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1  BEVEZETES

1.1 Elézmények

Régota ismert, hogy a Schizosaccharomyces pombe hasadoéleszté bizonyos torzsei nagy
hatékonysaggal bontjak az almasavat a malo-etanolos fermentaciés uton. A
Schizosaccharomyces pombe malo-etanolos fermentacidja (MEF) a szdmos nehézséget
magaban hordozd tejsavbaktériumos malo-laktikus fermentaciéo (MLF) alternativaja lehetne a
bioldgiai almasavbontasban. Szdmos tanulmany foglalkozott a Schiz. pombe boraszati
technoldgiai felhasznaldsanak lehetOségével, de alkalmazdsa még erdsen vitatott. A
fermentacids folyamat legnagyobb hatranya a vizsgalt torzsek altal termelt kellemetlen
aromak, koztiik H,S és egyéb kéntartalmu illékony vegytiletek (pl. merkaptanok, diszulfidok)
megjelenése.

Ez a dolgozat egy olyan torzsjavitasi program része, amelynek célktiizése az volt,
hogy a boradszat szdmara optimdlis tulajdonsdgokkal bird élesztétorzset fejlessziink, amely
kivald almasavbontd aktivitassal, csokkent szulfid (kénhidrogén) termeld képességgel,
valamint jo flokkulaciés tulajdonsagokkal rendelkezik. Kutatocsoportunkban Geleta Anna
(1996) Schiz. pombe és Schiz. octosporus izolatumok kozott nagy fenotipusos eltéréseket
talalt, ezeket a torzseket az etanol tolerancia, almasavbontas és kénhidrogén termelés alapjan
csoportositotta, majd jo almasavbontd aktivitdssal rendelkezd flokkulens torzset fejlesztett,
amely borban a 12%-o0s etanol koncentraciot toleralta, azonban a torzs kénhidrogén termelését

nem szabalyoztak.

A fermentacid soran a tOrzsek 4altal termelt kénhidrogén- ¢és a kéntartalmu
kénhidrogén-szarmazékok mennyiségét tobb tényezd is befolyasolja (pl. nitrogén ellatottsag
¢és egyebek), de elsdsorban az alkalmazott ¢€lesztétdrzs kén metabolizmusanak genetikai
jellemzdi, a torzs genetikai hajlama.

Annak ellenére, hogy a Schiz. pombe fizioldgiajarol és genetikajarol sokat tudunk, kén
metabolizmusa még nem tisztazott. A szulfat metabolizmust Saccharomyces cerevisiae-nél,
valamint néhany fonalas gomba fajnal, mint a Neurospora crassa és Aspergillus nidulans,
mar behatéan tanulmanyoztak.

A szulfat, amely sok szervezet szdmara a legfontosabb kénforras, specifikus transzport
rendszer segitségével jut a sejtbe. A sejten beliilli akkumuldciot kovetdéen a szulfat

asszimilacios anyagcsereuton enzimatikus reakcidkkal szulfidda redukalodik majd beépiil a



szerves vegyiiletekbe. Az ¢élesztégombaban a szulfat asszimilacids anyagcsereut a szulfat
anion két 1épésben torténd aktivalasaval kezdddik: elészor az ATP adenozil-foszforil gydke a
szulfathoz kapcsolddik és adenilil szulfait (APS = 5’-adenozin-foszfo-szulfat) keletkezik,
amely azutdn foszforilalédik és foszfoadenilil szulfat (PAPS = 3’-foszfo-adenozin-5’-
foszfoszulfat) keletkezik. A két 1€épést sorra az ATP szulfurilaz és az APS kinaz enzimek
katalizaljak. A cisztein és metionin bioszintézis¢hez az aktivalt szulfat eldszor a PAPS
reduktaz enzim hatdsara szulfittd redukdlodik, amely azutdn a szulfit reduktdz segitségével
tovabb redukalodik szulfidda. A folyamat végén a redukalt kénatom képes a megfeleld
szénldncokba beépiilni.

