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1 BEVEZETES

,»A sOriparban a kutatas és fejlesztés hangstlya lényegesen eltér mas iparagakétol.” — irta Dalgliesh
1972-ben. ,,Rendes koriilmények kozott az ipari kutatas-fejlesztésnek az a célja, hogy a meglévo
alapanyagokbdl 1) terméket hozzanak Iétre, és ezeknek a termékeknek altaldban rovid az
¢letciklusa. Ezzel szemben a sor olyan termék, aminek az életciklusat évtizedekben vagy akar
évszazadokban mérik, és a soripari kutatas-fejlesztés jelentés mértékben arra iranyul, hogy
alapvetden ugyanazt a terméket allitsak eld valtozo alapanyagokbol. Ezért a kutatds-fejlesztési
spektrum kutatds része a tényfeltarasra 6sszpontosit, mig a fejlesztés a folyamatok tokéletesitésérdl
és vizsgalatarol szol.” (MARAZ et al. 1994)

Dalgliesh 1972-ben megfogalmazott gondolatai a mai napig érvényesek a soriparra. Az azdta elmuilt
34 ¢év azonban elég hossza id6 ahhoz — még a sor életciklusat figyelembe véve is —, hogy 1j
termékek jelenjenek meg. Az elmult évtizedben Magyarorszagon is jelentds teret nyertek példaul az
alkoholmentes ¢és alkoholszegény sorok. Kiilonboz6 technologidval, de minden hazai sorgyar
eléallit ilyen termékeket, a fogyasztok pedig kezdik elfogadni azokat. A sor piacénak
visszaszorulasa miatt a csucstechnologiaval felszerelt lizemek kapacitdsuk egy részét azonban nem
tudjak kihasznalni. Ez talan jelzésként szolgalhatna a gyartoknak, hogy érdemes ujszerli termék(ek)
fejlesztésében gondolkodni a fogyasztok 1j csoportjanak meghoditasa érdekében. A
termékfejlesztést — mint minden kutatast — alapkutatas kell, hogy megelézze.

Sorgyartoi korokben talan szokatlan gondolat a hagyomanyos soréleszton kiviil mas élesztétorzset
bevonni az erjesztésbe. Egy masik ¢lesztd kevert kultirdban vald alkalmazasa ujszerti izekkel,
aromakkal szolgdlna. Megfeleld éleszt6torzs (maltdoz negativ) hasznalata pedig alkoholszegény
terméket is eredményezhet. Kevert kultira haszndlatakor szdmolni kell a sejtek kozotti
kolcsonhatassal, melynek természete akar a késobbi termék jellemzodire is hatassal lehet. Ennek
felderitése nélkiil nem alkalmazhat6 sikeresen tobb ¢€lesztd egyazon folyamatban. Munkam egyik
célja volt egy vagy tobb olyan élesztétorzs kivalasztasa, melynek — a hagyomanyos sorélesztétol
eltérd — tulajdonsagai révén szerepe lehet a jovoben egy Ujszerli termék kifejlesztésekor. Ehhez
kapcsolodoan a hagyomanyos sorélesztd és a masik élesztd kolcsonhatasanak feltérképezését is
feladatomnak tartottam.

Mindemellett — gy vélem — a soripari folyamatok tovabbi fejlesztése is fontos. Az 1970-es évek 6ta
az immobilizalt ¢élesztOsejtek alkalmazasaval szamos kutatocsoport foglalkozik. A fejlesztések egy
részének megvaldsuldsa a soripari kutatok egyik legjelentésebb eredménye, am korlatozott ipari
felhasznalasuk miatt a siker kordn sem teljes. Munkamban genetikailag javitott, killer

tulajdonsaggal rendelkezd sorélesztét hoztam létre protoplaszt fizidoval, majd rogzitve vizsgaltam és



hasonlitottam 0ssze erjesztési képességeit hagyomanyos sorélesztével. A genetikailag modositott
¢lesztok — vagy barmilyen mas soripari alapanyag — hasznélatanak gondolata nem népszerii a
sorgyartok korében. Am, ha ez az éleszté — az erjesztésen til — tovabbi pozitiv tulajdonsagokat is
hordoz, pl. védekezni tud a vadélesztokkel szemben, akkor lehet 1étjogosultsaga.

A sorgyartas az egyik olyan ipardg, mely a tradiciokat rendkiviil fontosnak tartja. A részleges

megujulas azonban nem jelentene presztizs veszteséget, mert a megujulds maga a jovo.



2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 ASORELESZTO JELLEMZESE

Kisérleti munkam alland6 szerepléje volt a Saccharomyces cerevisiae sorélesztd, melyet az

alabbiakban szeretnék bemutatni.

2.1.1 Rendszertani besorolds

Emil Christian Hansen, dan fiziologus az ale sorélesztdt nevezte Saccharomyces cerevisiae-nek,
mig a lager sorélesztd eltérd tulajdonsagait azzal hangsulyozta, hogy kiilon fajba helyezte el, amit
Saccharomyces carlsbergensis-nek nevezett. Kreger-van Rij a sorélesztd fajokat 1984-ben egy fajba
sorolta (Saccharomyces cerevisiae) (PRIEST& CAMPBELL 1996). A taxon6miai besorolds ujabb
valtozdsa révén a lager sorélesztOket 1990 ota a Saccharomyces pastorianus (szinonim
S. carlsbergensis) fajba soroljak (DEAK 1998).

Rendszertanilag a S. cerevisiae faj a Saccharomyces nemzetségbe, a Saccharomycetaceae csaladba,
az Endomycetales rendbe, az Ascomycetes osztalyba tartozik (DEAK 1998).

A sorélesztd legfobb feladata, hogy a sorlében taldlhatd erjeszthetd szénhidratokat alkoholld és
szén-dioxidda fermentalja ugy, hogy ekdzben megfelel6 mennyiségben képezzen olyan anyagcsere-
termékeket (savakat, €sztereket, kozmaolajokat, ketonokat), amelyek érzékszervi szempontbdl is
kivanatosak a sorben. Erre nem minden ¢€leszté képes, még ha a S. cerevisiae vagy S. pastorianus
fajba is tartozik (ROSE&HARRISON 1970). Ezeken tal a sorélesztd alkalmassdganak
meghatarozasdban technoldgiai szempontbol fontos tényezd a flokkulacids képesség, amely
genetikailag meghatarozott. Csom6sodo €s porélesztét kiillonboztetiink meg. A csomosodo élesztok
az erjedés vége eldtt agglutinalédnak, mig a porélesztok hosszabb ideig finoman eloszolva lebegnek
(NARZISS 1981).

