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BEVEZETES

A lipaz enzimek (EC 3.1.1.3) a zsirok és olajok f6 Osszetevdinek, a triglicerideknek
glicerinné ¢€s szabad zsirsavakka torténd hidrolizisét katalizaljak. Hidrolitikus aktivitasuk
mellett vizmentes, vagy alacsony viztartalmii kozegben észter kotések szintézisére ¢és
athelyezésére is képesek. Biologiai jelentdségiikon kiviil fontos szerepet toltenek be egyes
biotechnologiai/ipari folyamatokban, az altaluk katalizalt reakciok valtozatossaganak, valamint
az enzimek nagyfoku szubsztrat specificitasanak kdszonhetéen. Lipaz enzimeket széles kdrben
alkalmaznak tobbek kozott az ¢lelmiszer-, gyogyszer-, bor-, és a detergens iparban, valamint a
szerves szintéziseknél egyarant. A kereskedelmi forgalomban kaphat6 lipazok tulnyomo
tobbsége mikrobialis eredetii, baktériumok vagy fonalas gombak altal termelt. A mikrobakkal
torténd enzimtermeltetés f6 eldénye, hogy viszonylag nagy mennyiségii enzim 4allithato el
gazdasagos, olcso koriilmények kozott. Emellett a kiillonb6zé mikroorganizmusokbol szarmazo
lipazok valtozatos biokémiai jellemzokkel, azaz szubsztrat specificitassal, homérséklet és pH
optimummal, stabilitassal stb., rendelkezhetnek.

A Mucoromycota gombacsoport tagjai a fonalas gombak egyik legjelentésebb
képviseldi. Okologiai jelentSségiikon kiviil j6 néhany orvosi, ipari, biotechnolégiai, illetve
mezOdgazdasagi szempontbol fontos fajt taldlunk kozottik. A jaromsporas gombak jo
extracellularis enzimtermeldkként 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 vonatkozo ismeretek is
viszonylag korlatozottak. Ugyanakkor a biotechnoldgiai és ipari fejlesztések 1) lipazok iranti
igénye tovabbi a hidrolitikus és/vagy szintetikus reakciok katalizalasa szempontjabol elonyos
tulajdonsagokkal rendelkez6 enzimek azonositasat és jellemzését teszik sziikségessé.

A mezdgazdasagi- és élelmiszeripari folyamatok soran nagy mennyiségben keletkez6
melléktermékek (ndvénymaradvanyok, olajos mag préselvények) szubsztratként vald
alkalmazasa kornyezetbarat és olcsd biotechnologiai eljaras ipari jelentdségli lipaz enzimek

termeltetésére.



CELKITUZESEK

Doktori kutatémunkam célja az alapkutatdsokban €s potenciondlisan biotechnologiai
fejlesztésekben felhasznalhato lipaztermeld jaromspords gombak és extracelluldris lipaz
enzimek azonositdsa volt. Emellett célunk volt a lipazaktivitast mutaté izoldtumok
enzimtermelésének vizsgalata kiilonb6zé fermentacidés koriilményeket, ¢€s kiilonféle
mezOgazdasagi és élelmiszeripari ndvénymaradvany szubsztratokat felhasznalva. Céljaink
kozé tartozott a termelt enzimek izolalasa és a lipaz-katalizalt hidrolitikus és szintetikus

reakciok biokémiai jellemzése is.

Mindezek alapjan a kutatas konkrét célkitiizései a kovetkezok voltak:

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

tapkozegen.

2. A kivalasztott izolatumok lipaztermelésének vizsgalata kiilonb6zd tenyésztési
kortilmények kozott (pl. lipid induktorok, magas lipidtartalmu ndvényi szubsztratok

enzimtermelésre gyakorolt hatasanak vizsgalata).

3. Atészterez0 és észterezO reakciok katalizalasanak vizsgalata kivalasztott
enzimkivonatokkal. A reakcido koriilményeinek valtoztatdsaval az enzimek

szintetikus aktivitdsanak biokémiai jellemzése.

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

rendelkez0 lipazok tisztitasa, azonositasa.