A S. cerevisiae és az Asp. nidulans gombakkal ellentétben a Schiz. pombe ¢€lesztében
két enzim — a cisztationin S-szintdz és a cisztationin y-lidz — aktivitasa hianyzik a metionintdl
a cisztein felé vezetd reverz transz-szulfurilacios anyagcsereutban (Brzywczy and Paszewski,
2002). Ennek kovetkeztében a Schiz. pombe a metionint kdzvetleniill nem metabolizalja
ciszteinné, igy a metionin nem egy hatékony kénforras e gombafaj szamara.

A szelenat a szulfat toxikus analogja, sejbe vald transzportja és metabolizmusa a
szulfat anyagcseréhez kotddik. Arst (1968) azt taldlta, hogy bizonyos szulfitot nem
hasznositd Asp. nidulans mutansok parhuzamosan erds szelenat rezisztenciaval jellemezhetok.
Ezek a mutansok két genetikai komplementéacids csoportba tertoztak: sB ¢és sC. Az sB gén a
szulfat permeaz, az sC pedig az ATP szulfurildz enzimet kddolja. Az sB” mutansok kromat
rezisztens fenotipustiak, mig az sC mutiansok a kromattal szemben ugyanolyan
érzékenységek voltak, mint a vad tipusu sejtek. A PAPS reduktdz enzimben sériilt mutansok
kisebb mértékii szelenat toleranciat mutattak, az APS kinaz sériilése pedig szelenat
hiperszenzitivitassal jart egyiitt. Breton és Surdin-Kerjan (1977) szelenat- és kromat
rezisztens S. cerevisiae mutansokat izoldltak és tanulmdnyoztak. A szulfat redukcios
anyagcsereutban szerepld elsé harom enzim barmelyikének mutacidja szelenat rezisztenciat
okozott, de az ATP szulfurilazban sériilt mutansok 20-50-szer magasabb szelenat
koncentraciot toleraltak, mint az APS kindz vagy PAPS reduktaz aktivitdsdban gatolt

mutansok.
1.2 Célkitiizések
* Schizosaccharomyces nemzetséghez tartozo élesztd izolatumok molekularis jellemzése

RAPD-PCR (Random Amplified Polimorphic DNA) és rDNS RFLP (’ribotipizalas” /
Restriction Fragment Length Polymorphism of Amplified rDNA sequences) analizis



segitségével, valamint annak vizsgélata, hogy a torzsek Geleta (1996) altal korabban
tanulmanyozott élettani jellemzdi (almasav-bontds, szaporodasi rata, H,S-termelés)
mennyiben korreldlnak a molekuldris “ujjlenyomatok™ eredményeivel

* a szulfat metabolizmus vizsgélata Schiz. pombe-ban a szulfat asszimilacios anyagcsereutban
sériilt szelenat rezisztens mutansok indukcidja, izolaldsa és analizise altal

* H,S-t nem termeld, megfeleld almasavbontd aktivitassal rendelkezd Schiz. pombe torzs

szelektalasa boraszati alkalmazas céljara

2  ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1 Torzsek

A munka soran autentikus Schiz. pombe torzseket (L.972 h" = CBS 7264, L.975 h" =
CBS 7265) és azok auxotrof mutansait (0-82 h™ ade5, 0-44 h™ arg4, h" leul, h" lysl, stb.)
hasznaltam, valamint kiilonb6zd gylijteményekbdl szarmazo Schizosaccharomyces torzseket,
amelyek tobbnyire mustbdl illetve borbdl szdrmazoé izolatumok. A B573, B578, B579
torzseket kéndioxiddal tartdsitott mustbol izolaltak.
2.2 Taptalajok

