics, A, Nagy, G., Tako, M., Vagvolgyi, Cs. (2016) Improvement
of industrially relevant biological activities in Mucoromycotina fungi In: Schmoll, M.,
Dattenbock, C. (eds.) Gene expression systems in fungi: Advancements and
applications. Cham: Springer International Publishing, 97-118.

Patel, A.K., Singhania, Pandey, A. (2017) Production, purification, and application of microbial
enzymes. In: Brahmachari, G. (ed.) Biotechnology of microbial enzymes. Academic
Press, Oxford, pp. 13-41.

Pirozzi, D., Greco, G. (2006) Lipase-catalyzed transformations for the synthesis of butyl lactate:
a comparison between esterification and transesterification. Biotechnol. Prog. 22, 444-
448.

Pleiss, J., Fischer, M., Schmid, R.D. (1998) Anatomy of lipase binding sites: the scissile fatty
acid binding site. Chem. Phys. Lipids 93, 67-80.

Plou, F.J., Ferrer, M., Ballesteros, A. (2003) Transesterification-biological. In: Horvath I.T.
(ed.) Encyclopedia of Catalysis. Wiley Interscience, New York, pp. 483-506.

Pouderoyen, G., Eggert, T., Jaeger, K.-E., Dijkstra, B.W. (2001) The crystal structure of
Bacillus subtilis lipase: a minimal a/b hydrolase fold enzyme. J. Mol. Biol. 309, 215-
226.

Rahman, R.N.Z.R.A., Baharum S.N., Basri, M., Salleh, A.B. (2005) High-yield purification of
an organic solvent-tolerant lipase from Pseudomonas sp. strain S5. Anal. Biochem. 341,
267-274.

Rajan, A., Nair, J. (2011) A comparative study on alkaline lipase production by a newly isolated
Aspergillus fumigatus MTCC 9657 in submerged and solid-state fermentation using
economically and industrially feasible substrate. Turk. J. Biol. 35, 569-574.

Ranganathan, S.V., Narasimhan, S.L., Muthukumar, K. (2008) An overview of enzymatic
production of biodiesel. Bioresour. Technol. 99, 3975-3981.

113



Rapp, P., Backhaus, S. (1992) Formation of extracellular lipases by filamentous fungi, yeasts,
and bacteria. Enzyme Microb. Technol. 14, 938-943.

Ray, A. (2012) Application of lipase in industry. Asian J. Pharm. Tech. 2, 33-37.

Ray, R.C., Behera, S.S. (2017) Solid state fermentation for production of microbial cellulases.
In: Brahmachari, G. (ed.) Biotechnology of microbial enzymes. Academic Press,
Oxford, pp. 43-79.

Ray, R.C., Ravi, V. (2005) Post harvest spoilage of sweetpotato in tropics and control measures.
Crit. Rev. Food Sci. 45, 623-644.

Razak, C.N., Salleh, A.B., Musani, R., Samad, M.Y., Basri, M. (1997) Some characteristics of
lipases from thermophilic fungi isolated from palm oil mill effluent. J. Mol. Catal. B:
Enzym. 3, 153-159.

Rehm, S., Trodler, P., Pleiss, J. (2010) Solvent-induced lid opening in lipases: A molecular
dynamics study. Protein Sci. 19, 2122-2130.

Rehman, S., Bhatti, H.N., Bhatti, [.A., Asgher, M. (2011) Optimization of process parameters
for enhanced production of lipase by Penicillium notatum using agricultural wastes. Afr.
J. Biotechnol. 10, 19580-19589.

Ribeiro, D.B., de Castro, A.M., Coelho, M.A.Z., Freire, D.M.G. (2011) Production and use of
lipases in bioenergy: a review from the feedstocks to biodiesel production. Enzyme Res.
2011, 615803.

Rodrigues, R.C., Fernandez-Lafuente, R. (2010) Lipase from Rhizomucor miehei as an
industrial biocatalyst in chemical process, J. Mol. Catal. B: Enzym. 64, 1-22.

Rodrigues, R.C., Volpato, G., Wada, K., Ayub, M.A.Z. (2008) Enzymatic synthesis of biodiesel
from transesterification reactions of vegetable oils and short chain alcohols. J. Am. Oil
Chem. Soc. 85, 925-930.

Sahoo, R.K., Kumar, M., Sukla, L.B., Subudhi, E. (2016) Bioprospecting hot spring
metagenome: lipase for the production of biodiesel. Environ. Sci. Pollut. R.
do0i:10.1007/s11356-016-8118-7

Saising, J., Singdam, S., Ongsakul, M., Voravuthikunchai, S.P. (2012) Lipase, protease, and
biofilm as the major virulence factors in staphylococci isolated from acne lesions.
Biosci. Trends. 6, 160-164.

Saito, S., Michailides, T.J., Xiao, C.L. (2016) Mucor rot - An emerging postharvest disease of
mandarin fruit caused by Mucor piriformis and other Mucor spp. in California. Plant

Dis. 100, 1054-1063.

114



Salameh, M.A., Wiegel, J. (2007) Purification and characterization of two highly thermophilic
alkaline lipases from Thermosyntropha lipolytica. Appl. Environ. Microbiol. 73, 7725-
7731.

Salar, R.K., Aneja, K.R. (2007) Thermophilic fungi: taxonomy and biogeography. J. Agr.
Technol. 3, 77-107.

Salem, E.A., Youssef, K., Sanzani, S.M. (2016) Evaluation of alternative means to control
postharvest Rhizopus rot of peaches. Scientia Horticulturae. 198, 86-90.

