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Az irodalomban tébben foglalkoztak azz:1, hogy a mikroorganizmusok-
ban talalhaté karotinoid festékek szintézisét a difenilamin bizonyos koncentra-
ciékban gatolja [2, 3, 7, 8]. A difenilaminnak a karotin festékre valé ers hata-
sat a mikroorganizmusok szinhalvanyodasa is sokszor mar mutatja. Vizsgala-
tokat végeztiink a Lupinus luteus gyskérgumoibdl izolalhaté 1égkori nitrogén-
kot8 mikroorganizmussal [4], mely igen dis karotinoidtartalminak bizonyult.
Vizsgalataink arra iranyultak, hogy a karotinoid festékek kvalitativ és kvan-
titativ elemzésével kovessiik a difenilamin hatasat. Hogy minden kétséget
kizaréan azonosithassunk egy karotinoid festéket egy mar ismert szerkezet(
festékkel, kristalyosan kellett volna a mikroorganizmusbél izolalnunk. Ez az
egzakt médszer tilsagosan sok vizsgalati anyagot igényelt volna. A karotinoid
festékek azonositasat ezért a kovetkezo6 adatok figyelembevételével végeztiik el:

1. oldészerek kozott valé megoszlaskor észlelt viselkedése,

2. kromatogramban mutatott helyzet,

3. keverékkromatogram,

4. spektrum adatai lathaté fényben (AM).

Ezeknek az adatoknak alapjan tajékoztaté jellegli eredményeket kivan-
tunk adni a mikroorganizmusban levé karotinoid festékek valtozasérsl difenil-
amin hatasara.

Kisérleti rész
NEmErE GYORGY 1953-ban a Lupinus luteus gyokérgumoibol egy piros
pigmentet képzd és a légkori nitrogént kété mikroorganizmust izolalt (5—6).
Vizsgalatainkat ezzel a torzzsel végeztik [4].

Kisérleteinkben az egyes tenyészeteket Roux-palackban tenyésztettiik
az alabbi 6sszetételii taptalajokon:

1. sz. taptalaj: 5 g babkivonat
2 g szaharoz
0,2 g KH,PO,
0,3 g NaCl
0,2 g CaCO,
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2 g agar-agar
100 ml desztillalt viz

II. sz. taptalaj: A fenti I. sz. taptalajhoz 5 mz difenil-
amint tettiink.

III. sz. taptalaj: 1 g szaritott éleszté
1 g szaharoz
0,5 g (NHy),S0,
0;1 - KH,PO,
0,05 g MgSO, - 7 H,0
0,01 g CaCl, - 2 H,0
0,01 g NaCl
2 g agar-agar

100 ml desztillalt viz
20 g difenilamin

A taptalajokat 110 °C-on 20 percig sterilizaltuk, majd kémcsGtenyésze-
tekkel beoltottuk. A tenyésztés 20 °C-on 10 napig tortént. A difenilamint tar-
talmazo és az dsszehasonlitéként felhasznalt tenyészetek novekedési sebességé-
ben semmiféle kiilonbség nem mutatkozott. Az egyes tenyészetek szinében
azonban lényeges kiilonbség volt észlelhets. Addig, amig az I. sz. taptalajon
novekedett telep élénk piros szint, a I1. sz. taptalajon levé telep halvany krém-
szind és a III. sz. taptalajon kifejlddstt telep teljesen szintelen volt.

A tizedik nap utdn a telepeket a taptalaj feliiletérél lekapartuk, fiziolo-
gias konyhaséoldattal lemostuk és centrifugalas utén a leiilepedett részt infra-
voros lampa alatt Nay,S,0, jelenlétében megszaritottuk.

A festékek kivonasara, szétvalasztdsara és azonositasara“a kovetkezd
moédszert talaltuk a legalkalmasabbnak, amely az irodalmi adatok szerint a
leginkabb hasznalatos a karotinoidok feldolgozasakor [1].

A szaritott mintédkat alkoholos kézeghen kvarchomokkal finomra el-
dorzsoltiik, majd az igy kapott pépbdl a festékeket éterrel vontuk ki. Az alko-

- holtartalmi éteres részt vizzel kimostuk és 209,-0s metanolos KOH-dal egy
éjjelen at szobahGmérsékleten szappanositottuk. Az igy nyert szdraz maradé-
kot 1 : 1 ardnyd petroléter-metanol elegyben oldottuk, majd viz hozzaadasaval
epifazisos és hipofazisos részre valasztottuk szét a festékkeveréket. (Oldészerek
kozdtt valé megoszlas.) Az epifazisos festékeket Ca(OH),-on petroléterbdl, a
hipofazisos festékeket pedig CaCO,-on benzol—petroléterbsl kromatografaltuk.
Az egyes festékek spektrumainak adszorpciés maximumait lathaté fényben
(L6we—ScHUMM racsspektroszképpal) hataroztuk meg. A spektrum meg-
hatarozasa utan az egyes frakcikat tovabb kromatografaltuk, mig egységes
festékhez jutottunk, melyek azonositasa a mar ismert festékkel keverék-
kromatogram, ill. spektrum alapjan tortént.
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Eredmények részletezése

10 g piros szaritott készitményt, amelyet difenilaminmentes taptalajon
kontrollképpen tenyésztettiink, a fent megadott médszerrel extrahaltunk és a
kromatografalashoz elgkészitettiink. A kromatografalas elétt mind az epi-,
mind a hipofazisos festékbdl koncentraciomeghatarozast végeztiink.