Az élesztOtorzseket komplett taptalajban (YEPD: 1% gliik6z, 0.5% élesztOkivonat, 0.5%
pepton), vagy minimal taptalajban (1% gliikdz, 0.5% (NH4),SOs4, 0.1% KH;PO4, 0.05%
MgS0,4.7H,0, 1 ml/L Wickerham vitaminoldat) tenyésztettem az esetenként sziikséges
kiegészitésekkel (pl. megfeleld aminosavak). A szulfatmentes minimal taptalaj Osszetétele:
1% gliikoz, 0.5% NH4Cl, 0.1% KH,PO4, 0.05% MgCl,.H,O. Az ivaros hibridizaciot YED
tapagaron (1% glikéz, 0.5% élesztdkivonat, 2% agar), illetve SPA agarlemezen (0.1%
KH;,PO4, 1% gliikéz, 1 ml/L Wickerham vitaminoldat, 2% agar) indukaltam.
2.3 A kisérleti modszerek rovid ismertetése

DNS izolalast Hoffman and Winston (1987) publikalt modszere alapjan végeztem.

RAPD-PCR analizishez 4 random primert (P1, P2, P3, P4) alkalmaztam, amelyek eltérd
GC mol%-kal rendelkeztek €s kiilonbozd optimdlis annealing homérséklettel jellemezhetdk
(topty = 36 - 42°C). A PCR reakcio termoparaméterei a kovetkezok voltak: elédenaturacio
94°C-on 5 perc, 35 ismétlédé ciklus: 94°C-on 30 masodpere, topt,y -on 45 masodperc, 72°C-
on 45 masodperc, majd a ciklusok utan a végsé lanchosszabbitas 72°C-on 7 perc.

Az rDNS szekvencia RFLP analizise (“ribotipizalas”) soran a specifikus ITS4 és NS1
(White et al., 1990) primer-par alklamazasaval amplifikalt rDNS szakasz tartalmazta a teljes



nuklearis (magi) kis rDNS-t, az 5.8S rDNS-t, két ITS régiot és egy kis darabot a nuklearis
(magi) nagy rDNS-t génbdl. Az amlifikalt DNS szakasz restrikciés emésztését 4 endo-
nukledzzal - Hae 111, Msp 1, Scrf'1 és Sau 3AI — végeztem.

A RAPD-PCR analizis soran amplifikalt illetve a ribotipizalasnal amplifikalt majd
hasitott DNS fragmentumokat agar6z gélen elektroforézissel szeparaltam, etidium-bromiddal
festettem ¢és UV fényben vizualizaltam. A gélképek értékeléséhez ¢és a dendogramok
készitéséhez a “Molecular Analyst Fingerprint” (BIO-RAD) szoftvert hasznaltam.

Mutagén kezeléseket tobbféle modon végeztem: UV besugdrzdassal (107 sejt/ml siiriiségii
sejtszuszpenzidot  Petri  csészében)  illetve  kémiai  mutagének  hasznalatival:
25 png/ml N-metil-N -nitro-N-nitrozoguanidin (MNNG) vagy 30 mg/ml etil-metan-szulfonat
(EMS) oldatban kezelve a sejteket. A kémiai mutagéneket Na,S,0; oldattal inaktivaltam. Az
5-10%-os taléléshez tartozd mutagéndozissal indukaltam a mutaciot.

A szelenat rezisztens mutansok izoldalasat 0.4 mM natrium-szelenat tartalmti YEPD
komplett taptalajon végeztem. A natrium-szelenat minimalis gatld koncentracidja (MIC): 0,1-
0,2 mM volt a kiillonb6z6 torzseknél.

A mutdnsok szulfat hasznositdsi képességét kénforrasként egyediil 0,5% ammonium-
szulfatot tartalmazé minimal taptalajon vald novekedési képességiik alapjan hataroztam meg.
Pozitiv kontrollként a 0,01% ciszteint - mint altalanosan jol hasznosithatdé kénforrast -
tartalmaz6 minimal taptalajt alkalmaztam.

A szelenat rezisztens mutansok kromat rezisztenciajat 2,5 ill. 3,0 és 3,5 mM K,CrO4
koncentracioja YEPD téptalajon valo novekedéssel teszteltem. (K,CrO4 MIC értéke: 2.5 mM
volt).
hibridizacioval vizsgaltam, amelyben a komplementalé auxotréfia muticidkat hordozo,
ellentétes mating tipust torzseket kereszteztem.