A sorélesztok két csoportba sorolhatdk az alapjan, ahogy az erjesztés végén viselkednek. Az un.
alséerjesztésii soréleszté sejtjei a fermentacid befejeztével az erjesztétank aljara iilepednek,
gylilnek 0ssze. Ezek az élesztOk a S. carlsbergensis fajba tartoznak, lager ¢lesztdnek is nevezik Oket
¢s lager sorok (pl. pilzeni tipust, miincheni tipusu) gyartdsahoz hasznaljdk a kontinentalis
Eurépaban és a vildg szdmos részén. Az alsderjesztésli sorélesztok jellemzden flokkulald
(csomosodo) élesztok. A masik csoportba az un. felsderjesztésii sorélesztok tartoznak, amelynek
sejtjei az erjedd sorlé felszinén gylilnek Ossze, és koztiik is el6fordulnak flokkuldlo élesztok. A
S. cerevisiae fajba soroljadk Oket és az ale tipusu sorok gyartasakor hasznaljak, jellemzden

Nagy-Britannidban. Kivételt jelentenek a buzasorok, amikhez szintén felsderjesztésii sorélesztot



alkalmaznak a vilag minden t4jan. Megjegyzendd azonban, hogy az ale és lager tipusu sorok kozotti
eltérés nem kizardlag az ¢€lesztok kiilonbségébdl adddik, mert a tobbi alapanyag (malata, komlo,
viz), illetve a technologia is eltéré (ROSE&HARRISON 1970).

A also- és felsGerjesztésii €lesztok kozott tovabbi kiilonbségek is tapasztalhatok. Az alsoerjesztésii
¢lesztok 5-10°C-on erjesztenek, csokkent sporaképzo képességiiek. A felsderjesztésiiek 15-25°C-on

erjesztenek, sarjadzanak és sporaznak (NARZISS 1981).

2.1.2 Tapanyagsziikséglet

A sorélesztd egyszerli tapkdzegen is képes szaporodni, amely szamara erjeszthetd szénhidratot,
megfeleld nitrogénforrast, dsvanyi anyagokat és egy vagy tobb novekedési faktort tartalmaz. A sorlé
— ha tisztan maléatabol késziil — idedlis tapkozeg a sorélesztd szamara, tartalmazza a novekedéséhez
sziikséges Osszes tapanyagot (PRIEST&CAMPBELL 1996).

Szénhidrat sziikséglet A sorlében taladlhatd szénhidratok koziil a sorélesztd szamara a kovetkezok
erjeszthetok: gliikoz és fruktdoz (monoszacharid), maltéz és szachardz (diszacharid), valamint
maltotrioz és raffindz (triszacharid). A sorélesztd ezeken tal fel tudja haszndlni a manndzt, a
galaktozt és a pentdzok koziil a xiluldzt is. A sorélesztokre jellemzd, hogy a laktdzt nem erjesztik
(NARZISS 1981, PRIEST&CAMPBELL 1996).

Nitrogén sziikséglet A sorélesztd — mint minden mas élesztd — szamara az ammoénium sok is
megfeleld nitrogénforrasnak szamitanak, ha a tapkozeg egyéb szempontbdl megfeleld. Amennyiben
a tapkozeg sorlé, az ¢lesztésejtek az abban taldlhatd aminosavakat veszik fel €és asszimilaljak
leggyorsabban, de a peptideket hasznositasara is képesek (ROSE&HARRISON 1970).

Asvanyi anyag és tapanyag sziikséglet A soréleszté asvanyi anyag sziikséglete hasonld, mint
minden mas ¢él6 szervezeté: sziiksége van kaliumra, vasra, magnéziumra, manganra, kalciumra,
rézre ¢és cinkre. Tovabbi fontos asvanyi anyagok a bor, a nikkel, a kobalt, és a molibdén.
A sorélesztonek sziiksége van Un. ndvekedési faktor(ok)ra, amelyek koziil a biotin elengedhetetlen.
Az 1. tablazatban Osszefoglaltam azokat a vegyiileteket, amelyek altaldban az éleszték szamara
faktornak amitdl a  sorélesztok eltérhetnek

novekedési szamitanak, de

(PRIEST&CAMPBELL 1996, ROSE&HARRISON 1970).

igényei

1.tablazat Soréleszté torzsek novekedési faktor igénye

NOVEKEDESI FAKTOR IGENY
H-vitamin (biotin) Sziikséges.
pantotén sav Sziikséges.

inozit

Egyes sorélesztd torzseknek sziikséges, masoknak nem.

B;-vitamin (tiamin)

FelsOerjesztésii sorélesztok torzseknek sziikséges, alsderjesztésii sorélesztd torzseknek nem.

nikotin sav

Nem sziikséges.

Bg-vitamin (piridoxin)

Nem sziikséges.

B,-vitamin (riboflavin)

Nem sziikséges.

p-aminobenzoesav

FelsOerjesztési sorélesztok torzseknek sziikséges, alsderjesztésii sorélesztd torzseknek nem.

folsav

Nem sziikséges.

ergoszterin

Szigoruan anaerob koriilmények kzott sziikséges.




2.1.3 Anyagcsere

A soréleszto anyagcsere folyamatai alapjaiban megegyeznek az egyéb élesztéfajokra jellemzoekkel.
Itt csak azokat a folyamatokat kivinom kiemelni, amelyek a sorgyartds szempontjabdl valamely
moddon meghatarozoak.

Szénhidrat-anyagcsere

Az ¢leszté a monoszacharidokat difftiziéval veszi fel, a szacharozt B-fruktofuranozidaz (invertaz)
enzim bontja le a sejtfal kozelében gliikozza és fruktdzza. A maltdoznak €s a maltotridznak kiilon
szallitérendszerei vannak a maltézpermedz és maltotriozpermedz révén. Ezek az enzimek csak
akkor vannak jelen, ha az éleszté mar adaptalodott a két szénhidrathoz — ha az élesztét a foerjedés
utan azonnal Gjra felhasznaljak, vagy szaporitasa sorlében tortént (NARZISS 1981).

A raffindz esetében meg kell jegyezni, hogy azt teljesen (monoszacharidokra) csak az alsoerjesztésii
¢lesztd képesek lebontani, mert rendelkeznek melibidz enzimmel is a B-fruktofuranoziddz (invertaz)

mellett. A felsGerjesztésiick a melibiozt nem bontjak (1.4bra) (DEAK 1998).