Salihu, A., Alam, Z., Abdulkarim, M.I., Salleh, H.M. (2012) Lipase production: an insight in
the utilization of renewable agricultural residues. Resour. Conserv. Recy. 58, 36-44.

Salis, A., Monduzzi, M., Solinas, V. (2007) Use of lipases for the production of biodiesel. In:
Polaina, J., Maccabe A.P. (eds.) Industrial enzymes. Structure, function and
applications. Springer, Dordrecht, pp. 317-339.

Salis, A., Pinna, M., Monduzzi, M., Solinas, V. (2005) Biodiesel production from triolein and
short chain alcohols through biocatalysis. J. Biotechnol. 119, 291-299.

Salleh, A.B., Musani, R., Basri, M., Ampon, K., Yunus, W.M.Z., Razak, C.N.A. (1993) Extra-
and intracellular lipases from a thermophilic Rhizopus oryzae and factors affecting their
production. Can. J. Microbiol. 39, 978-981.

Sanchez, S., Demain, A.L. (2017) Useful microbial enzymes - An introduction. In:
Brahmachari, G. (ed.) Biotechnology of microbial enzymes. Academic Press, Oxford,
pp. 1-11.

Sanchez-Blanco M.J., Ferrandez, T., Morales, M.A., Morte, A., Alarcon, J.J. (2004) Variations
in water status, gas exchange, and growth in Rosmarinus officinalis plants infected with
Glomus deserticola under drought conditions. J. Plant Physiol. 161, 675-682.

Saran, S., Mahajan, R.V., Kaushik, R., Isar, J., Saxena, R.K. (2013) Enzyme mediated beam
house operations of leather industry: a needed step towards greener technology. J.
Clean. Prod. 54, 315-322.

Saxena, R.K., Agarwal, L., Meghwanshi, G.K. (2005) Diversity of fungal and yeast lipases:
Present and future scenario for the 21st century. In: Satyanarayana, T., Johri, B.N. (eds.)
Microbial diversity: Current perspectives and potential applications. [.K. International
Publishing House Pvt Ltd, New Delhi, pp. 791-814.

Saxena, R.K., Sheoran, A., Giri, B., Davidson, W. S. (2003) Purification strategies for microbial
lipases. J. Microbiol. Meth. 52, 1-18.

Schmid, A., Dordick, J.S., Hauer, B., Kiener, A., Wubbolts, M., Witholt, B. (2001) Industrial
biocatalysis today and tomorrow. Nature 409, 258-268.

115



Setzu, S., Salis, S., Demontis, V., Salis, A., Monduzzi, M., Mula, G. (2007) Porous silicon-
based potentiometric biosensor for triglycerides. Phys. stat. sol. (a) 204, 1434-1438.

Sharma, D., Sharma, B., Shukla, A.K. (2011) Biotechnological approach of microbial lipase: A
review. Biotechnology, 10, 23-40.

Sharma, R., Chisti, Y., Banerjee, U.C. (2001) Production, purification, characterization and
applications of lipases. Biotechnol. Adv. 19, 627-662.

Sharma, S., Kanwar, S.S. (2014) Organic solvent tolerant lipases and applications. Sci. World
J. 2014, 625258.

Sharon, C., Furugoh, S., Yamakido, T., Ogawa, H., Kato, Y. (1998) Purification and
characterization of a lipase from Pseudomonas aeruginosa KKA-5 and its role in castor
oil hydrolysis. J. Ind. Microbiol. Biot. 20, 304-307.

Shrestha, B., Theerathavaj, M.L., Thaweboon, S., Thaweboon, B. (2012) In vitro antimicrobial
effects of grape seed extract on peri-implantitis microflora in craniofacial implants.
Asian Pac. J. Trop. Biomed. 2, 822-825.

Silva, J.E.S., Jesus, P.C. (2003) Evaluation of the catalytic activity of lipases immobilized on
chrysotile for esterification. An. Acad. Bras. Cienc. 75, 157-162.

Simon, C., Daniel, R. (2011) Metagenomic analyses: past and future trends. Appl. Environ.
Microbiol. 77, 1153-116.

Singh, A.K., Mukhopadhyay, M. (2012) Overview of fungal lipase: A review. Appl. Biochem.
Biotechnol. 166, 486-520.

Soumanou, M.M., Bornscheuer, U.T. (2003) Improvement in lipase-catalyzed synthesis of fatty
acid methyl esters from sunflower oil. Enzyme Microb.Technol. 33, 97-103.

Spatafora, J.W., Chang, Y., Benny, G.L., Lazarus, K., Smith, M.E., Berbee, M.E., Bonito, G.
et. al. (2016) A phylum-level phylogenetic classification of zygomycete fungi based on
genome-scale data. Mycologia, 108 (5), 1028—1046.

Speranza, P., Macedo, G.A. (2012) Lipase-mediated production of specific lipids with
improved biological and physicochemical properties. Process Biochem. 47, 1699-1706.

Stehr, F., Kretschmar, M., Kroger, C., Hube, B., Schifer, W. (2003) Microbial lipases as
virulence factors. J. Mol. Catal. B: Enzym. 22, 347-355.

Sumantha, A., Larroche, C., Pandey, A. (2006) Microbiology and industrial biotechnology of
food-grade proteases: A perspective. Food Technol. Biotechnol. 44, 211-220.