A sejtek szulfat transzportjat radioaktivan jeldlt *°S-tartalmi szulfat felvételével
kovettem. A radioaktivitast Packard szcintillacios berendezéssel mértem.

A kiilonbozo kénforras hasznositasi vizsgalatokban a torzsek szaporodasat mértem
szervetlen (szulfat, tioszulfat, szulfit) és szerves (glutation, cisztein, metionin) kénvegyiiletek
jelenlétében.

Az almasavtartalmat enzimes UV teszt (Boehringer-Mannheim) segitségével
hatdroztam meg.

A sejtek kénhidrogén termelését egyrészt egy szemikvantitativ modszerrel (6lom-

acetattal atitatott papircsikok feketedésének vizsgalatdval), masrészt egy preciz analitikai



modszerrel mértem, amelyben a felszabadult H,S-t kadmium-hidroxid csapdéba vezettem,
majd egy kék szinreakcioba vittem (Jiranek et al., 1995). A szinintenzitds aranyos az elnyelt
H,S mennyiségével.

Erjedési aromaspektrumok gyors 0Osszehasonlitdsara szilard fazist mikroextrakcios
(SPME) mintavételt alkalmaztunk egy PDMS (polidimetil-sziloxan) apolaris szalon. Az

illékony aromakomponensek szeparaldsat ¢s meghatarozasat GC-MS eljarassal végeztiik.

3 EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A Schiz. pombe és Schiz. octosporus torzsek RAPD-PCR analizise soran két nagy,
egymassal csupan 30%-os hasonldsagot mutatd csoport kiiloniilt el, amelyek megfelelnek a
két fajnak. A Schiz. pombe fajon belill a torzsek két nagy klasztert — ”A” és ”B” csoport —
alkottak, illetve 2 torzs egyedi, eltéré mintazatot mutatott. A RAPD mintdzat alapjan a
kénezett mustbdl izolalt harom Schiz. pombe torzs (B 573, B 578, B 579) teljesen azonosnak
tlint. Ez az eredmény korrelalt egyéb fizioldgiai jellemzdik hasonldsdgaval: j6 almasavbontési
rata, rovid generacids id6 és kivald etanol tolerancia. Az erds almasav-bonto torzsek a RAPD-
B csoportba tartoznak és ezen csoporton beliil is 89%-0s hasonlosdgot mutatnak. A gyengébb
almasavbontasra képes torzsek az A csoportba esnek, illetve az eltéré mintazata két Schiz.
pombe torzs almasav degradacidja is igen gyenge.

Az rDNS szekvencia RFLP analizise harom jol elkiiloniilé klasztert eredményezett,
amelyek megfeleltek a nemzetség jelenleg elfogadott hdrom fajanak. Az Scrfl és Mspl
enzimekkel kapott restrikcids mintazat csak a Schiz. japonicus torzsek elkiilonitését tette
lehetévé a tobbi Schizosaccharomyces fajtol, mig a Haelll ¢és Sau3 Al restrikcids enzimek a
Schiz. pombe €s Schiz. octosporus tajoknal is eltéré mintazatot adtak. Fajon beliil a ribotipus
vizsgalat semmiféle kiilonbséget nem mutatott, az eljards tehat a Schizosaccharomyces
nemzetségen belill fajok kozti differencidlasra alkalmas. A Schiz. pombe fajon beliil kordbban
nyilvantartott véltozatok (alfajok: var. pombe és var. malidevorans) nem kiiloniiltek el

egymastol a klaszter-analizis soran.

Szamos, a kén anyagcsere tekintetében vad tipust prototrof és aminosav auxotrof Schiz.
pombe torzsbol UV besugarzassal illetve MNNG- és EMS-kezeléssel szelendt rezisztens
mutans térzseket indukaltam és izolaltam 0,4 mM natrium-szelenat tartalmi YEPD taptalajon.

