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Az irodalomban többen foglalkoztak azz; 1, hogy a mikroorganizmusok-
ban található karotinoid festékek szintézisét a difenilamin bizonyos koncentrá-
ciókban gátolja [2, 3, 7, 8]. A difenilaminnak a karotin festékre való erős hatá-
sát a mikroorganizmusok színhalványodása is sokszor már m u t a t j a . Vizsgála-
toka t végeztünk a Ltipinus luteus gyökérgumóiból izolálható légköri nitrogén-
kö tő mikroorganizmussal [4]. mel} igen dús karot inoidtar ta lmúnak bizonyult. 
Vizsgálataink arra i rányul tak, hogy a karotinoid festékek kval i ta t ív és kvan-
t i t a t ív elemzésével kövessük a difenilamin ha tásá t . Hogy minden kétséget 
kizáróan azonosíthassunk egy karotinoid festéket egy már ismert szerkezetű 
festékkel, kristályosan kellett volna a mikroorganizmusból izolálnunk. Ez az 
egzakt módszer túlságosan sok vizsgálati anyagot igényelt volna. A karotinoid 
festékek azonosítását ezért a következő adatok figyelembevételével végeztük el: 

1. oldószerek között való megoszláskor észlelt viselkedése, 
2. kromatogramban m u t a t o t t helyzet, 
3. keverékkromatogram, 
4. spektrum adatai l á tha tó fényben (AM). 
Ezeknek az adatoknak a lap ján tá jékoztató jellegű eredményeket kíván-

t u n k adni a mikroorganizmusban levő karotinoid festékek változásáról difenil-
amin hatására. 

Kísérleti rész 

N É M E T H G Y Ö R G Y 1953-ban a Lupinus luteus gyökérgumóiból egy piros 
pigmentet képző és a légköri ni trogént kötő mikroorganizmust izolált (5—6). 
Vizsgálatainkat ezzel a törzzsel végeztük [4]. 

Kísérleteinkben az egyes tenyészeteket Roux-pa lackban tenyésztet tük 
az alábbi összetételű táp ta la jokon: 

I. sz. táptalaj: 5 g babkivonat 
2 g szaharoz 
0,2 g K H 2 P 0 4 

0,3 g NaCl 
0,2 g CaC03 
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2 g agar-agar 
100 ml desztillált víz 

A fent i I . sz. tápta la jhoz 5 mg difcnil-
amint te t tünk. 

1 g szárított élesztő 
1 g szaharoz 
0,5 g (NH4)2S04 

0,1 g K H 2 P 0 4 

0,05 g MgS04 • 7 H 2 0 
0,01 g CaCl2 • 2 H2Ö 
0,01 g NaCl 
2 g agar-agar 

100 ml desztillált víz 
20 g difenilamin 

A tápta la jokat 110 °C-on 20 percig sterilizáltuk, m a j d kéincsőtenyésze-
tekkel beoltottuk. A tenyésztés 20 "C-on 10 napig tör tént . A difenilainint tar-
ta lmazó és az összehasonlítóként felhasznált tenyészetek növekedési sebességé-
ben semmiféle különbség nem muta tkozot t . Az egyes tenyészetek színében 
azonban lényeges különbség volt észlelhető. Addig, amíg az I. sz. t áp ta la jon 
növekedet t telep élénk piros színű, a I I . sz. táp ta la jon levő telep halvány krém-
színű és a I I I . sz. t áp ta la jon kifejlődött telep teljesen színtelen volt. 

A tizedik nap után a telepeket a táp ta la j felületéről lekapar tuk, fizioló-
giás konybasóoldattal lemostuk és centrifugálás után a leülepedett részt infra-
vörös lámpa alatt Na2S204 jelenlétében megszárítottuk. 

A festékek kivonására, szétválasztására és azonosítására ' a következő 
módszert talál tuk a legalkalmasabbnak, amely az irodalmi adatok szerint a 
leginkább használatos a karotinoidok feldolgozásakor [1]. 

A szárított mintákat alkoholos közegben kvarchomokkal f inomra el-
dörzsöltük, majd az így kapott pépből a festékeket éterrel von tuk ki. Az alko-
hol ta r ta lmú éteres részt vízzel kimostuk és 20%-os metanolos KOH-da l egy 
éjjelen át szobahőmérsékleten szappanosítot tuk. Az így nyert száraz maradé-
kot 1 : 1 arányú petroléter-metanol elegyben oldottuk, m a j d víz hozzáadásával 
epifázisos és hipofázisos részre választot tuk szét a festékkeveréket. (Oldószerek 
közöt t való megoszlás.) Az epifázisos festékeket Ca(OH)2-on petroléterből, a 
hipofázisos festékeket pedig CaCO3-on benzol—petroléterből kromatografál tuk. 
Az egyes festékek spektrumainak adszorpciós maximumai t lá tható fényben 
( L O W E — S C H Ü M M rácsspektroszkóppal) határoztuk meg. A spektrum meg-
határozása után az egyes f rakciókat tovább kromatografál tuk, míg egységes 
festékhez ju to t tunk , melyek azonosítása a már ismert festékkel keverék-
kromatogram, ill. spektrum alapján tör tént . 

I I . sz. táptalaj: 

I I I . sz. táptalaj: 
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Eredmények részletezése 

10 g piros szárított készítményt, amelyet difenilaminmentes táp ta la jon 
kontroliképpen tenyésztet tünk, a fent megadott módszerrel ex t rahá l tunk és a 
kromatografáláshoz előkészítettünk. A kromatografálás előtt mind az epi-, 
mind a hipofázisos festékhői koncentrációmeghatározást végeztünk. 