Sun, J., Yu, B., Curran, P., Liu, S.-Q. (2012) Lipase-catalysed transesterification of coconut oil

with fusel alcohols in a solvent-free system. Food Chem. 134, 89-94.

116



Sun, S.Y., Xu, Y. (2008) Solid-state for 'whole-cell synthetic lipase' production from Rhizopus
chinesis and identification of the functional enzyme. Process Biochem. 43, 219-224.

Sun, S.Y., Xu, Y. (2009) Membrane-bound ‘synthetic lipase’ specifically cultured under solid-
state fermentation and submerged fermentation by Rhizopus chinensis: A comparative
investigation. Bioresour. Technol. 100, 1336-1342.

Sun, S.Y., Xu, Y., Wang, D. (2009) Novel minor lipase from Rhizopus chinensis during solid-
state fermentation: biochemical characterization and its esterification potential for ester
synthesis. Bioresour. Technol. 100, 2607-2612.

Suzuki, M., Yamamoto, H., Mizugaki M. (1986) Purification and general properties of a metal-
insensitive lipase from Rhizopus japonicus NR 400. J. Biochem. 100, 1207-1213.

Sztajer, H., Lunsdorf, H., Erdman, H., Menge, U., Schmid, R. (1992) Purification and properties
of lipase from Penicillium simplicissimum. Biochim. Biophys. Acta 1124, 253-261.

Talon, R., Montel, M.-C., Berdague, J.-L. (1996) Production of flavor esters by lipases of
Staphylococcus warneri and Staphylococcus xylosus. Enzyme Microb. Technol. 19, 620-
622.

Tan, T., Lu, J., Nie, K., Deng, Li., Wang, F. (2010) Biodiesel production with immobilized
lipase: A review. Biotechnol. Adv. 28, 628-634.

Teceldo, C., Silva, J., Dubreucq, E., Ribeiro, M.H., Ferreira-Dias, S. (2010) Production of
human milk fat substitutes enriched in omega-3 polyunsaturated fatty acids using
immobilized commercial lipases and Candida parapsilosis lipase/acyltransferase. J.
Mol. Catal. B: Enzym. 65, 122-127.

Teng, Y., Xu, Y. (2007) A modified para-nitrophenyl palmitate assay for lipase synthetic
activity determination in organic solvent. Anal. Biochem. 363, 297-299.

Teng, Y., Xu, Y., Wang, D. (2009) Production and regulation of different lipase activities from
Rhizopus chinensis in submerged fermentation by lipids. J. Mol. Catal. B: Enzym. 57,
292-298.

Toida, J., Arikawa, Y., Kondou, K., Fukuzawa, M., Sekiguchi, J. (1998) Purification and
characterization of triacylglycerol lipase from Aspergillus oryzae. Biosci. Biotechnol.
Biochem. 62, 759-763.

Torres, P., Reyes-Duarte, D., Ballesteros, A., Plou, F.J. (2012) Lypase-catalyzed modification
of phenolic antioxidants. In: Sandoval, G. (ed.) Lipases and phospholipases: methods
and protocols, Methods in molecular biology. Humana Press, New York, pp. 435-443.

Tran, D.T., Chen, C.L., Chang, J.S. (2013) Effect of solvents and oil content on direct

transesterification of wet oil-bearing microalgal biomass of Chlorella vulgaris ESP-31

117



for biodiesel synthesis using immobilized lipase as the biocatalyst. Bioresour. Technol.
135, 213-221.

Treichel, H., de Oliveira, D., Mazutti, M.A., Di Luccio M., Oliveira, J.V. (2010) A review on
microbial lipases production. Food Bioprocess. Tech. 3, 182-196.

Trofa, D., Soghier, L., Long, C., Nosanchuk, J.D., Gacser, A., Goldman, D.L. (2011) A rat
model of neonatal candidiasis demonstrates the importance of lipases as virulence
factors for Candida albicans and Candida parapsilosis. Mycopathologia 172, 169-178.

ul-Hagq, L., Idrees, S., Rajoka, M.L. (2002) Production of lipases by Rhizopus oligosporous by
solid-state fermentation. Process Biochem. 37, 637-641.

Ulker, S., Karaoglu, S.A. (2012) Purification and characterization of an extracellular lipase from
Mucor hiemalis f. corticola isolated from soil. J. Biosci. Bioeng. 114, 385-390.

Vagvolgyi, Cs., Magyar, K., Papp, T., Palagyi, Z., Ferenczy, L., Nagy, A. (1996) Value of
substrate utilization data for characterization of Mucor isolates. Can. J. Microbiol. 42,
613-616.

Vagvolgyi, Cs., Vastag, M., Acs, K., Papp, T. (1999) Rhizomucor tauricus: a questionable
species of the genus. Mycol. Res. 103, 1318-1322.

van Heerden, 1., Cronjé, C., Swart, S.H., Kotz¢, J.M. (2002) Microbial, chemical and physical
aspects of citrus waste composting. Bioresour. Technol. 81, 71-76.

Varma, M.N., Madras, G., (2010) Effect of chain length of alcohol on the lipase-catalyzed
esterification of propionic acid in supercritical carbondioxide. Appl Biochem.
Biotechnol. 160, 2342-2354.

Villeneuve, P., Muderhwa, J.M., Graille, J., Haas, M.J. (2000) Customizing lipases for
biocatalysis: a survey of chemical, physical and molecular biological approaches. J.
Mol. Catal. B: Enzym. 9, 113-148.