A mutansok rezisztencia mutéacidja stabil volt és a natrium-szelenat MIC érték 50-200-



szorosat toleraltdk. A rezisztencia kialakuldsa minden izolalt Schiz. pombe mutans esetében
egylitt jart a szulfat-hasznositas képességének elveszitésével. Eszerint a mutacié a szulfat
asszimilacids anyagcsereutban tortént — hasonldan a szelenat rezisztens Asp. nidulans (Arst,
1968), S. cerevisiae (Breton és Surdin-Kerjan, 1977) és Asp. fumigatus (De Lucas et al., 2001)
torzsekhez.

A szelendt rezisztens mutansok komplementdcios analizisét egymas auxotrofia mutacioit
”kiolt6” és ellentétes mating tipust (h™ és h’) torzsek ivaros hibridizacidjaval végeztem. A
genetikai komplementacio lejatszodott, kénforrasként ciszteint tartalmazoé taptalajon prototrof
hibrideket izolaltam minden keresztezésbdl, azonban a szulfatot a mutansok hibridjei sem
arra utal, hogy a vizsgalt mutansok a szulfat asszimildciés anyagcsereut azonos génjében
sériiltek.

A mutansok kromat érzékenysége (toleranciaja) nem valtozott a vad torzsekéhez képest.
Ez az eredmény a kovetkezd lehetdségekre engedett kovetkeztetni: az altalam izolalt
mutansok esetében a sériilés nem a szulfat-permeazt kodolo génben tortént (hasonldan az Asp.
nidulans sC” mutansokhoz), vagy a Schiz. pombe t6bb kromat-permeézzal rendelkezik.

Tovabbi kisérleteim soran >°S-szulfat felvételét vizsgaltam 2-2 vad (B 579 és 0-82) és
szelenat rezisztens mutans (B 579 Se®-2 és 0-82 Se®-2) torzs esetében. Azt tapasztaltam, hogy
az 1 6ras inkubdaciot kdvetden szignifikans kiilonbség adodik a rezisztens mutansok és a vad
tipusti sejtek szulfat felvételében: a B 579 Se®-2 és a 0-82 Se®-2 mutdns torzsek szulfat
akkumulacioja 54 illetve 20%-os a megfeleld B 579 €s 0-82 vad torzsekéhez viszonyitva.

Ezutan megvizsgaltam, hogy a rezisztens mutansok esetében nem az extracellularis
akkumulaciot (a sejtfalon adszorbedlodott szulfat mennyiségét) mérjiikk-e. A jelzett szulfat
bemérését megelézOen mertiolattal - egy nem specifikus metabolikus inhibitorral — kezeltem a
sejteket. Az 50 pg/ml koncentracioban mertiolattal kezelt mintaknal a vad- és a rezisztens
mutans torzsnél is teljes gatlast tapasztaltam. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a rezisztens
mutansok esetében mért csdkkent szulfat akkumulacio egy csokkent mértékli intracellularis
akkumulaci6, és permedz altal kozvetitett szulfat transzport 1étezésére utal a Schiz. pombe
esetében. Ha a szulfattol a szulfitig tartd redukcios anyagcsereut 1épéseit katalizaldo enzimek
aktivitasa a mutacié kovetkeztében nem valtozott, akkor a szelenat rezisztens mutansok
csOkkent mértékil szulfat felvétele a szulfaton vald szaporodast lehetdvé tenné. Mivel azonban
a mutans torzsek egyike sem volt képes egyediili kén-forrasként a szulfatot hasznositani, ezért

arra kell kovetkeztetniink, hogy a csokkent szulfat felvétel nem a szulfat-permedz gén “leaky”

crcr



permeaz egyikének az inaktivacioja miatt tapasztalhatd. Sokkal valdsziniibb, hogy a mutacid

kovetkeztében a sejten beliil a szulfat aktivalasaért felelés ATP-szulfurilaz, a keletkez6 APS

reduktaz enzimet kodold gén inaktivalodott (Banszky et al., 2003). A szulfitig tartd redukciod
elmaradasa kovetkeztében a szulfat az intracellularis térben felhalmozodik €s gatolja a tovabbi
transzport folyamatot, ahogyan azt a S. cerevisae esetében is tapasztaltdk (Logan és tsai,
1996).