Felsoerjesztésii soréleszto (S. cerevisiae)

invertaz
|

RAFFINOZ 1

Galaktéz — Glikéz — Fruktoz

Melibiéz Szacharéz
P-4 AN
7~ ~
melibiaz invertaz

Alsoerjesztésti sorélesztd (S. pastorianus)

1.4abra. Also6- és felsGerjesztésii soréleszté raffinoz erjesztése (DEAK 1998)

Nitrogén anyagcsere

A sorélesztd az aminosavakat meghatarozott sorrendben veszi fel a sorlébdl. A sorlé elegendd
aminosavat ¢és peptidet kell hogy tartalmazzon ahhoz, hogy az élesztészaporodast és az erjesztés
lefolyasat a kivant értelemben lehetové tegye (NARZISS 1981).

A sorlé asszimildlhatdé nitrogén tartalmahoz nagyobb mértékben jarulnak hozza az aminosavak,
mint a polipeptidek, ezért a sorlevek szabad a-aminonitrogén (SZAN) tartalmat szoktdk megmérni.
A sorlé atlagos SZAN tartalma 100-140 mg/l. Ennél kisebb érték mellett a fermentaciod lefolyasa
nem megfeleld (PRIEST&CAMPBELL 1996).

A végtermék mindségének szempontjabol kiillondsen fontos, hogy a sorlé elegendd valint
tartalmazzon. Amennyiben nincs elég valin a sorlében, az élesztd sajat maga szintetizalja. A

szintézis egyik intermedier terméke az a-acetolaktat, amely kikeriilve a sejtbdl oxidativ
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dekarboxilezddéssel diacetillé alakul (2. dbra). A diacetil izlelési kiiszobértéke rendkiviil alacsony,
0,12-0,15 mg/l, ize pedig nagyon idegen a sor izét6l. A kész sor mindségét meghatarozdan rontja,

ha annyi keletkezik a fickdsorben, hogy azt a sorélesztd nem tudja lebontani az érlelés folyaman.

CH;-CO-COOH —» CH3-E(OH)-COOH > (CH;),-C(OH)-CH(OH)-COOH

PIRUVAT 0=C-CH;, /\ a, ﬁ-DIHIDRO)iI-lZOVALERAT

0-ACETOLAKTAT NADH+H' NAD"

(CH;),-CH-CO-COOH
0-KETO-IZOVALERAT
CH;-CO-CO-CH;4

DIACETIL
(CH;),-CH-CH(NH,)-COOH

VALIN
2.abra. A diacetil képzodése

Lipid anyagcsere

Az ¢élesztd lipidtartalma foszfolipidekbdl, trigliceridekbdl ¢€s szterinekbdl tevédik Ossze. Az
¢lesztolipidek a fehérjével egyiitt képezik az élesztd sejtmembranjat. Tekintve, hogy a sejtmembran
szabalyozza a tdpanyagok sejtbe vald beépitését €s a kivalasztott anyageseretermékek sejtbol vald
kizarasat, a lipidek tevékenysége alapvetd fontossagu a sejtszaporodasnal.

Amennyiben nincs megfeleld mennyiségli molekuléris oxigén a sorlében, az élesztd szaporodasa és
viabilitasa korlatozott lesz, mert a sejtek nem képesek telitetlen zsirsavakat eléallitani a membran
bioszintézis¢hez. Masodlagos hatdsa ennek ale sorélesztoknél az, hogy nagy mennyiségii észter lesz
a késztermékben (PRIEST&CAMPBELL 1996).

Asvanyi anyagok

Az sorélesztd optimalis miikodéséhez (a szaporodasahoz és a fermentacidhoz) szervetlen ionok
sziikségesek, makromolos €s mikromolos koncentracidban. Az éleszté-anyagesere szempontjabol
nagy jelentdségliek a fosztatok (ATP, ADP). A kalium és a magnézium a szénhidrat-anyagcserében
vesz részt. A vas €s a réz kis mennyiségben is képesek fiziologiailag serkentdéen hatni. A cink
eldsegiti a fehérjeszintézist és a sejtszaporodast, illetve az alkohol-dehidrogendz alkotérészeként
jelentés hatast gyakorol a szénhidratlebontas sebességére. (NARCISS 1981, HEGYESNE 2004)

A sor mindsége szempontjabol jelentés anyagcsere-termékek

Magasabb rendii alkoholok (kozmaolajok): aminosavakbol képzddnek, amelyek transzamindldssal
ketosavva alakulnak, majd dekarboxilezéssel és redukcioval alkoholld. Emellett keletkezhetnek
aminosavak intracellularis szintézisével is.

Alifas alkoholok: n-propanol, n-butanol, izobutanol, optikailag aktiv amil-alkohol (2-metil-butanol),

1zo-amilalkohol (3-metil-butanol).
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Eszterek: a soraroma fo hordozoi. Intracellularisan az acetil-Ko-A vegyiiletek és az alkoholok
hatast gyakorolnak szintézisiikre. A sor fobb észterei az etil-acetat és az izo-amilacetat.

Acetaldehid: a foerjedés elsé 48 orajaban képzddik piruvatbol, és a fickdsor jellegzetes izét adja.
Képzbddését elOsegiti a nagy €lesztdadag, a magas erjesztési hdmérséklet és a kevés levegdztetés. A

f6- és utoerjedés soran mennyisége fokozatosan csokken (NARZISS 1981).

CAMPBELL (2000) a soréleszto legfontosabb tulajdonséagait az aldbbiakban allapitotta meg:

e cgyenletes iz- és aromaanyag termelés,

e gyors erjesztés,

e hatékony fermentacio (maximalis etanol hozam, minimalis biomassza képzddés),

e a kezdeti szénhidrattartalom okozta ozmotikus stressz, végso alkohol- és szén-dioxid-tartalom
toxikus hatasaval szembeni rezisztencia,

e alkohol és szénhidrat tolerancia,

o megfeleld flokkulacios €s lilepedési tulajdonsagok a fermentacio végén,

e nagy aranyu viabilitds a fermentacio befejeztével, mely lehetové teszi a felhasznalast tovabbi
erjesztésekhez,

e genetikai stabilitas.
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2.2 KILLER ELESZTOK JELLEMZESE, LETREHOZASA ES

ALKALMAZASA

A killer fenotipus felfedezésérdl Saccharomyces cerevisiae élesztoben Bevan és Makower szamolt
be eldszor 1963-ban a XI. Nemzetkozi Genetikai Konferencian (SCHMITT&BREINIG 2002).
Azota is szamtalan vizsgalat foglalkozik a killer jelenséggel, bemutatva, hogy az meglehet6sen
gyakori a természetben és az élesztOk szdmos nemzetségénél eléfordul (BUZZINI et al. 2004,
CHEN et al. 2000, MIDDELBEEK et al. 1980, MITCHELL&BEVAN 1983, YOUNG&YAGIU
1978). Killer élesztdket tobb természetes eléfordulasi helyrdl izolaltak, pl. gyiimdlcsokbdl, ehetd
gombabol, rothadd ndvényekbdl €s talajbol, valamint sor és bor fermentacidja soran (WALKER et
al. 1995).