Wagner, L., Stielow, B., Hoffmann, K., Petkovits, T., Papp, T., Vagvolgyi, Cs., de Hoog, G.S.,
Verkley, G., Voigt, K. (2013) A comprehensive molecular phylogeny of the
Mortierellales (Mortierellomycotina) based on nuclear ribosomal DNA. Persoonia 30,
77-93.

Wang, D., Xu, Y., Shan, T. (2008) Effects of oils and oil-related substrates on the synthetic
activity of membrane-bound lipase from Rhizopus chinensis and optimization of the
lipase fermentation media. Biochem. Eng. J. 41, 30-37.

Wang, Y.N., Liu, X.Y., Zheng, R.Y. (2013) Four new species records of Umbelopsis
(Mucoromycotina) from China. J. Mycol. 2013, 970216.

118



Winkler, F.K., D'Arcy, A., Hunziker, W. (1990) Structure of human pancreatic lipase. Nature
343, 771-774.

Wu, X.Y., Jaaskelainen, S., Linko, Y.Y. (1996) Purification and partial characterization of
Rhizomucor miehei lipase for ester synthesis. Appl. Biochem. Biotech. 59, 145-150.

Xu, Y., Wang, D., Mu, X.Q., Zhao, G.A., Zhang, K.C. (2002) Biosynthesis of ethyl esters of
short-chain fatty acids using whole-cell lipase from Rhizopus chinesis CCTCCM
201021 in non-aqueous phase. J. Mol. Catal. B: Enzym. 18, 29-37.

Yan, Q., Duan, X., Liu, Y., Jiang, Z., Yang, S. (2016) Expression and characterization of a
novel 1,3-regioselective cold-adapted lipase from Rhizomucor endophyticus suitable for
biodiesel synthesis. Biotechnol. Biofuels 9, 86.

Yasuda, M., Ogino, H., Kiguchi, T., Kotani, T., Takakura, S., Ishibashi, T., Nakashima, T.,
Fukuda, H., Ishikawa, H. (1999) Purification and characterization of lipase from
Rhizopus chinensis cells. J. Biosci. Bioeng. 88, 571-573.

Yu, X.W., Wang, L.L., Xu, Y. (2009) Rhizopus chinensis lipase: Gene cloning, expression in
Pichia pastoris and properties. J. Mol. Catal. B: Enzym. 57, 304-311.

Yu, X.-W., Xu, Y., Xiao, R. (2016) Lipases from the genus Rhizopus: Characteristics,
expression, protein engineering and application. Prog. Lipid Res. 64, 57-68.

Yiicel, S., Terzioglu, P., Oz¢imen, D. (2012) Lipase applications in biodiesel production. In:
Fang, Z. (ed.) Biodiesel- feedstocks, production and applications. InTech d.o.o, Rijeka,
pp. 209-250.

119



KOSZONETNYILVANITAS

A dolgozatban ismertetett kisérleti munka az SZTE TTIK Mikrobioldgiai Tanszéken
késziilt.

K6sz6ndom Prof. Dr. Vagvolgyi Csaba tanszékvezetdnek, hogy a tanszéken munkamat
lehet6vé tette és tdmogatta.

Koszonettel tartozom témavezetdimnek, Dr. Papp Tamasnak és Dr. Takoé Miklosnak,
hogy szakdolgoz6 korom o6ta figyelemmel kisérték és 0sztonozték munkassagomat. Halaval
tartozom hasznos elméleti és gyakorlati tanacsaikért, és a munkam alatt nyuajtott sokréti,
Onzetlen tdmogatasukért, valamint hozzajarulasukért szakmai fejlédésemhez.

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Szekeres Andrasnak és Kecskeméti Anitanak a
gazkromatokrafids méréseknél, valamint a szintézis vizsgalatoknal nyujtott elméleti
segitségiikért, tanacsaikért.

Koszonettel tartozom szakdolgozémnak, Sdja Andreanak, aki a dolgozatban is
ismertetett téman dolgozott.

Koszonet illeti a 312. labor minden dolgozojat, a laborban nyujtott segitségiikért, barati
szavaikért, mellyel nagymértékben segitették munkamat: Dr. Kocsubé Sandor, Kiss Noémi,
Kerekes Erika Beata, Dr. Baranyi Nikolett, Nacsa-Farkas Elvira, Dr. Homa Ménika, Szarkandi
Janos Gerg6 €s Vidacs Anita. Kiilon kdszonet illeti a fehérje-munkéaban nytjtott segitségét Dr.
Viragh Maténak, Toth Lilidnanak és Dr. Galgoczy Laszlonak.

Halas vagyok Lele Marianak és Deakné Kulcsar Melindanak a munkam soran nyujtott
technikai segitségért.

Tovabba koszonettel tartozom a SZTE Mikrobioldgiai Tanszék valamennyi
dolgozojanak, aki barmilyen modon segitette dolgozatom elkésziilését.

Halasan kdszonom sziileimnek, testvéremnek, paromnak, barataimnak, hogy mindvégig

mellettem alltak, tAmogattak, biztattak, igy hozzasegitettek dolgozatom elkészitéséhez.
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10. MELLEKLETEK

1. sz. melléklet. A dolgozatban vizsgalt izolatumok torzsgyiijteményben szerepld azonositd szamai €s eredetiik.