5. A tisztitott enzimek hidrolitikus aktivitasanak biokémiai jellemzése (pl. hdmérséklet
¢s pH optimum, stabilitas, enzimkinetika, szubsztrat specificitds meghatarozasa,

lehetséges gatloszerek vizsgalata).



ALKALMAZOTT MODSZEREK

Extracelluléris enzimtermelés vizsgalata:

Tributirin tartalmu szilard taptalaj

Indukcios minimal tapoldat

Siillyesztett tenyésztés (SmF) asvanyi sokat és buzakorpat tartalmazé tapkdzegen
Szilard fazist tenyésztés vizzel (SSF1) vagy asvanyi sos tapoldattal és olivaolajjal

(SSF2) nedvesitett ndvényi szubsztratokon

Lipazaktivitds meghatarozasa:

A hidrolitikus aktivitas vizsgalata p-nitrofenil-palmitat (pNFP) szubsztrattal
Az atészterezo aktivitas vizsgalata pNFP szubsztrattal és gazkromatografias (GC)
technikaval

Az észterezd aktivitas vizsgalata GC technikaval

Fehérjekoncentracié meghatarozasa:

Bradford modszer

Qubit™ Fluorométer és Quant-iT Protein Assay Kit (Life Technologies) alkalmazasa

Enzimtisztitas soran alkalmazott mddszerek:

Ammonium-szulfat frakcionalt kisozas

Meéretkizarasos kromatografia

Anioncserél6 kromatografia

SDS denatural6 poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)
Nativ poliakrilamid gélelektroforézis

Fehérjemintazat el6hivas eziist-nitrat festékkel

Zimografiai analizis fluorogén és kromogén szubsztratokkal

A hidrolitikus aktivitas biokémiai jellemzése:

Reakcidelegyek az enzimaktivitast befolyasold tényezok (pl. hdmérséklet, pH, stb.)
vizsgalatahoz
Kinetikai paraméterek meghatarozasa Lineweaver-Burk féle linearizacioval

Vékonyréteg kromatografia a regioszelektivitas meghatarozasahoz



EREDMENYEK

1. Azonositottunk magas extracellularis lipolitikus aktivitassal rendelkezé jaromsporas
gombatorzseket. (Tako és mtsi., 2012; Kotogéan és mtsi., 2014)

Jelen munkaban a Gilbertella, Rhizomucor, Rhizopus, Mucor, Dissophora, Gamsiella,
Mortierella és Umbelopsis nemzetségbe tartozd 204 gombatdrzs lipaztermelését teszteltiik
tributirin tartalma szilard tapkozegen. A telepek koril keletkezd feltisztulasi zonak és
telepatmérdk alapjan 21 nagy extracellularis lipolitikus aktivitdssal 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.

2. Megyvizsgaltuk a kivalasztott torzsek lipaztermelését kiilonfélee induktiv koriilmények
kozott folyadék és szilard fazisu fermentaciéban. (Kotogan és mtsi., 2014)

Teszteltik kiillonbozé novényi olajok, valamint szintetikus lipid szadrmazék
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
elsésorban a szoja-, szezammag-, gyapotmagolajok fokoztdk még egyes izolatumok
enzimtermelését.

A buizakorpa hatékony induktora a fonalas gombak lipaztermelésének, igy a kivalasztott
torzsek enzimtermelését buzakorpa alapu folyadék és szilard fazisu fermentacioban 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 indukcids tapkdzegen. A kiilonbdzo izolatumok esetében a tenyésztés eltérd fazisaiban
mértiikk a legmagasabb lipazaktivitast. Buzakorpa alapt 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 tapkdzegen, mint SSF1-en. Az SSF2 tapkozegen 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

buzakorpa mellett méas magas lipidtartalmii ndvényi maradvanyokat is bevontunk a
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vizsgalatainkba, ahol a legnagyobb lipazaktivitdsokat makliszt és tokmag préselési orlemény,

mint szubsztrat alkalmazasa esetén kaptuk.