A mutansok szervetlen és szerves kénforras asszimilacidjat tekintve azt tapasztaltam,
hogy a vad torzsek nagyon jol szaporodtak 250 ug/ml szulfat tartalmi taptalajon. A rezisztens
mutansok, ahogyan mar emlitettem, nem képesek egyediili kénforrasként szulfaton
novekedni. Azonban a masik két szervetlen kénforrast, a tioszulfatot és a szulfitot tovabbra is
fel tudtdk hasznalni a vad torzsekhez hasonlé mértékben. A szerves kénvegyiiletek (glutation,
cisztein és metionin) jelenlétében a vad torzsek jol szaporodtak, de a glutation illetve cisztein
alapvetden jobban hasznosithat6 kénforrasnak bizonyult a Schiz. pombe torzsek szamara, mint
a metionin. Ez a megfigyelés Osszhangban van Brzywczy és Paszewski (1994) azon
eredményeivel, amelyekben Schiz. pombe-ban a metionintdl a cisztein felé¢ vezetd reverz
transz-szulfurilaciés anyagcseretit hianyat mutattdk ki. Erdekes modon a szelendt rezisztens
mutansok elvesztették metionin hasznositasi képességiiket, ezzel azt jelezve, hogy a metionin
kénatomjanak szerves vegyliletekbe vald beépiilése elsésorban a szulfat asszimildcios
anyagcsereuton keresztiil torténik. Nagyon valdszinii, hogy a metionin SH- csoportja a Schiz.
pombe-ban egy degradacids uton szulfattd oxidalodik, ahogyan azt S. cerevisiae esetében a
glutationnal is kimutattak (Miyake et al., 1999). Ez a szulfat "készlet” az egyediili kénforras
abban az esetben, amikor kénforrasként csak metionin all a sejtek rendelkezésére, amit a
szelenat rezisztens torzsek a szulfat — szulfit redukci6 hianya miatt nem tudnak hasznositani.

A torzsek kénforras asszimilacidja azonos volt nem csak az izogenikus torzsek esetében
(pl. L.972 ¢és L.975 és ezek auxotréf mutansainal), hanem az egyéb forrasokbol szarmazo
torzsekben is. Ez azt mutatja, hogy a szulfat asszimil4dcié metabolikus utjai és a metionin

beépiilésének anyagesereutjai a Schiz. pombe fajon beliil egységesek.

A mutansok boraszati szempontbol fontos tulajdonsagait tekintve kimutattam, hogy a
vizsgalt szelenat rezisztens torzsek (B 579 Se®-2 és 0-82 Se®-2) H,S termelése nem
detektalhat6, mig a szelenat szenzitiv vad tipust sejtek nagy mennyiségli szulfidot termeltek
komplett taplevesben, mustban és borban. A mutansok almasavbont6 képessége nem valtozott

¢s a fermentdcidos aroma spektrumuk is hasonld volt a vad torzsekéhez. Az emlitett



mutansokkal végzett malo-etanolos fermentacid utan a kezelt borok organoleptikus

vizsgalataval megallapitottuk, hogy a mutinsok a bor savassagat csokkentették, mig

kellemetlen mennyiségli idegen aromat és kén-hidrogént nem termeltek.

4

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

(1) A PCR alapu molekularis genotipizalassal megallapitottam, hogy a Schiz. pombe fajon
beliil kiilonb6z6 RAPD-csoportok (klaszterek) hatarolodnak el egymastol, amelyek a
torzsek bizonyos fenotipusos tulajdonsdgaival (pl. almasavbontasi képesség)
korreldlnak. Az  Schiz. octosporus torzsek fenotipusos tulajdonsagaikban
megnyilvanulo eltéréseiknek megfeleldoen a RAPD-PCR analizis alapjan is nagyon
kismértékii hasonlosagot (30%) mutatnak a Schiz. pombe torzsekkel.