Torzsgyiijtemény

Torzsgyiijtemény

Izolatum neve o Eredet Izolatum neve Ly Eredet
azonosito azonosito
Dissophora decumbens CBS 301.87 tolgy-_]uhfgsfihulladek / Mucor plumbeus MUFS 169 -/-
Dissophora ornata CBS 348.77 erdétalaj / Kolumbia || Mucor psychrophilus CBS 288.71 juh trigya /
Oroszorszag
Gamsiella multidivaricata CBS 227.78 korhadt fa / Oroszorszag | Mucor racemosus f. chibinensis CBS 636.67 talaj / Oroszorszag
Gilbertella persicaria SZMC 247 OSZIbaraclljéiahforma, Mucor racemosus f. sphaerosporus CBS 115.08 - / Norvégia
Gilbertella persicaria SZMC 11086 OSZIbaraclljéiahforma, Moucor strictus CBS 576.66 talaj / Ausztria
Gilbertella persicaria SZMC 11087 0521baraclljéiahforma, Mucor zonatus CBS 148.69 talaj / Németorszag
Gilbertella persicaria SZMC 11088 OSZlbaracllj/ Sliahforma, Rhizomucor miehei NRRL 3169 -/ Kalifornia, USA
Gilbertella persicaria SZMC 11089 OSZIbaraclljéiahforma, Rhizomucor miehei NRRL 5282 -/ India
Gilbertella persicaria SZMC 11090 OSZIbaraclljéiahforma, Rhizomucor miehei NRRL 5284 rothad6 alma / USA
. Lo Gszibarack / Kalifornia, . - tehén placenta /
Gilbertella persicaria SZMC 11091 USA Rhizomucor miehei NRRL 5901 Dakota, USA
Gilbertella persicaria SZMC 11092 OSZIbaraclljéiahforma, Rhizomucor miehei NRRL 6303 -/-
Gilbertella persicaria SZMC 11093 OSZlbaraCllj éiahforma, Rhizomucor miehei ETH M4918 komposzt / Svajc
Gilbertella persicaria SZMC 11094 Oszibarack / Kalifornia, Rhizomucor miehei CBS 370.71 humén kop ot/
USA Hollandia
Gilbertella persicaria SZMC 11095 OSZIbaracllj/Sliahforma, Rhizomucor miehei SZMC 11011 -/-
Gilbertella persicaria SZMC 11096 dszibarack/ Kalifornia, Rhizomucor miehei CBS 360.92 humén ml!((.)ZIS /
USA Ausztralia
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Izolatum neve Torzsgyu]t,efraleny Eredet Izolatum neve Torzsgydj t'e{laleny Eredet
azZonosito azonosito
Gilbertella persicaria SZMC 11097 osmbarac{kjéiahforma, Rhizomucor pusillus NRRL 2543 allati mikozis / Anglia
Gilbertella persicaria SZMC 11098 nektarml‘/]é( :hforma, Rhizomucor pusillus SZMC 11001 -/-
Gilbertella persicaria SZMC 11099 nektarlnl‘/]é( :hfornla, Rhizomucor pusillus SZMC 11002 -/-
Gilbertella persicaria SZMC 11100 nektarin/ Kalifornia, USA || Rhizomucor pusillus SZMC 11010 -/-
Mortierella alpina CBS 210.32 homokos talaj /Ausztralia || Rhizomucor pusillus ETH M4920 trachea valadék / Svéjc
Mortierella amoeboidea CBS 889.72 Chrom’e losp orum sp/ Rhizomucor pusillus WRLCN(M)231 allati mikozis / Anglia
Németorszag
Mortierella angusta CBS 293.61 pOdZO];rt;ﬁn/i:Iagy- Rhizomucor pusillus FRR 2490 -/ Ausztralia
Mortierella antarctica CBS 609.70 smklahasailiel:jll(léAntarktlsz Rhizomucor pusillus SZMC 11017 - / Lengyelorszag
Mortierella armillariicola CBS 914.73 Armillaria m?llea / Rhizomucor pusillus FRR 1652 -/-
Hollandia
Mortierella beljakovae CBS 123.72 talaj / Ukrajna Rhizomucor pusillus NRRL 6304 -/-
Mortierella camargensis CBS 221.58 homokps tal&,u / Rhizomucor pusillus NRRL 6401 - / Kalifornia, USA
Franciaorszag
Mortierella chlamydospora CBS 120.34 Antzr.rhmum majus | Rhizomucor pusillus NRRL 3638 viztartaly / Wisconsin,
ismeretlen USA
Mortierella claussenii CBS 294.59 talaj / Svajc; tipus torzs | Rhizomucor pusillus CBS 354.68 kukorica / Hollandia
Mortierella clonocystis CBS 357.76 talaj / Spanyolorszag Rhizomucor pusillus CBS 184.67 lotragylajé[I;Ievada,
Mortierella cogitans CBS 879.97 fakéreg / Japan Rhizomucor pusillus NRRL 3469 - / Kalifornia, USA
Mortierella cystojenkinii CBS 456.71 mezogazdasagl talaj / Rhizomucor pusillus SZMC 11026 -/-
Hollandia
Mortierella dichotoma CBS 221.35 A uruleky / Rhizomucor pusillus SZMC 11027 Klinikai izoldtum /,
Németorszag Szeged, Magyarorszag
Mortierella echinosphaera CBS 575.75 begonia / Hollandia Rhizomucor pusillus NRRL 6399 denevér iriilék / India