3. Vizsgaltuk és jellemeztiilk jaromsporas gombakbol nyert nyers lipazkivonatok
atészterezo és észterezo aktivitasait. (Kotogan és mtsi., 2014; Kotogan és mtsi., 2016)

A kisérletekben az elézetes tesztjeink alapjan kivalasztott izolatumok btizakorpa alapt
szilard fermentdcié utani nyers enzimkivonataival dolgoztunk. A termelt lipazok atészterezo
aktivitasat 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 hatdsat, ahol altalaban a leghatékonyabb pNFP
konverzi6 értékeket n-heptanban kaptuk. A hdmérséklet atészterezésre kifejtett hatasat 20 — 50
°C koz6tti tartomanyon vizsgaltuk. A konverzios rata linearisan ndvekedett a 6 6ras inkubacio
alatt 40 °C-on, kivéve a Rh. oryzae NRRL 1472, U. autotrophica és 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, mely a magas
hémérséklet katalizist-fokoz6 hatasaval magyarazhat6. Hosszabb inkubacié hatasanak
vizsgalatakor a reakcids rata linearis emelkedését tapasztaltuk az els6 48 draban, a maximalis
PpNFP konverziot 96 ora elteltével allapitottuk meg: a legmagasabb értékeket a R. miehei és a
Mo. echinosphaera enzimkivonatai mutattak, 90,5 és 88,5% konverzidoval. Az atészterezés
hatékonysagat kiillonboz6 acil akceptor molekulak jelenlétében is teszteltiik, melynek soran az
atészterezés a vizsgalt alkoholok mindegyikével végbement; a leghatékonyabb pNFP
konverziot etanol esetében figyelhettiik meg. Az etanol koncentracio atészterezésre gyakorolt
hatasat 0,85 — 5,1 M (5 — 30%, v/v) tartomanyban vizsgaltuk. A pNFP konverzi6 jelentds
novekedését tapasztaltuk az etanol koncentracié novelésével a R. miehei és Rh oryzae
lipazoknal 3,4 M, mig a Rh. stolonifer és M. corticolus enzimkivonatok esetében 4,2 M etanol
koncentracioig. Kiilonb6z6 acil-donor molekula tesztelésénél a kdzepes szénlanchosszusaga
(C8 — C12) aril-¢észterek alkalmazasakor nagyobb pNFP konverzidt allapitottunk meg, mint a
rovid vagy hosszu zsirsavlancot tartalmazo észterek esetében.

Néhany kivalasztott enzimnél a palmitinsav és etanol kozotti észterezést is

megvizsgaltuk. A Mo. echinosphaera és R. miehei lipaznal 48 6ra, mig a Rh. stolonifer
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enzimnél 24 6ra utan sorrendben 9,77, 9,98 és 10,54 mg/1 etil-palmitat mennyiséget mértiink
gazkromatografias technikaval. Az észterezd aktivitds mindegyik vizsgalt enzimnél
alacsonyabbnak bizonyult, mint az atészterezd. Az észterezés katalizalasanak jellemzésekor
kimutattuk, hogy az enzimek elsdsorban a hosszi, C16 — C18 zsirsavak észterezését részesitik

elényben.

4. Tisztitottunk lipaz enzimeket nagy szintetikus és hidrolitikus aktivitassal rendelkez6
nyers enzimkivonatokbél. (Tako és mtsi., 2017)

Az elozetes 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 tisztitas a nyers
kivonatokbol ammoénium-szulfat frakcionalassal, majd gélszlirést kovetd ioncseréld és
méretkizarasos  kromatografias elvalasztassal tortént. A tisztitott enzimfehérjék
molekulatdmegét 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 méretiinek bizonyult. A tisztitott lipdzok zimografiai vizsgalatat a-
naftil-acetat és 4-metilumbelliferil-nonanoét szubsztratokkal végeztiik el. Az izolalt lipazok

képesnek bizonyultak a pNFP és etanol kdzotti atészterezés katalizalasara.