A killer ¢leszték exotoxint termelnek, ami elpusztitja az azonos vagy kozeli nemzetségbe tartozo
érzékeny ¢élesztdsejteket, a sajat killer toxinjuk tevékenységére azonban nem fogékonyak
(MAGLIANI et al. 1997). Noha a jelenség egy rovid mondatban Osszefoglalhatd, a hatterében
talalhat6 rendszer igen Gsszetett, bonyolult és korantsem tekinthetd teljes mértékben felfedezettnek
¢s megismertnek. Példaul, arra az alapvetonek tiind kérdésre, hogy miért nem érzékenyek a killer
élesztok sajat toxinjukra, a mai napig keresik a valaszt, folynak a vizsgalatok (BREINIG et al.
2000).

A killer jelenséget egy citoplazmasan 6roklodé kettds-szala RNS (tovabbiakban dsRNS) virus
jelenléte okozza. Az €lesztdsejtek tartos fertdzottsége tiineteket nem okoz, és nem jelent hatranyt az
egyes sejteknek sem.

Talan a Saccharomyces cerevisiae élesztd killer rendszerét tartak fel a legmélyebben az Osszes
ismert éleszt6-dsRNS virus rendszer kozott (MITCHELL&BEVAN 1983). YOUNG ¢és YAGIU
1978-ban azt irta, hogy harom kiilonb6z6 killer csoport (rendszer) talalhatdo a Saccharomyces
nemzetségen beliil, majd késdbb mar 6t killer toxinrdl szolnak a cikkek: K1, K2, K3, KT28 (K28
jelolés is elterjedt) és K3GR1 (EXTREMERA et al. 1982, VAGNOLI et al. 1993). A publikalt
cikkekbdl azonban az is egyértelmii, hogy a mai napig csak a K1, K2 és KT28 toxin termelddésének
molekularis hatterét és hatdsanak mechanizmusat tartak fel (MAGLIANI et al. 1997,
SCHMITT&BREINIG 2002, SCHMITT&TIPPER 1990). A K3 toxin hatasmechanizmusa nem
pontosan ismert (NOVOTNA et al. 2004), és tobben is utalnak ra, hogy nem kiilonithet6 el tisztan a
K2 toxintol, és feltételezhetd, hogy az M3-dsRNS csak egy mutdcidja az M2-dsRNS-nek
(MUSMANNO et al. 1999, VAGNOLI et al. 1993).
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2.2.1 A Saccharomyces cerevisiae killer rendszere

A toxintermeld Saccharomyces cerevisiae killer torzseket harom nagy csoportra lehet osztani — K1,
K2 és K28 —, amelyek mindegyike egy sajatos killer toxint valaszt ki. A toxin termeléséért egy
citoplazmasan 6roklédé M-dsRNS szatellit virus felelds (ezeket ScV-M1, ScV-M2 és ScV-M28
jeloléssel illetik), amelynek stabil fennmaradasa és replikalodasa a fert6zott gazdasejt citoplazmajan
beliil egy L-A segité virus jelenlététdl fligg. Azok a sejtek, amelyek nem tartalmazzak egyik
dsRNS-t sem, vagy csak L-A segitd virust hordoznak, érzékenyek a toxinra és nem killerek. Mig a
ScV-M1, ScV-M2 vagy ScV-M28 virust hordozok killerek és nem érzékenyek a toxinra
(SCHMITT&BREINIG 2002). A harom fajta killer toxint kodoldo harom dsRNS mérete is
kiilonb6z6: ScV-M1 — 1,8 kilobazis, ScV-M2 — 1,5 kb és a ScV-M28 — 1,9 kb, ezek hasonld
szervezettséget mutatnak, még ha jelentésebb szekvencia homoldgia nincs is kozottiik (MAGLIANI

etal. 1997).
2.2.1.1 Az L-A mikovirus

Az L-A virus egy 0nall6 replikalodasra képes mikovirus, ami nem eredményez észlelhetd fenotipust
a gazda sejtben, és nem sziikséges az M-dsRNS szatellit virus jelenléte ahhoz, hogy fennmaradjon
vagy replikalodjon. Az L-A virus a Totiviridae viruscsalddhoz tartozik (SCHMITT&BREINIG
2002). A virus egy 39 nanométer atmérdju, burok nélkiili izometrikus részecske, amely egy
osztatlan kettds szala RNS-t tartalmaz (MAGLIANI et al. 1997). Az érett L-A virus részecskében a
dsRNS mérete 4,6 kilobazis, amely egy nagyobb burokfehérjét, és egy RNS fiiggd RNS polimeraz
enzimet kodol.

Az L-A mikovirusok segiteni tudjak a szdmos szatellit M-dsRNS egyikének replikalasat és burokba
zarddasat, amelyek mindegyike egy killer-immun rendszert kddol. Az M szatellit genom ¢és az L-A
kolesonhatdsanak vizsgdlata révén lehetett azonositani négy természetes valtozatit az

L-A dsRNS-nek (L-A-H, L-A-E, L-A-HN és L-A-HNB).
2.2.1.2 A szatellit M-dsRNS

A szatellit M-dsRNS-ek az RNS molekulak egy csaladja, ami a virusszerti részecskékben van jelen,
tartdsan megmaradva a Saccharomyces cerevisiae killer torzsek citoplazmdjaban. Az M-dsRNS
fenntartasa az L-A mindkét ORF-jének (ORF: nyitott leolvasasi keret) kifejezddésétol fiigg.
Megfigyelték, hogy lényegében minden L-A varidns és M-dsRNS egymadssal felcserélhetd.
Ugyanakkor azt is megfigyelték, hogy az L-A-HN megtaldlhato minden K1, illetve az L-A-H
minden K2 vad tipusu killer tdrzsben. A genotipustol fliggetleniil, az ScV-M1 kirekeszti, kilizi az
ScV-M2-t6t barmely killer torzsbél. Az M-dsRNS mérete kevesebb, mint fele az L-A dsRNS
méretének, és egy L-A altal kddolt burokba van csomagolva (MAGLIANI et al. 1997).
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2.2.1.3 A K1, K2 és K28 toxinok

A K1, K2 és K28 Saccharomyces cerevisiae killer toxinok fehérje molekulak, amiket specifikus
szatellit dSRNS-t hordozo killer torzsek valasztanak ki. A killer torzsek immunisak sajat toxinjukkal
szemben, de mas killer toxinra érzékenyek lehetnek.