122



Izolatum neve Torzsgyu]t,efraleny Eredet Izolatum neve Torzsgydj t'elrraleny Eredet
azZonosito azonosito
Mortierella elongatula CBS 488.70 varost hullad,e k/ Rhizopus homotallicus NRRL 2538 talaj / Guatemala
Németorszag
Mortierella epicladia CBS 355.76 talaj / Spanyolorszag Rhizopus microsporus var. oligosporus NRRL 2710 tempeh / Indonézia
. . varosi hulladék / . . . -
Mortierella epigama CBS 489.70 Németorszig Rhizopus microsporus var. oligosporus NRRL 514 tempeh / Indonézia
Mortierella exigua CBS 655.68 mezogazdas.agl talaj / Rh.lzopus.mzcr(.)sporus var. CBS 220.92 huméan l’Illk(.)ZIS /
India rhizopodiformis Hollandia
Mortierella gamsii CBS 749.68 talaj / Hollandia Rhizopus microsporus var. CBS 102.277 human mikézis / Japan
rhizopodiformis
Mortierella gamsii CBS 253.36 erdei talaj / Németorszdg || K/HZ0pus microsporus var. SZMC 13647 -/-
rhizopodiformis
Mortierella gamsii CBS 314.52 erdei talaj / Németorszag | Rhizopus niveus CBS 403.51 - / Japan
. . fenyberdo talaj / Nagy- . cukkini / Kalifornia,
Mortierella gemmifera CBS 134.45 Britannia Rhizopus oryzae SZMC 13611 USA
. . Dactylis glomerata . ) . .
Mortierella globulifera CBS 858.70 aydkeér / Anglia Rhizopus oryzae SZMC 13616 flige / Kalifornia, USA
. . s . . - / Szeged,
Mortierella globulifera CBS 417.64 talaj / Németorszag Rhizopus oryzae SZMC 495 Magyarorszag
Mortierella histoplasmatoides CBS 321.78 tragya / USA Rhizopus oryzae SZMC 502 -/ Szeged,r
Magyarorszag
Mortierella horticola CBS 305.52 -/ Németorszag || Rhizopus oryzae MUFS R5 - / Dél-Afrika
. . .t . o, . -/ Szeged,
Mortierella humilis CBS 222.35 fenyGerdd talaja / Mexiko || Rhizopus oryzae SZMC 497 ,
Magyarorszag
Mortierella hyalina CBS 306.52 komposzt / Németorszag | Rhizopus oryzae NRRL 1526 tempeh / Illinois, USA
Mortierella hyalina CBS 115655 Triticum aestivum / Rhizopus oryzae NRRL 2908 kinai éleszt6 / Kina
London, Anglia
Mortierella hypsicladia CBS 116202 denevér iiriilék / Japan Rhizopus oryzae CBS 112.07 - / Hollandia
Mortierella kuhlmanii CBS 157.71 Pinus palustris | USA Rhizopus oryzae CBS 260.28 kinai éleszt6 / Kina
Mortierella lignicola CBS 207.37 korhadé fa / Kolumbia | Rhizopus oryzae SZMC 13635 humén mikozis /

Texas, USA
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Izolatum neve Torzsgyujt,e{neny Eredet Izolatum neve Torzsgyujt'e{neny Eredet
azonosito® azonosito®

. S N4 . . human mikozis /
Mortierella lignicola CBS 313.52 talaj / Németorszag Rhizopus oryzae CBS 109.939 Toronto, Kanada
Mortierella longicollis CBS 209.32 homokos talaj /Ausztralia || Rhizopus oryzae CBS 146.90 hunIl{a(r)lnr: Iil:l?;ls /
Mortierella microzygospora CBS 880.97 talaj / Japan Rhizopus oryzae NRRL 1472 - / Illinois, USA
Mortierella  minutissima var. g 307 5 talaj / Németorszdg || Rhizopus stolonifer SZMC 13609 nektarin / Kalifornia,
dubia USA
Mortierella mutabilis CBS 308.52 -/ Németorszadg || Rhizopus stolonifer SZMC 13610 nektarméé( Aahforma,
Mortierella paraensis CBS 547.89 esOerdo talaj / Brazilia | Rhizopus stolonifer SZMC 13614 osmbarac{kjgiahfomla,

. Pinus sylvestris / . . Oszibarack / Kalifornia,
Mortierella parazychae CBS 868.71 Hollandia Rhizopus stolonifer SZMC 13607 USA
Mortierella parvispora CBS 311.52 talaj / Németorszag Rhizopus stolonifer var. reflexus SZMC 506 talaj / Illinois, USA
Mortierella parvispora CBS 304.52 talaj / Németorszag Rhizopus stolonifer var. reflexus SZMC 503 - / Magyarorszag
Mortierella polygonia CBS 685.71 talaj / Hollandia Rhizopus stolonifer var. reflexus SZMC 504 - / Magyarorszag
Mortierella pulchella CBS 312.52 Plcearables gy9ker / Rhizopus stolonifer var. reflexus SZMC 498 -/ Szeged,’

Németorszag Magyarorszag
Mortierella rishikesha CBS 652.68 erdd talaj / India Rhizopus stolonifer var. reflexus CBS 117.43 arpa / Hollandia
Mortierella rostafinskii CBS 522.70 talaj / USA Rhizopus stolonifer var. reflexus CBS 320.35 -/-
Mortierella sarnyensis CBS 122.72 fenyderdd / Ukrajna Rhizopus stolonifer var. reflexus CBS 319.35 -/-
Mortierella schmuckeri CBS 295.59 talaj / Mexiko Rhizopus stolonifer var. reflexus CBS 398.95 -/-