5. Jellemeztiik a tisztitott lipazok hidrolitikus aktivitasat kiilonb6z6 reakciokoriilmények
kozott. (Tako és mtsi., 2017)

A lipazok biokémiai jellemzését a hidrolitikus aktivitdsra hatd tényezdk
figyelembevételével végeztik el. Az enzimaktivitds homérsékleti optimumat a Mo.
echinosphaera 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
tekintheték. Igéretes a Mo. echinosphaera lipaz 20 °C-on, valamint a Rh. oryzae, a Rh.
stolonifer és a 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. oryzae és 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 k6z6tti 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
szénlanchosszusagli zsirsavakat tartalmazd pNF-észtereket hidrolizaltdk a legnagyobb
mértékben. Ezzel szemben a Mo. echinosphaera és a M. corticolus izolatumok lipazai szélesebb
szubsztratpreferenciat mutattak: a M. corticolus lipaz a C4 — C12, a Mo. echinosphaera enzim
a C3 — C10 zsirsavakat tartalmazd pNF-észterek hidrolizisét katalizalta a legnagyobb
mértékben. A trioleat-hidrolizis termékeinek vizsgalatakor kimutattuk, hogy az izolalt enzimek
mindegyike 1,3 regioszelektivitassal rendelkezik. Megallapitottuk a tisztitott lipazok pNFP
szubsztratra vonatkozo6 kinetikai paramétereit is.

Fémionok és reagensek enzimaktivitasra gyakorolt hatasanak vizsgalatakor jelentOs
enzimaktivitis gatlo hatast a Hg?", NBS és SDS jelenlétében tapasztaltunk. A legtébb enzim
aktivitasat a reakciokozegben jelenlévé 5 mM Na® és K" 5 — 37%-kal fokozta, mely
stolonifer €s a Mo. echinosphaera lipazok bizonyultak stabilnak szamos vizsgalt fémso
jelenlétében.

A R. miehei és 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 p-nitrofenol felszabadulast
tapasztaltunk a kontrollhoz képest, melyhez a vizaktivitas csokkenés kdvetkeztében fellépd
pNFP atészterezés is hozzajarulhatott. A vizsgalt enzimek nagy stabilitast mutattak a vizzel

nem elegyedo telitett alkdnokban (n-hexan, ciklohexan, n-heptan €s izooktan).



OSSZEFOGLALAS

1. 21 nagy extracelluldris lipolitikus aktivitassal rendelkez6é jaromsporas gombatdrzset
azonositottunk.

2. Megvizsgaltuk a jo enzimaktivitasu torzsek lipaztermelését kiilonféle induktiv
koriilmények kozott folyadék és szilard fazisu fermentacioban. Jelent6sen boviiltek
ismereteink az enzimek termelésével kapcsolatban kiilonb6z6 induktor, szubsztrat és
tenyésztési koriilmény alkalmazasakor.

3. Vizsgaltuk ¢és jellemeztikk jaromspoéras gombakbdl nyert nyers lipazkivonatok
atészterez6 és €szterezd aktivitasait kiillonb6zo reakciokoriillmény, valamint acil donor
és akceptor vegyiiletek jelenlétében. Tudomasunk szerint els6ként mutattunk ki
szintetikus aktivitast szerves kozegben Mortierella és Umbelopsis extracellularis
lipazok esetében.

4. Tzolaltuk a R. miehei NRRL 5282, Rh. oryzae NRRL 1526, Rh. stolonifer SZMC 13609,
M. corticolus SZMC 12031 és Mo. echinosphaera CBS 575.75 térzsek altal buizakorpa
szubsztraton termelt extracellularis lipdz enzimeket. Elsdként izolaltunk és jellemeztiink
extracellularis lipaz enzimet Rh. stolonifer, valamint a Mortierella nemzetségbe sorolt
torzsbol.

5. Jellemeztiik a tisztitott lipazok hidrolitikus aktivitasat kiilonb6z6 reakciokoriillmények
kozott. A vizsgalt lipazok kozott termotolerans, valamint széles pH toleranciaval
rendelkezd enzimeket is azonositottunk. Szubsztrat specificitasukra elsdsorban a
kozepes szénlanchosszlisagu zsirsavak preferalasa és az 1,3 regioszelektivitas jellemzo.
Az izolalt lipazok kezdeti aktivitasuk nagy részét megoérizték szamos fémso, reagens,
alkohol ¢és alkan jelenlétében. Eredményeink alapjan a tisztitott és jellemzett enzimek
az alapkutatasokban ¢s a biotechnologiai fejlesztésekben, kiilondsen a szerves szintézis

folyamataiban felhasznalhato értékes tulajdonsagokkal rendelkeznek.
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