(2) Az tDNS RFLP-n alapulé molekuléris identifikalassal a Schizosaccharomyces
nemzetség jelenleg elfogadott mindharom faja identifikélhat6, de a vizsgélat fajon
beliil a torzsek kozott nem mutatott ki kiilonbségeket. A restrikcids hasitohelyek
Osszehasonlitdsa alapjan a Schiz. pombe és a Schiz. octosporus fajok genetikailag
kozelebb allnak egymashoz, mint a Schiz. japonicus fajhoz.

(3) Sikeresen indukéltam és izoldltam elsdként szdmos szelenat rezisztens, szulfatot nem
hasznosité Schiz. pombe mutans torzset. A mutdcio stabil volt és a mutinsok a
natrium-szelenat MIC érték 50-200-szorosat toleraltak.

(4) Megallapitottam, hogy az izolalt mutansok egy genetikai komplementacios csoportba
tartoznak. Eredményeim alapjan arra kovetkeztettem, hogy a Schiz. pombe szulfat
transzport folyamatat permedz irdnyitja. A mutdcié kovetkeztében nem a transzport
folyamat sériilt, hanem a szulfat asszimilacids anyagcserettban az ATP-szulfurildz, az
APS-kindz, vagy a PAPS-reduktaz enzimeket kodolo gének valamelyike.

(5) A szelenat rezisztens mutans torzsek a metionint nem képesek hasznositani. Ebbdl
arra kovetkeztettem, hogy Schiz. pombe-ban a metionin kénatomjanak beépiilése
egyeb szerves vegyliletekbe a szulfat redukcios anyagcsereuthoz kotott.

(6) A szulfat asszimilacids ut sériilése pozitiv hatassal volt a Schiz. pombe torzsek karos
kéntartalmi aroma termelésére, mivel a B579 Se®-2 és a 0-82 Se®-2 mutans torzsek
kén-hidrogén termelése analitikai vizsgalatokban nem volt detektalhato, ugyanakkor
j6 almasavbontd képességiik és erjedési aromaspektrumuk nem valtozott hatranyosan

a vad torzsekéhez képest.
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5 AZEREDMENYEK FEJLESZTESI ES HASZNOSITASI ES LEHETOSEGEI

+ Az eredmények fejlesztése tekintetében a mutdnsokndl érdemes lenne a sériilt gént
azonositani, a mutacio pontos helyét meghatarozni.

* A Schiz. pombe fajnal a transz-szulfurilacios anyagcsereut két enzimének hianyaban
nincs lehetdség a metionin kozvetlen ciszteinné alakuldsara. A megfeleld anyagcsere
tovabbi kutatdsa egy pontosabb képet adna a metionin metabolikus Utjar6l Schiz.
pombe-ban.

* A eredmények alapjan megallapitottam, hogy a tesztelt szelenat rezisztens mutans
torzsek alkalmazhatéak lennének biologiai almasavbontésra, mivel az almasavat jol
bontottak mustban és borban, valamint nem termeltek sem miiszeres méréssel, sem
pedig érzékszervi mindsitéssel detektalhaté mennyiségli kénhidrogént

* A malo-etanolos savcsokkentés technologiai miiveletének szempontjabol elsésorban a
sziikséges sejttomeg megfeleld felszaporitasanak kivitelezése, valamint az
almasavbontast kovetden a sejtek fermenticidos kozegbOl valdo gyors és
koltséghatékony eltavolitasa vizsgalandd. Utobbi szempontbdl érdemes lenne tesztelni
a mutans sejtek immobilizalasdnak lehetdségét, vagy koltségesokkentés céljabol a
Schiz. pombe flokkulacids tulajdonsagat kihasznéalni. Ajanlatos lenne bordszati célra
egy megfeleld ipari torzs fejlesztése, szelenat rezisztens (kénhidrogént nem termeld),

j6 almasavbontd torzs illetve flokkulens torzs keresztezésével.
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