. gombakomposzt / . . . Oszibarack / Kalifornia,
Mortierella selenospora CBS 811.68 Hollandia Rhizopus stolonifer var. stolonifer SZMC 13600 USA
Mortierella strangulata CBS 455.67 roka triilék / Hollandia | Rhizopus stolonifer var. stolonifer SZMC 13601 osz1baracll§é§ahforn1a,
Mortierella stylospora CBS 211.32 homokos talaj / Ausztralia || Rhizopus stolonifer var. stolonifer SZMC 13602 osz1baracll§é§ahfornla,

124



Izolatum neve Torzsgyu]t,efraleny Eredet Izolatum neve Torzsgydj t'elrraleny Eredet
azZonosito azonosito
Mortierella turficola CBS 432.76 Sphagnum recurvum | Rhizopus stolonifer var. stolonifer SZMC 13603 Gszibarack / Kalifornia,
' Hollandia “op ' USA
Mortierella verticillata CBS 225.35 - / Németorszag Rhizopus stolonifer var. stolonifer SZMC 13605 - / Kalifornia, USA
Mortierella verticillata CBS 346.66 tundra talaj / Alaszka Rhizopus stolonifer var. stolonifer SZMC 13606 osmbaraclljéiahfomla,
Mortierella verticillata CBS 220.58 talaj / Franciaorszag Rhizopus stolonifer var. stolonifer SZMC 13608 osmbaraclljéiahfomla,
Mortierella verticillata CBS 374.95 erdei talaj / Kina Rhizopus stolonifer var. stolonifer SZMC 13612 - / Kalifornia, USA
Mortierella verticillata CBS 315.52 erdd talaj / Németorszag | Rhizopus stolonifer var. stolonifer SZMC 13613 osz1barac§é§ahforma,
Mortierella wolfii CBS 611.70 szarvasma’rha tids / Uj- Rhizopus stolonifer var. stolonifer SZMC 13615 Gszibarack / Kalifornia,
Z¢éland USA
Mortierella wolfii CBS 651.93 gomﬁzlﬁzrélgészt/ Rhizopus stolonifer var. stolonifer CBS 609.82 ragi/ -
Mortierella zonata CBS 228.35 Gomphlfizus glutfnosus / Rhizopus stolonifer var. stolonifer CBS 389.95 -/-
Németorszag
Mortierella zychae CBS 316.52 Pop L,dus tremyla / Rhizopus stolonifer var. stolonifer CBS 347.49 tempeh / Indonézia
Németorszag
Mucor amphibiorum CBS 763.74 béka / Németorszag Rhizopus stolonifer var. stolonifer CBS 109.76 kenyér / Svajc
Mucor bainieri NRRL A-11496 talaj / India Rhizopus sp. SZMC 2001R paradlcsom/
Magyarorszag
Mucor bainieri ATCC 42642 ismeretlen Rhizopus sp. SZMC 2002R Oszibarack/
Magyarorszag
Moucor circinelloides f. janssenii CBS 243.67 mUkorrilﬁ?E;s / Dél- Rhizopus sp. SZMC 2003R - / Magyarorszag
Mucor corticolus SZMC 12031 gyliimolcs / Magyarorszag | Rhizopus sp. SZMC 2004R di6 / Magyarorszag
Mucor corticolus NRRL 3617 talaj / Ausztria Rhizopus sp. SZMC 2005R rizs / Magyarorszag
Mucor corticolus NRRL 3616 talaj / Ausztria Rhizopus sp. SZMC 2006R rizs / Magyarorszag
Mucor flavus CBS 234.35 - / Németorszag Rhizopus sp. SZMC 2007R 0s21barack{
Magyarorszag
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Izolatum neve Torzsgyu]t,efraleny Eredet Izolatum neve Torzsgyujt'e{laleny Eredet
azZonosito azonosito
Mucor fragilis CBS 236.35 Németorszag Rhizopus sp. SZMC 13636 kenyér / Magyarorszag
Mucor fuscus SZMC 12042 -/- Rhizopus sp. SZMC 13637 - / Magyarorszag
Mucor fuscus SZMC 12043 -/- Rhizopus sp. SZMC 13638 -/-
Mucor fuscus NRRL A-16057 -/- Rhizopus sp. SZMC 13639 -/-
Mucor genevensis NRRL 1756 -/- Rhizopus sp. SZMC 13640 -/-
Mucor genevensis NRRL 1758 -/- Umbelopsis angularis CBS 603.68 talaj / Hollandia
Mucor genevensis SZMC 12072 -/- Umbelopsis autotrophica CBS 310.93 talaj / UK
Mucor guillermondii CBS 174.27 Perlp ganeta americana Umbelopsis isabellina NRRL 1757 talaj / USA
iiriilék / Oroszorszag
Mucor indicus CBS 226.29 -/ Svajc Umbelopsis ramanniana SZMC 11078 ismeretlen
Mucor microsporus CBS 204.28 - / Franciaorszag Umbelopsis ramanniana NRRL 1296 -/-
Mucor minutus CBS 586.67 -/ India Umbelopsis ramanniana var. angulispora CBS 222.29 -/ Oroszorszag
Mucor nederlandicus CBS 735.70 -/- Umbelopsis versiformis CBS 473.74 talaj / Ausztralia
.. . nektarin / Kalifornia, e . .
Mucor piriformis SZMC 12075 USA * Roviditések: ATCC, American Type Culture Collection; CBS,
Mucor piriformis SZMC 12076 nektarin / Kalifornia, Centraalbureau voor Schlm@elcultures; ETH, Swiss Federal Institute of
_USA Technology Culture Collection; FRR, CSIRO Food Research Culture
Mucor piriformis SZMC 12077 nektarméé( Aahfomla’ Collection, North Ride, Australia; MUFS, Culture Collection of the
nektarin / Kalifornia Department of Microbiology and Biochemistry, The University of the
Moucor piriformis SZMC 12078 ’ . . .
USA Orange Free State, South-Africa; NRRL, Agricultural Research Service
Mucor plasmaticus CBS 275.49 egér tiriilék / Hollandia Culture Collection; SZMC, Szeged Microbiological Collection; WRL-
CN, Welcome Bacterial Collection, Beckham, Great Britain
Mucor plumbeus SZMC 1001 -/-
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2. sz. melléklet. A homérséklet hatasa a Mo. alpina (A), U. isabellina (B), U. autotrophica (C),

