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Osszefoglalés

Otszérosére emelkedett.

Bevezetés

A pigmentek minden él6 anyagban megtaldlhatok,
vonzd szineket biztositanak, és alapvetd szerepet
jatszanak az organizmusok fejlédésében. Fellelhetdek
levelekben, gyumolcsdkben, z6ldségekben és
virdgokban egyardnt, valamint a bdrben és a szemben
is  (Delgado-Vargas et al, 2010). Szdmos
mikroorganizmus, példaul baktériumok, penészgombadk
és éleszték is  képesek nagyszimU  pigmentet

A'Y. lipolytica élesztbgomba szidmos anyagcseretermék mellett képes szinanyagok termelésére is, amelyek
természetes eredetuknél fogva kllénbdzé ipardgakban alkalmazhatdk szintetikus pigmentek alternativajaként.
Kutatasaink sordn a Y. lipolytica mellett mds Yarrowia fajokhoz tartozé izoldtumokat is vizsgdltunk pigment-
termelés szempontjdbdl, és tdpkdzeg optimdaldsi kisérleteket végeztink a szinanyag termelés fokozdsara. A
legjobb pigmenttermeld térzsnek a Y. lipolytica t 6/3 bizonyult, a leghatékonyabb tépkdzeg pedig a tirozinon
feltl tovabbi aminosavakat (glicin, L-glutamin, L-aszparagin) is tartalmazott. A pH hatasanak vizsgélata sordn
megdllapitottuk, hogy a semlegestdl tavolodva, akdr savas, akdr lugos tartomdnyban, a pigmenttermelés
mértéke csdkkent. A pH=7 kémhatdsu pufferelt tdpkdzegben, a destztillalt vizzel készitetthez hasonld
eredményeket kaptunk, s pigmenttermelés a fermentdcid hetedik napjan érte el a maximumdat. A mangdn
jelentésen befolydsoljo a barna szinanyag termeldédését, 5 mM alkalmazasdval a pigmenttermelés kozel
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szintetizalni, s manapsag egyre szélesebb kérben terjed
el alkalmazdsuk a kulénféle ipardgakban, idetartozik
els6sorban az élelmiszeripar, a gyodgyszeripar, a
textilipar és a kozmetikai ipar (Kumar et al, 2015).

Az élelmiszeriparban szdmos mikroba eredetd
pigment jatszik szerepet az étel szinezésében, mely
kifejezetten fontos szerepet tolt be a tdaplalkozdsunk
sordn, hiszen jelzi az élelmiszer frissességét, minbségét,
de utalhat akdr a beltartalmi értékére is, ezért nagyban
befolydsolja a piac alakuldsat és a fogyasztok déntéseit
(Dufossé, 2006; Sen et al, 2019).
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A mikroorganizmusok dltal  termelt szinanyagok
alkalmazédsa mind gazdasdgi, mind egészségugyi
szempontokat tekintve is kedvezdbb, mint a szintetikus
pigmenteké. A névényekbdl toérténd kinyeréshez képest
is vannak elényei, egyszerlen termelhetdk, nem okoz
problémdt a nyersanyaghidny és az idényszerlség,
tovabbd a névényekbdl szarmazd pigmentek instabilak,
hére és fényre érzékenyek, alacsony a vizoldhatdsaguk
(Nigom és Luke, 2016). A szinanyagot termeld
mikroorganizmusok nem toxikusak és nem patogének,
igy emberi fogyasztasra alkalmasak (Nigam és Luke,
2016).