A legtobbet tanulmanyozott és legjobban ismert killer toxin a Kl-es, mérete 19 kDa. A toxin
molekula két nem-glikolizalt alegységbdl all, amit diszulfid-hid kot Ossze. Az o alegység
9,5 kDa-os, mig a [ alegység 9,0 kDa-os, amelyek egy 42 kDa-os glikolizalt prekurzor
molekuldbol, a protoxinbol szarmaznak. Az M1-dsRNS elsddleges transzlacios terméke egy 35
kDa-o0s, 316 aminosavbdl all6 polipeptid (preprotoxin).

A K2 ¢és K28 toxinokat kevésbé behatdan tanulmdnyoztdk, mint a K1 toxint, de alapvetd
sajatossagaik ismertek. A K2 toxin prekurzora egy 38,7 kDa nagysagu 362 aminosavbol allo
molekula. A végsé a ¢és P alegységek nagyobbak, mint a K1 toxin esetében. A K28 toxin
preprotoxinja 345 aminosavbdl épiil fel, mérete 37,6 kDa. Az €lesztdsejtben lejatszodo atalakulédsok
utan szintén egy dimer molekula valasztddik ki a sejtbdl, amiben az o alegységet (10,5 kDa) és a B

alegységet (11 kDa) szintén diszulfid-hid koti 6ssze.
2.2.14 A K1, K2 és K28 toxinok hatismechanizmusa

Minden kivalasztott érett toxin képes killer tevékenységre érzékeny sejteken, kiillonbozd
mechanizmussal (3. dbra), ami specifikus elsddleges kotéssel kapcsolodik egy a sejtfalban talalhato
receptorhoz. A toxinok hatdsmechanizmusat is a K1 toxin esetében tanulmanyoztadk a

legbehatobban (MAGLIANI et al. 1997).

K1 célpontja: K28 célpontja:
plazma membran sejtmag

membran

L
sejtfal Sejt ciklus leallitasa +
DNS szintézis blokkolasa

e o

3.abra. A K1 és K28 killer toxinok hatasmechanizmusa (SCHMITT&BREINIG 2002)
A szenzitiv €lesztGsejt elpusztitasat két 1épéses folyamatként mutatja be. El6szor a toxin a sejtfalon talalhaté R1
receptorhoz kotédik, majd az R2 receptorhoz a citoplazma membranon. A plazma membrannal valé kdlesonhatas utan a
K1 toxin a sejten kiviilrél hat és megzavarja a citoplazma membran mikddését. A K28 toxin endocitdzissal jut be a
sejtbe, hogy ott elérje célpontjat, az élesztd sejtmagjat. (Az R1 és R2 felszini receptorok kiilonb6zéek mindkét toxin
esetében.)
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T6bb tanulmany arrdl szamol be, hogy az érzékeny sejtekben a toxinkotd helyeknek két populacidja
talalhato, amelyek nagyon kiilonboz6 affinitassal 1épnek kdlcsonhatasba a killer toxinnal. A kotodés
elsd 1épése erésen pH fliggd, optimuma 4,6. A killer toxin kis affinitdssal, nagy sebességgel
adszorbealddik a sejtfal receptorokhoz, amelyekbél sejtenként atlagosan 1,1 x 107 molekula van
jelen. A masodik 1épés egy nagy affinitasu, kis sebességli energia-fiiggd kolcsonhatas a toxin és a
lehetséges plazma membran receptor kozott, ami a tényleges letalis hatashoz vezet. A sejtfal gliikan
frakcidjanak alkotoit, elsdsorban a B-1,6-D-gliikant azonositottak, mint elsddleges toxin receptort, és
ezek Osszeallitasahoz szamos ¢lesztdé KRE (killer rezisztencia) génre van sziikség. Az érett toxin
mindkét alegysége sziikséges a receptorhoz vald kotddéshez. Elsésorban a hidrofil B alegység
felelés a kotddésért, mig az a alegység multifunkciondlis modon miikodik kiilonbozo, egymast
részben takard polipeptid régiokkal, amik szerepet jatszanak a killer aktivitdsban, immunitasban és
a kotddésben is. Az ¢lesztd sejtfaldhoz vald kotddést kovetden a K1 toxin a citoplazmatikus
membranhoz szallitodik, ahol kdlcsonhatdsba keriil egy masodlagos toxin receptorral, ami a sejt
felszinhez rogzitett Krelp fehérje. A toxin ugy fejti ki a hatasat, hogy fesziiltségtdl fiiggetlen kation
csatorndkat hoz létre a membranon, ami az ionok kidramlésat, a sejt Osszezsugorodasat €s azutan
halalat okozza (ALFENORE et al. 2003, BREINIG et al. 2006, MAGLIANI et al. 1997,
MARTINAC et al. 1990).

A K2 toxin hatasmechnizmusat nem jellemezték még ennyire mélyrehatéan (NOVOTNA et al.
2004), de aktivitasa tulajdonképpen megegyezik a K1 toxinéval, annak ellenére, hogy eltéré a
szerkezete. A K1 ¢és K2 killer torzsek képesek egymast elpusztitani, noha a sajat toxinjukra
immunisak. A két killer fehérje termelddésének modja hasonlo. A két toxin egyéb tulajdonsagaiban
is kiilonbozik, példaul a molekulatdmegben, az izoelektromos pontban és a pH optimumban.

A K28 toxin viszont ugy tiinik, mas modon hat a sejtciklusra. A toxin elsésorban a sejtfal egyik 185
kDa nagysagi mannoproteinjének a-1,3 kotésti manndz reziduumahoz kotodik (MAGLIANTI et al.
1997). A toxin receptor kozvetitett endocitdzissal keriil be az érzékeny sejtbe €s miutin a
citoszolba szallitodik, blokkolja a DNS szintézist, majd a sejtciklus leallasat, €s kaszpaz kozvetitett
apoptozist eredményez (BREINIG et al. 2006). A leallitds a G2 fazisban kovetkezik be, ami ahhoz
vezet, hogy az anya- és lednysejt nem tud elvalni, és a sejtmag nukleusz az anyasejtben marad. Azt
még nem sikerlilt tisztazni, hogy a toxin eldédleges vagy madasodlagos hatdsa-e a korai,

visszafordithatdo DNS szintézis gatlasa.
2.2.1.5 Immunitas

A K1 és a K28 toxinoknak mind a szintézise, mind a hatdsa jol ismert. Mindezek ellenére, még
mindig nem ismeretes az a mechanizmus, amivel a toxin termeld sejtek elkertilik a fehérjék halalos

hatasat. BREINIG ¢és munkatarsai (2006) a K28 toxint szintetizald sejtek védekezd mechanizmusat
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vizsgaltak. Kisérleteik igazoltak, hogy a toxint a sejt felveszi — csakigy, mint az érzékeny sejtek —
¢€s az a citoszolba szallitodik. A jelenlegi adatok azt is kimutatjak, hogy mind a preprotoxin, mind
az érett toxin jelen van a K28 termeld sejtek citoszoljaban, és specifikus kolcsonhatéas jatszodik le
kozottiik. A kolecsonhatas eredményeként egy preprotoxin/K28 komplex jon létre, ami ubikinacid
(egy ubikinin hozzakdtddik a komplexhez) majd az ezt kovetd lebontds célpontjava valik. Ez a
hatékony ¢és kiils6 tényezOktdl teljesen fliggetlen mechanizmus lehetové teszi, hogy a K28-at
termel0 sejtek inaktivaljak a toxint, miel6tt a citotoxikus a toxin eléri a végsd intracellularis céljat.