Epifazises festek mennyiséges o oo il ain: i s 08, 255 gamma/l0 gramm
Hipofazisos festék mennyisége: ................... S0 s

Osszesen: 285 gamma/l0 gramm

Epifazisos festékek |  gamma/l0 g AM benzolban AM petroléterben

El | Torulin ‘ 34 # 536 499 518,5 485

E2 | Torulin [ 97 | 536 499 518 485

E3 | y-carotin | 55 ‘ 508 476 492 460

E4 ‘ p-carotin 44 497 462 483 452

Hipofazisos festék 1 gamma/10 g l AM benzolban AM petroléterben

|
H1 Torularhodin ‘ 25 l 558 (519) 539 503

10 g halvany krémszint készitmény, amelyet 5 mg/! difenilalanin tap-
talajhoz tételével nyertiink, extrahaltunk és kromatografalashoz elGkészitet-
tiink. Az anyagban lev6 kevés festék miatt csak a kromatografalas elGtt tud-
tunk koncentraciomeghatarozast késziteni, az egyes festékeket kiilon-kiilon
nem hatéroztuk meg.

Hpifazigos festek: mennyigége & oy rg il L 95 gamma/l0 gramm
Hipofazisos festék mennyisége . .. v, i ives s 15 gamma

Osszesen: 110 gamma/10 gramm

Epifazisos festékek gamma/10 g ‘ AM benzolban AM petroléterben
; i
El | Torulin { 536 (498) 518 484

E2 | y-carotin 508 476 492 (460)
E3 | p-carotin 497 (462) 483 452

Hipoféazisos festék

H1

Torularhodin

‘ 558 (518) 539 503

7 Biol. Csop. Kozl IV/3—4.
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10 g szintelen készitmény, melyet 20 mg/l difenilamin taptalajhoz tételé-
vel nyertiink, nem tartalmazott hipofazisos festéket. Az epifazisos festék kon-
centracidja is igen alacsony volt.

Epifézisos festék mennyisége: ............. .. ... 40 gamma/l0 gramm

|
Epifazisos festékek AM benzolban AM petroléterben
|
ot ,,,’ e e
Bl | Toralin ; 53  (498) ‘ 518 484
B2 | Barotn | 96)  (462) 483 152

81 | | A
ANOVANANANAANAN
a2l 4
RS f-karotin (C,H.,)
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|

K \ y-kavotin (CuH,)
HO o
RPN o
‘ \& NN ”\I/\/\I /\/\1/
RN Torularhodin(?)(Cy,H,,0.)
| . | ¥ \-ocs;
R NN N /\/\/\/\/\ g
CRO | [
3 R

Torulin(?)(C,,Hg,0,)

Eredmények megvitatasa

A kontroll tenyészetekben 285 y/10 g szaraz anyagra vonatkoztatott
dssz-karotinoidot talaltunk, amely kb. 8 : 1 ardnyban oszlott meg az epi- és
hipofazisos festékek kozott. Ugyanis 255 p/10 g epifazisos festék mellett 30
/10 g hipofazisos festék volt kimutathaté. Az epifazisos festékek fétomegét a
torulin tette ki, amely a Ca(OH), (kalciumhidroxid) oszlopon intenziv rézsa-
szin és ciklamen szinnel adszorbealédott, 6sszmennyisége 131 /10 g volt.

A masik két epifizisos karotin a f- és p-karotin volt, amelyek sarga
szinnel adszorbealédtak.

Egyetlen hipofazisos festékként a torularhodin volt kimutathaté 30
7/10 gnyi mennyiségben.
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5 mg/l DFA taptalajhoz tétele esetén a telepek halvany rézsaszintiek
és dsszkarotinoid-koncentraciéjuk 110 y/10 g-ra csokkent. Ebb6l az epifazisos
festékek mennyisége 95 /10 g-ct tesz ki, mig a hipofazisos festékeké 15 y/10
- g-ot.

Féleg a torulin az, amelynek a mennyisége igen alacsonnya valik.

20 mg/l DFA esetén az 6ssz-karotinoid koncentracié 40 y/10 g lesz.
Ilyenkor kromatogréTl.éval csak két epifazisos festék, a torulin és f-karotin
mutathaté mar ki.

Osszef oglalas

Sikeriilt megéllapitanunk, hogy egy, a légkori nitrogént élénken koté
piros pigmentet képzd éleszté torzs, amely a Rhizobiumok mellett bizonyos:
Lupinus luteusok 1égkori nitrogént ko6t giiméiben él, a haemoprotein mellett
f6leg kiilonbz8 karotinoidoktél nyeri a szinét.

Ezen szines karotinoidok szintézise DFA-al gatolhato és ilyenkor elsé-
soiban a torularhodin és fi-karotin mennyisége csékken, de a tobbi szines
karotin ésszmennyisége szintén lényegesen alacsonyabb lesz.
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