A melaninok is a széles felhaszndldsi potencidllal
rendelkezd szinanyagok k&ézé tartoznak, amelyek
védelmet nyUjtanak a szervezetnek a kdros kornyezeti
hatdsokkal - kéztik a magas UV sugdrzdssal- szemben,
megkodtik a szabadgyodkdket, antioxidans hatasdak és a
nehézfémek toxikus hatdsaitdl is képesek megvédeni a
szervezetet (Hearing, 2005). Fenolos és/vagy indolos
vegyuletek oxidativ polimerizdcioja révén keletkeznek,
negativan toltétt, hidrofdb pigmentek, amelyek nagy
molekulasdllyal rendelkeznek (Nosanchuk, 2015; El-
Ahmady et al, 2017). Bioszintézis Gtjuk alapjan a
melaninok hdrom csoportba sorolhaték: eumelaninok,
feomelaninok és allomelaninok. Ez utébbiak kézé
tartoznak a piomelaninok, mely termelésére a Yarrowia
lipolytica éleszté is képes (Tahar et al, 2019). A
piomelaninok szintézise tirozinbdl homogentizinsav
intermedieren keresztul térténik (EI—Ahmody et al, 2017;
Tahar et al, 2019). Mindezek alapjan kutaté&saink sorén
célul tlztuk ki tirozin tartalma t&pkdzegekben kuldnbdzd
Yarrowia fajok pigment termelésének vizsgdlatat és
fokozasat tapkdzeg optimdaldsi kisérleteken keresztul.

Anyagok és modszerek

Kutatdé munkdnk sorédn a kovetkezd6 6 Yarrowia
nemzetségbdl szarmazd tdrzset haszndltuk, melyet
Nagy (2015) élelmiszerekbdl izoldlt: Y. bubula 441/4,
Y. divulgata 445/4, Y. porcina 859/4, Y. lipolytica 854/4,
Y. lipolytica s 1/4, Y. lipolytica t 6/3. A térzseket malata
tartalmu  ferdeagaron tartottuk fent. A pigment
fermentdcidhoz haszndlt alap tapkdzeg Osszetétele:
KH,PO, (4 g/l), MgsO,*7H,0 (25 g/I), MnSO,*5H,0
(0106 gfl), melyet a kisérleti tervnek megfeleléen
egészitettink ki tirozinnal, tejsavval és tovabbi
aminosavakkal. A pigment termelés vizsgdlata sordn
160-160 ml fermentdcids tdpkdzeget oltottunk be 5%
inokulum tenyészettel és 28 °C-on 130 rpm-en legaldbb
10 napon keresztul inkubdltuk. A fermentdcid sordn
meghatdrozott idékdzénként mintat vettink. Megfeleld
higitast kévetdéen 600 nm-es hullémhosszon mértdk a
mintak optikai denzitdsdt a szaporodds kdvetése
végett, mig a pigment termelés vizsgdalatat 400 nm-en
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mért abszorbancia értékek meghatdrozdsa alapjdn
végeztik Unicam Helios Alfa spektrofotométerrel. A
tépkdzeg kémhatdsdnak alakuldsat is nyomon kdvettik
a fermentdcio sordn. A pufferelt tapkdzegeknél a kivant
pH értéket (pH=5 - pH=80) Sorensen puffer
segitségével dllitottuk be..

Eredmények és értékelésik

Hat darab Yarrowia tdrzset screeneltink pigment
termelésre Carreira és Loureiro (1998) dltal Y. lipolytica
elkulénitéséhez alkalmazott tirozin tartalmd t&pagaron.
Az agaron kinétt telepek korul lathaté  barna
elszinezddés utalt a torzsek pigment termeld
képességére, melyet a leoltdst kdvetden 1 hét mulva
értékeltunk.

Mindegyik vizsgdlt térzs esetén megfigyelhetd volt a
barna szinl elszinezédés (1. abra), bar a kilénbozd
torzsek kualdonbdzd meértékben termeltek pigmentet. A
legnagyobb mértékl szinvaltozdast a Y. lipolytica toérzsek
esetén tapasztaltuk, mig a barna szin megjelenése a Y.
bubula esetén volt a legkevésbé intenziv. A megjelent
szin alapjan a Y. porcina és Y. divulgata tdrzseknél
hasonld mértékld pigment szintézisre kovetkeztettunk.
Eredményeink alapjan a legjobb termelének a Yarrowia
lipolytica t /3 térzs bizonyult. E térzs mellett, a pigment
termelés optimaldasara irdnyuld tovabbi vizsgdlatainkat
a szakirodalomban  kevésbé  tanulmdnyozott Y.
divulgata és Y. porcina torzsekre is kiterjesztettuk.
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1. @bra: A Yarrowia tdrzsek pigment termelésre vald
screenelésének eredménye

Szubmerz, rdzott lombikos fermentdcidk sordn
végeztlnk tapkdzeg optimdldsi kisérletet, melyhez a
fermentdciés  tdpkoézeget oz 1. tablazatnak
megfeleléen egészitettik ki. Ezek alapjan kivantuk
meghatdrozni, hogy a tirozin  mellett egyéb
aminosavakat is tartalmazd tapkdzeggel, illetve tejsav
kiegészitéssel fokozhato-e a pigment termelés a
vizsgdlt térzsek esetén.