Emellett pedig a mechanizmus nincs negativ hatassal a toxin termelésre sem.

2.2.2 Killer rendszerek egyéb éleszto nemzetségekben

A Saccharomyces cerevisiae killer rendszerét tanulmanyoztak a legtdbbet, de szamos mas élesztd
nemzetségnél is tapasztaltak hasonld jelenséget. YOUNG és YAGIU (1978) husz — kiilonbozo
nemzetségbe ¢s fajba tartozd — killer élesztd kozotti kolcsonhatdsokat vizsgalt, majd a killer
tulajdonsag és immunitas alapjan tiz tipusra osztotta 6ket K1-t61 K10-ig. Késébb még egy tipust, a
K11-t is leirtdk, de az utobbi években felfedezett és vizsgalt killer élesztéket még nem soroltak be
ebbe a csoportositasi rendszerbe (IZGU&ALTINBAY 2004).

Tovabbi nemzetségek, amelynek egyes fajai termelnek killer toxint: Candida, Cryptococcus,
Debaryomyces, Hanseniaspora, Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia, Schwanniomyces,
Torulopsis, Ustilago, Williopsis, Yarrowia, Zygosaccharomyces (BUZZINI et al. 2004, CHEN et al.
2000, IZGU&ALTINBAY 2004, 1ZGU et al. 2004, MAGLIANI et al. 1997, MARQUINA et al.
2001, MIDDELBEEK et al. 1980, SCHMITT&BREINIG 2002, TRETON et al. 1985).
Megfigyelték, hogy a killer fenotipus kifejez6désének genetikai alapja meglehetésen valtozatos
(2. tablazat).

2.tablazat A Kkiller fenotipus kifejezodésének genetikai alapja élesztékben
(SCHMITT&BREINIG 2002)

ELESZTO GENETIKAI ALAP TOXIN GEN
Saccharomyces cerevisiae dsRNS virus M1-, M2-, M28-dsRNS
Hanseniaspora uvarum dsRNS virus M-dsRNS
Zygosaccharomyces bailii dsRNS virus M-dsRNS
Ustilago maydis dsRNS virus M-dsRNS
Kluyveromyces lactis linearis dsDNS plazmid pGKIl1

Pichia acaciae linearis dsDNS plazmid pPacl

Pichia inositovora linearis dsDNS plazmid pPinl

Pichia kluyveri kromoszomalis nincs azonositva
Pichia farinosa kromoszomalis SMK1

Pichia anomala kromoszomalis nincs azonositva
Williopsis mrakii kromoszomalis HMK
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Ez a genetikai valtozatossag természetesen megjelenik az egyes toxinok hatasmechanizmusaban is.
Megbontjdk a citoplazmatikus membran mukodését azaltal, hogy egy ioncsatorndt hoznak létre,
vagy beavatkoznak a sejtfal szintézisébe ugy, hogy gatoljadk a B-1,3-gliikkdn szintézisét. Néhany
esetben blokkoljdk mind a DNS szintézist, mind a sarjadzas menetét, vagy megallitjak a

sejtosztodasat a G1 fazisban (IZGU&ALTINBAY 2004, TAKASUKA et al. 1995).
2.2.2.1 Kluyveromyces lactis

A véletlennek koszonhetd, hogy GUNGE és munkatarsai (1981) felfedezték a killer tulajdonsagot a
Kluyveromyces lactis €lesztoben. Tizenhét €leszté nemzetség 70 torzsét vizsgaltak DNS plazmidok
utan kutatva. Ekkor fedeztek fel két linearis DNS plazmidot egy petite negativ K. lactis torzsben,
amiket pGKl-nek és pGK2-nek neveztek el. Az elébbi plazmidot hordozd élesztd killer
fenotipussal rendelkezett, elpusztitva a vizsgalt Saccharomyces cerevisiae torzsek mindegyikét,
illetve a vizsgalt Saccharomyces italicus és Kluyveromyces faj egyes torzseit. A toxin harom
alegységbdl all: az o egy oligoszachariddal glikozilalt polipeptid, mig a B és a y kisebbek és nem
glikozilaltak. Az érett toxin véglegesen ledllitja az érzékeny sejt sejtciklusat a G1 fazisban tgy,
hogy az utana nem képes a mitotikus osztédasra. (MAGLIANI et al. 1997). Vizsgalatok azt is
megmutattak, hogy a K. lactis altal termelt toxin pH 5 és 7 kozott aktiv, ami valoszinlleg egyediil
erre a toxinra jellemzd, hiszen a legtobb ¢€lesztd killer toxinnak pH 4,5-5 az optimalis tartoméanya

(GUNGE et al. 1981).
2.2.2.2 Hanseniaspora uvarum és Zygosaccharomyces bailii

A két élesztd killer fenotipusat linearis dsRNS virus okozza, melyek rendkiviil hasonlitanak a S.
cerevisiae ScV-L-A és ScV-M virusathoz. Mindkét éleszté hordoz L- és M-dsRNS-eket, valamint a
Z. bailii egyes vadtipusaiban egy Z-dsRNS is jelen van. Erdekessége és fontossiga a két élesztd
altal termelt toxinnak, hogy azok széles spektrumil antimikotikus potenciallal birnak. A toxin nem
csak a farothasztd basidiomycetes és fitopatogén gombdk, hanem a huméan patogén Candida
albicans és Sporothrix schenkii ellen is haldlos. A Zygocin (azaz a Z. bailii toxinja) pusztitd
képessége  megkdzeliti  bizonyos  bakteriocinek és  eukaridta  defenzinek  hatdsat

(SCHMITT&NEUHAUSEN 1994, SCHMITT et al. 1997, SCHMITT&BREINIG 2002).