Epifázisos festék mennyisége: 255 gamma/10 gramm 
Hipofázisos festék mennyisége: 30 ,, ,, 

Összesen: 285 gamma/10 gramm 

Epifázisos festékek gamma/10 g AM benzolban AM petroléterben 

E l Torul i l l 3 4 5 3 6 4 9 9 518 ,5 4 8 5 
E 2 T o r u l i n 97 5 3 6 4 9 9 518 4 8 5 
E 3 y - c a r o t i n 55 5 0 8 476 492 4 6 0 
E 4 /S-carotin 4 4 4 9 7 462 483 4 5 2 

Hipofázisos festék gamma/10 g AM benzolban AM petroléterben 

H l T o r u l a r h o d i n 25 5 5 8 (519) 539 5 0 3 

10 g halvány krémszínű készítmény, amelyet 5 mg/ l difenilalanin táp-
talajhoz tételével nyer tünk, extrahál tunk és kromatografáláshoz előkészítet-
t ünk . Az anyagban levő kevés festék mia t t csak a kromatografálás előt t tud-
t u n k koncentrációmeghatározást készíteni, az egyes festékeket külön-külön 
nem határoztuk meg. 

Epifázisos festék mennyisége 95 gamma/10 gramm 
Hipofázisos festék mennyisége 15 gamma 

összesen: 110 gamma/10 gramm 

Epifázisos festékek gamma/10 g AM benzolban AM petroléterben 

E l 
E 2 
F,3 

Toru l in 
y - c a r o t i n 
/7-carotin 

5 3 6 ( 4 9 8 ) 
5 0 8 4 7 6 
4 9 7 ( 4 6 2 ) 

518 4 8 4 
492 ( 4 6 0 ) 
483 4 5 2 

Hipofázisos festék 

H l 

7 в ы 

T o r u l a r h o d i n 

Csop. Közi. IV/3—4. 

5 5 8 ( 5 1 8 ) 

\ 

539 5 0 3 



2 8 4 s c h n e i d e r g y u l a , m a t k o v i c s b é l a és z s o l t j á n o s 

10 g színtelen készítmény, me lye t 20 mg/l difenilamin t áp ta l a jhoz tételé-
vel nye r tünk , nem ta r t a lmazo t t hipofázisos f e s t éke t . Az epifázisos festék kon-
cent rác ió ja is igen alacsony volt. 

Epifázisos festék mennyisége: 40 gamma/10 g r a m m 

Epifázisos festékek AM benzolban AM petroléterben 

E l Torulin 536 (498) 518 484 
E 2 /j'-carotin (496) (462) 483 452 

/ 4 
I / 

> 0 
8-karotin (Cá0H56) 

н о 

O / C N 

-/-karotin (C4„HM) 

Torularhodm(?)(C3-H4sO ; !) 

OCH, 

CH30-II I 
Torulin(?)(C12H60O2) 

Eredmények megvi ta tása 

A kont ro l l tenyészetekben 285 y/10 g száraz anyagra v o n a t k o z t a t o t t 
össz-karot inoidot ta lá l tunk , a m e l y kb. 8 : 1 a r ányban oszlott meg az epi- és 
hipofázisos f e s t é k e k között . Ugyan i s 255 y/10 g epifázisos festék mel le t t 30 
у 10 g hipofázisos festék volt k i m u t a t h a t ó . Az epifázisos fes tékek fő tömegét a 
t o ru l in te t te k i , amely a Ca(OH) 2 (kalciumhidroxid) oszlopon intenzív rózsa-
szín és ciklámen színnel adszorbeálódott , összmennyisége 131 y/10 g vol t . 

A másik k é t epifázisos ka ro t in a ß- és y-karotin vol t , amelyek sárga 
színnel adszorbeálódtak. 

Egyetlen hipofázisos f e s t ékkén t a to ru la rhodin vol t k i m u t a t h a t ó 30 
y/10 gnyi mennyiségben. 
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5 mg/l DFA táptalajhoz té te le esetén a telepek halvány rózsaszínűek 
és összkarotinoid-koncentrációjuk 110 y/10 g-ra csökkent. Ebből az epifázisos 
festékek mennyisége 95 y/10 g-ct tesz ki, míg a hipofázisos festékeké 15 y/10 
g-ot. 

Főleg a torulin az, amelynek a mennyisége igen alacsonnyá válik. 
20 mg/l D F A esetén az össz-karotinoid koncentráció 40 y/10 g lesz. 

I lyenkor kromatográfiával csak ké t epifázisos festék, a torulin és /?-karotin 
m u t a t h a t ó már ki. 

Összefoglalás 

Sikerült megállapítanunk, hogy egy, a légköri nitrogént élénken kötő 
piros pigmentet képző élesztő törzs, amely a Rhizobiumok mellet t bizonyos 
Lupinus luteusok légköri nitrogént kö tő gümőiben él, a liaemoprotein mellett 
főleg különböző karotinoidoktól nyer i a színét. 

Ezen színes karotinoidok szintézise DFA-al gátolható és ilyenkor első-
sorban a torularhodin és /З-karotin mennyisége csökken, de a többi színes 
karot in összmennyisége szintén lényegesen alacsonyabb lesz. 
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