A legjobb pigment termeld térzs kivalasztdsa a 400
nm-en mért abszorbancia értékek alapjan tértént. A V.
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1. tablazat: A pigmenttermelés vizsgdlatéra készitett
tapkodzegek dsszetétele

tirozin glicin L-glutamin = tejsav
aszparagin
1tépkdzeg 0279/l = - = =
2tapkézeg | 0279/l 1g/l 1g/l 1g/l =
3tapkézeg | 0,279/l 1g/l 1g/l 1g/l 5469/l

lipolytica térzs 2,02-es értéket mutatott (2fA abra) a
fermentdcio 10. napjdn, a Y. porcina és a Y. divulgata
torzsek egyik tapkdzegben sem értek el 1,0-ndl nagyobb
abszorbancia értéket (2/B és 2[/C abrak). A hdrom
kUlonbozd tapkdzeg vizsgdlata sordn a 2. tdpkdzeg
bizonyult a leghatékonyabbnak, mely a tirozin mellett
glicint, L-glutomint és L-aszparagint is tartalmazott. A
csak tirozin kiegészitést tartalmazo tdpkodzeg egyik torzs
esetében sem volt hatékony. A tejsav alkalmazdsa
Joshi (2003) eredményei alapjan pigmenttermelést
fokozd hatdssal birt, melyet a Y. porcina torzs esetében
tapasztaltunk csak. E térzsnél a pigmenttermelés
megdupldzddott tejsav jelenlétében a fermentdciot
7 napjat koévetden, mig a vizsgdlt Y. lipolytica térzs
esetében hasonld eredményeket kaptunk tejsav
kiegészités nélkul is.

A pigmenttermelés tovdbbi fokozdsat a szubmerz
tenyészetben is legjobb termelbnek bizonyult Y.
lipolytica t 6/3 térzs esetén végeztik el, melyhez az
aminosavakkal kiegészitett tapkdzeget alkalmaztunk.
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2. abra: Abszorbancia értékek alakuldsa ktlénbdzé
tapkdzegekben Yarrowia tdrzsekkel végzett pigment-
fermentdcio soran (A: Y. lipolytica t 6/3, B: Y.porcina 859/4, C:
Y. divulgata 445/4) (1. tapkdzeg: alap + tirozin 2. tapkozeg: alap
+ tirozin + aminosavak, 3. tpkdzeg: 2. tapkdzeg + tejsav)
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Vizsgdiltuk a tdapkdzeg kiinduldsi pH-jGdnak hatdasat
pH=5-8 tartomdnyban mind a ndvekedésre, mind a
pigment termelés alakuldsdra. Az eredmények alapjan
megdllapithatd, hogy a mikroba névekedését a pH nem
befolydsolja jelentésen a vizsgdlt tartomdnyban. A
pigment termelés a pufferelt tapkdzegek kdzul a pH=7
értéklben volt a legjobb, ettdl akdr savas, akar lugos
iranyba vald eltérés, a pigmentszintézist hasonld
mértékben csdkkentette. A vizzel készitett kontroll
tapkozegben a pufferelthez (pH=7) hasonléan nagy
abszorbancia értékeket mértink, azonban a pigment-
szintézis ennél a tapkdzegnél lassabban indult el. Mig az
5. napon koézel 15-szer nagyobb az abszorbancia a
pufferelt tapkdzegben, a 7. naptdl kezdddden az értékek
megegyeznek, és noévekvd tendencidt mutatnak.
Osszességében egy 7 napos fermentdcid sordn nem
szUkséges a pufferelt tapkdzeg alkalmazasa.
Szakirodalmi adatok alapjén (Carreira és Loureiro,
1998) a mangdn jelenléte (1 mM) befolyasolja a V.
lipolytica pigment termelését, azonban a kulénbdzd
koncentraciok hatdsdt nem vizsgdltdk a képzddott
szZinanyag tekintetében. Erre kerestik a valaszt a
kovetkezd kisérletben, mind desztilldlt vizzel készitett,
mind pufferelt (pH=7) t&pkdzegben 0, 1, 2 és 5 MM
koncentracioban alkalmazva a mangant.
Megdllapitottuk, hogy a legnagyoblb mértékd pigment-
termelés 5 mM mangdn jelenlétében volt, mind a
pufferelt, mind a vizzel készitett tdpkdzeg esetén
(3. @bra). Mangan jelenléte nélkul mind a szaporodds,
mind a pigmenttermelés késébb indult be és
elhtzodott. A pufferelt tapkdzegek esetén a mangdn
koncentrdacid névelésével aranyosan nétt a szinanyag
mennyisége is, de kevésbé bizonyult hatékonynak o
vizzel készitett tdpkdzeghez képest. A  mangdn
koncentrécid otszordsére vald novelésével, a meért
abszorbancia értékek is kb. 6tszérds értéket mutattak.
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3. abra: Mangdn koncentrdcid hatdsdanak vizsgdlata a
Y. lipolytica t 6/3 pigmenttermelésére vizes és pufferelt
tapkdzegben