2.2.3 Killer élesztok alkalmazasa
Az elmult években, évtizedekben mind a killer toxinokat, mind a toxinokat termelo élesztoket
szamos moddon igyekeztek alkalmazni. Az élelmiszeriparban jelentds eréfeszitéseket tettek annak

érdekében, hogy bevezessenek olyan uj biotechnologiai folyamaton alapuld technologiakat

(MAGLIANI et al. 1997).
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Kiilonos figyelmet kap azoknak a killer élesztoknek a hasznalata, amelyeket fermentacios
folyamatokhoz szelektaltak starter kulturanak. Néhany torzset mar alkalmaznak a termelésben, mig

masok még kisérleti szakaszban vannak.
2.2.3.1 Boraszat

A killer élesztok eléforduldsa a spontan borerjesztésekben igen magas, azonban ez valtozik a
fermentacid egyes szakaszaiban és az €vjaratok soran is, ndvekedd tendenciat mutatva az elsd
évjarattol kezdve az azt kdvetdekben, illetve az erjesztés megkezdésétdl annak végéig (VAGNOLI
et al. 1993). Az alkoholos erjesztés soran a cukrok alkoholld és szén-dioxiddd alakulnak, a
malolaktikus fermentacié pedig tejsav és szén-dioxid képzddéséhez vezet. Ezek olyan folyamatok,
amelyek a borok érzékszervi tulajdonsagait befolyasold vegyiileteket eredményeznek, ezaltal
meghatarozzak a mindségiiket is. Ebbdl kovetkezik, hogy a biotranszformacidért felelds
mikroorganizmusokat — baktériumokat és élesztéket — behatéan tanulmanyozzak azzal a céllal,
hogy optimalizaljak a mikrobialis anyagcseréjiiket az ipari alkalmazasnak megfeleld iranyba.

A bor spontan erjesztésének kezdeti szakaszdban Kloeckera, Metschnikowia és Hanseniaspora
¢lesztdk is részt vesznek. Ezek természetesen fordulnak eld a sz616n és a mustban. Hogy elharitsak
a nem standardizalt koriilmények okozta problémakat, boraszatilag szelektalt tiszta kultarakbol
szarmaz6 fajokat hasznalnak.

Az ¢lesztOk genetikai manipulalasa uj transzformalt torzseket eredményez, amelyek a borkészités
szempontjabol olyan Iényeges tulajdonsidgokkal rendelkeznek, mint a gyors erjesztés, az
alkoholtermelés, a SO, rezisztencia, a f-1,4-endogliikanaz szintézis, a flokkulaci6 és a kedvezd
aromatermelés, és emellett killer fenotipusuak, ami kedvez az endemikus mikrobidta elleni
antagonizmusnak. Korlatozott értéket képvisel, ha olyan S. cerevisiae killer izolatumot hasznalnak,
aminek toxikus hatdsa csak az azonos faj torzseire korlatozodik. A nemzetségek és fajok kozotti
ismert , killer-érzékeny” kdlcsonhatdsok alapjan tanulmanyokat végeztek, hogy létrehozzanak egy
olyan szuperkiller élesztét, ami tobbszords killer faktorral rendelkezik és képes megelézni a
fertdzést a taxonomiailag nem rokon élesztokkel szemben. Az idedlis starter kultara ,,jeloltet” a
kovetkezOképpen képzelik el: az élesztd ellenall a mikrobidlis toxinoknak és olyan toxint termel,
ami elpusztitja az endemikus élesztdket, penészeket és baktériumokat. Létrehozéasara kiilonb6zd

genetikai modszereket probaltak ki.
2.2.3.2 Siitéipar

1ZGU és munkatarsai (2004) egy olyan Saccharomyces cerevisiae éleszt8be transzferaltak K3 killer
tulajdonsagot protoplaszt fuzioval, amely széles korben alkalmazott Torokorszagban a siitdiparban.
Erre azért volt sziikség, mert azonositottak egy K3 és K8 tipusu toxint termeld Candida tropicalis

killer torzset, ami sulyos problémdkat okozott a siit6élesztd szaporitasa soran. A miivelettel a
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S. cerevisiae tOrzs rezisztenssé valt a fertdzé élesztd toxinjaval szemben. Hasonl6 sikeres munkarol
szamoltak be BORTOL ¢s munkatarsai (1986), akik olyan killer siit6¢lesztot hoztak 1étre, amelynek
az ipar szempontjabol fontos tulajdonsagai (felhajto erd, kiilonb6zd szénhidratok fermentacidja és

asszimilacidja) a sziildi torzzsel megegyezdk voltak.
2.2.3.3 Elelmiszeripari vonatkozasii ozmofil és halofil killer éleszték

Szintén ipari érdeklddésre tarthat szamot az ozmofil killer éleszték felfedezése, amelyek a killer
torzsek killer aktivitasat vizsgaltdk Zygosaccharomyces rouxii ellen sok jelenlétében, és talaltak
olyan izolatumokat, amelyek hasznosak lehetnek egy olyan természetes tartdsitoszer
al. 1997).

Mivel a halotolerans és halofil élesztk fontos szerepet jatszanak a szojaszosz €s egyes sOzott
z06ldségek érzékszervi tulajdonsagainak kialakitasaban, elképzelheté lenne a nemkivéanatos fert6zo
mikrobak gatlasa killer ¢lesztok alkalmazéasaval. Példaul az olivabogyd paclébdl izolalt Candida
boidinii 1GC3430 érzékenynek bizonyult, amely lipolitikus aktivitdsdval és a tejsav

asszimilacidjaval karos hatast fejt ki.

2.2.4 Killer élesztok létrehozasa

A sorélesztd genetikai modositdsa — akarcsak az ilyen modon megvaltoztatott tulajdonsagokkal
rendelkezd egyéb alapanyagok hasznélata — a mai napig igen kényes kérdésnek szamit a sorgyartok
korében. Ezzel parhuzamosan és ennek ellenére azonban, a soripari kutatdsok egy része mar
évtizedek ota ezzel a témaval foglalkozik.

Az ¢élesztd genetikai modositasara két alapvetden kiillonboz6 megkozelités 1étezik (ISERENTANT
1989). Az egyik megkdzelitésben egy mar 1étezd torzset csak csekély mértékben valtoztatnak meg —
Uj tulajdonsagot adva neki — anélkiil, hogy a torzs tobbi jellegzetességét ez érintené. Az ilyen
valtoztatast mutagenezissel, klonozéassal és transzformdcids technikékkal lehet elérni. A masik
megkozelitésben viszont egy teljesen 1j torzset hoznak létre ugy, hogy 1étezd torzsekbodl szarmazod
»epitokoveket” raknak Ossze. Az igy létrejové kombinédcionak hordoznia kellene minden pozitiv
tulajdonsagot az egyes épitdkovekbdl. Erre alkalmas modszerek a sporaképzés és hibridizalés,
valamint a protoplaszt fuzio és a rare-mating (ritka parosodas). A killer sorélesztok 1étrehozasa ez
utobbi kategdriaba sorolhato.