U. ramanniana var. angulispora (D) és U. versiformis (E) torzsek nyers lipazkivonatai altal

katalizalt pNFP atészterezésre.
Az 500 pl térfogati reakcioelegyek 9 mM pNFP-ot és 1,7 M etanolt tartalmaztak n-heptanban.

Konverzio=(c1/c0) X 100%, ahol c0 a kiindulasi pNFP és c1 a felszabadul6é pNF koncentracidja. A feltiintetett

értékek 3 parhuzamos mérés eredményei.
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3. sz. melléklet. Az enzimtisztitasi lépések paraméterei R. miehei NRRL 5282 (A), Rh. oryzae NRRL 1526 (B), Rh.

M. corticolus SZMC 12031 (D) és Mo. echinosphaera CBS 575.75 (E) izolatumokbol.

stolonifer SZMC 13609 (C),

A
. 2 L . Térfogati - . Specifikus
Térfogat (ml) f;hi:;]lf) Oss(zlﬁ:h)erje aktivitas (()ssllzlz(l)ll(/tlzitcz;s aktivitas Tisztulas Kihozatal (%)
& g (umol/ml'perc) pmol/p (U/ mg)
Nyers kivonat 760 4,24 32224 86,17 65489,2 20,3 1 100
Ammonium-szulfat
(75-85%) 3,5 28,2 98,7 7247 25364,5 257 12,7 38,7
Sephadex G-75 50 0,88 44 464,26 23213 527,6 25,9 35,4
Macro-Prep HQ 6 0,68 4,1 659,65 3957,9 970 47,7 6
Sephacryl S200HR 6 0,12 0,7 2522 1513 21814 107,3 2,3
B
- o - Térfogati - s Specifikus
Térfogat (ml) Feh?”f Osszlehérje aktivigtés Osszall(/tlwtas ;)ktivités Tisztulas Kihozatal (%)
(mg/ml) (mg) (nmol/ml/perc) (pmol/perc) (U/ mg)
Nyers kivonat 780 7,26 5662,8 183,37 143028,6 25,26 1 100
Ammonium-szulfat
(50-65%) 3,5 29,2 102,2 16533 57865,5 566,2 22,2 40,5
Sephadex G-75 41 0,29 11,7 198,73 81479 6949 27,5 5,7
Uno Q-1 6 0,07 0,42 167 1002 2392,6 94,7 0,7
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. 2 L . Térfogati - . Specifikus
Térfogat (ml) f;hifljl;; Oss(zg:h)erje aktivitas (()s;zl?)ll(/tlz;tcz;s aktivitas Tisztulas Kihozatal (%)
& g (nmol/ml/perc) " P (U/ mg)
Nyers kivonat 700 2,58 1806 66,8 46760 25,89 1 100
Ammonium-szulfat
(50-85%) 6 23,4 140,4 1309,3 7855,7 55,95 2,16 16,8
Sephadex G-25 48 0,24 11,47 20,22 970,56 84,6 3,26 2,08
Macro-Prep HQ 8 0,1 0,8 12,11 96,88 121,2 4,68 0,21
Sephacryl S200HR 0,07 0,42 10,3 61,8 147,14 5,68 0,13
D
. - L . Térfogati - g Specifikus
Térfogat (ml) f;hig;; Oss(zlﬁ:h)erje aktivitas (()ssllzlz(l)ll(/tlzitcz;s aktivitas Tisztulas Kihozatal (%)
& g (nmol/ml/perc) r P (U/ mg)
Nyers kivonat 710 3,6 2556 84,84 60233,8 23,57 1 100
Ammonium-szulfat
(50-85%) 4 23,84 95,36 2254.5 9018 94,56 4,01 14,9
Sephadex G-75 32 0,92 29,44 183,7 5878,4 199,7 8,47 9,76
Macro-Prep HQ 12 0,41 4,92 116,9 1402,8 285,1 12,1 2,3
Sephacryl S200HR 6 0,03 0,18 21,2 127,2 706,76 29,98 0,21
E
. > . Térfogati - e g Specifikus
Térfogat (ml) f;he/:;?.f) Oss(zlﬁfh)e”e aktivitds (()sslfl’;‘)i‘/“:;t;s aktivitds Tisztulis  Kihozatal (%)
& g (nmol/ml/perc) r P (U/ mg)
Nyers kivonat 710 3,5 2485 67 47570 19,14 1 100
Ammonium-szulfat
(50-85%) 8 33,2 265,6 1818,6 14548,8 54,77 2,86 30,6
Sephadex G-75 40 0,3 12 66,8 2672 222,67 11,6 5,6
Macro-Prep HQ 6 0,18 1,1 48,6 291,6 264,13 13,79 0,61
Sephacryl S200HR 6 0,04 0,21 13,25 79,5 378,57 19,5 0,17
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