Kovetkeztetések, javaslatok

A Yarrowia nemzetség kulonbdzd torzseivel végzett
pigmentfermentdcidk alapjan megdllapitottuk, hogy o
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Y. lipolytica t 6/3 termeli legnagyobb mennyiségben a
barna szinanyagot. A tapkdzeg optimdalds sordn vizsgait
csak tirozin kiegészitést tartalmazd tépkdzeg egyik torzs
esetében sem bizonyult hatékonynak, azonban tovabbi
aminosavak alkalmazdsaval a pigment termelés
fokozédott. A pufferelt tdpkdzegek koézul a pH=7-es
bedllitds volt a legeredményesebb, azonban vizzel
készitett tapkdzegben is 7 napos fermentdcidval azonos
eredmények érheték el. A mangdn koncentrdcioé
hatasdnak vizsgdlata sordn az 5 mM  mangdn
kiegészitéssel, az 1 mM-os kontroll  tdpkdzeg
abszorbancia értékéhez képest kb. Otszords értéket
sikerult elérni. A vizsgdlat megerdsitette tovabbd, hogy
szUkségtelen a kiindulasi tapkézeg pufferelése, vizzel
készitett, 5 MM mangdnt tartalmazd tépkdzegben kodzel
kétszer akkora abszorbancia értékeket mértink, mint a
pufferelt (pH=7) kdzegben.

Osszességében megdllapithatd, hogy a V. lipolytica t
8/3 képes pigment elédllitésara, amely a kuldnbozéd
iparagakban alkalmazhatd, mint természetes eredetu
szZinanyag. Mivel a mangdan
valtoztatdsa nagy hatdssal van a barna szinanyag
szintézisére tovdabbi vizsgdlatok végzése javasolhatd
kisérlettervezéssel. Faktorként a mangdn mellett, a
szintézisben fontos szerepet jatszd tirozin
koncentracidja, valomint ezek egyuttes hatdsanak a
vizsgdlata is eredményes lehet az optimdaldsi
folyamatok sordn. A Yarrowio-k dltal termelt pigment
pontos meghatdrozasdt HPLC-MS analizis segitségével
tervezzUk elvégezni.
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Abstract

In addition to many metabolic products, the yeastY. lipolytica is also capable of producing dyes, which, due
to their natural origin, can be used in various industries as an alternative to synthetic pigments. In the course
of our research, in addition to Y. lipolytica, isolates belonging to other Yarrowia species were examined in
terms of pigment production, and nutrient optimization experiments were carried out to increase
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with the application of 5 mM, the pigment production increased almost fivefold.
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