A Saccharomyces cerevisiae €lesztét mar évezredek ota tenyésztik és hasznaljak sor-, bor-, illetve
kenyérgyartashoz. Egészen 1j szerepet kapott, mikor a genetikai vizsgalatok egyik kedvenc alanya
lett. Azonban figyelembe kell venni, hogy az a haploid torzs, amit a molekuldris biologusok

valasztottak laboratoriumi munkdjukhoz, teljesen alkalmatlan ipari hasznalatra. A sorélesztd
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pontosan ugy szelektalodott az idok folyaman, hogy azokkal a tulajdonsagokkal rendelkezzen, ami
ellenallova teszi a laboratériumi genetikai manipuléldssal szemben. Altalaban poliploidok vagy
anueploidok, nem rendelkeznek mating tipussal, gyenge sporaképzOk vagy egydltalin nem
sporaznak. Ha létrejonnek sporak, akkor azok nem négyesével fordulnak eld, gyenge a viabilitasuk,
ami megneheziti a tetrdd analizist (RUSSEL&STEWART 1985).

Természetesen ennek ellenére végeznek genetikai kisérleteket sorélesztokkel is. A kisérletek egyik
kore killer tulajdonsaggal rendelkezd sorélesztOk létrehozasara torekszik. Ugyan volt mar arra
precedens, hogy sorgyarban izolaltak ilyen élesztét, azonban a killer jelenség sokkal ritkdbb a
sorélesztok, mint példaul a boréleszték kozott (YOUNG 1981). A fent emlitett mddszerek koziil a
protoplaszt fliziot és a rare-matinget alkalmaztik erre (MARAZ et al. 1994, YOUNG 1981,
HAMMOND&ECKERSLEY 1984, ISERENTANT& VAN DE SPIEGLE 1988, SASAKI et al.
1984).

2.24.1 Killer sorélesztok létrehozasa rare-mating modszerrel

A rare-mating vagy ritka parosodas moddszere azon alapszik, hogy ha nagy tomegben kevernek
Ossze amugy parosodasra képtelen haploid sejteket, akkor ritkdn mégis eléfordulhat egyesiilés, amit
ers szelekcios hatassal ki lehet mutatni (DEAK 1998).

YOUNG 1981-ben, majd HAMMOND ¢és ECKERSLEY héarom évvel késébb 1984-ben kozolt
publikaciot arrdl, hogyan alkalmazték a rare-mating modszert killer sorélesztd 1étrehozasara.
YOUNG (1981) nem csupan ezt az egy mddszert hasznalta, hanem kisérletében két genetikai
manipulacids technikat kombinalt. Egyfelol a SPENCER és SPENCER (1977) éltal leirt rare-
matinget, amelyben egy 1égzés-deficiens (petite) sorélesztét és egy auxotrof ,,laboratdériumi” torzset
kevert. A hibrideket olyan taptalajon szelektalta, hogy csak a prototréf és nem 1égzés-deficiens
sejtek legyenek képesek kindni. A modszer hatranyanak tekinthetd, hogy igy valodi hibridek jonnek
létre, ami azt jelenti, hogy mindkét sziildnek mind a sejtmagban, mind a citoplazmaban hordozott
génjeit tartalmazza. Emiatt nem valoszinii, hogy a sorélesztd torzsnek csak az elényos

tulajdonsagait fogja hordozni a hibrid. Young médszeréhez masfeldl felhasznalta CONDE ¢és FINK

crer

crer

hibridizacidjat kovetden. Az igy kapott heterokarionok nem stabilak; két olyan sejt jon létre
(heteroplazmon), amelyek az egyik, illetve masik sziilé sejtmagjat hordozzak, de mindkét sziilo
citoplazmajanak tartalmat. Tehat Young altal a killer sorélesztd l1étrehozasdhoz felhasznalt egyik
sziildi torzs haploid killer volt, auxotréf, nem 1égzés-deficiens €s kar mutans, mig a masik egy nem
killer sorélesztd, poliploid és 1égzés-deficiens (petite). A rare-mating soran igy 1étrejott (1) killer,

nem légzés-deficiens, auxotrof heteroplazmon, ami a haploid sziilé sejtmagjat hordozta; (2) killer,
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nem 1égzés-deficiens heteroplazmon, ami a sorélesztd sejtmagjat hordozta; (3) killer, 1égzés-
deficiens, heteroploid valodi hibrid. Megfeleld szelektiv taptalajok és modszerek segitségével ezek
elvalaszthatok. A moddszer elénye a hagyomdanyos rare-matinggel szemben, hogy itt létrejonnek
nem valddi hibridek is (heteroplazmonok), amelyek csak a kutatdo altal kivanatosnak itélt
tulajdonsagot — ebben az esetben a sorélesztd és killer voltat — hordozzak.

HAMMOND ¢s ECKERSLEY 1984-es munkdja az elébbi modszer kismértékben modositott
valtozata, melyben tulajdonképpen két lehetdséget is leirnak a killer sorélesztd 1étrehozasara — egy
1épésben, illetve két 1épésben. Az egy 1€péses esetben a sorélesztobol 1étrehozott petite mutans volt
az egyik szlld és egy killer, auxotrof haploid laboratoriumi élesztotorzs a masik. Az igy kapott
killer sorélesztd sejtek egyik negativuma, hogy az altaluk hordozott mitokondriumok a killer
haploid sejtbdl szdrmaztak. A két 1épéses moddszer ezt a hidnyossagot is kikiiszoboli. Az elsd
fazisban egy sorélesztd torzs €s egy petite mutans, auxotrof, killer élesztd torzs voltak a sziildk,
amelyek rare-matingje utdn az auxotrof, nem légzés-deficiens sejteket szelektaltak, amik viszont a
sorélesztok mitokondriuméval rendelkeztek. Ezeket a sejteket (ijabb rare-matingnek vetették ala,
ahol a mésik sziil§ egy sorélesztd torzs petite mutansa volt. A miivelet utdn olyan sorélesztd sejteket

tudtak szelektalni, amelyek killer tulajdonsaggal és soréleszté mitokondriummal rendelkeztek.
2.2.4.2 Killer sorélesztok létrehozasa protoplaszt flizidval

A protoplaszt fizidé modszerét eloszor novényi sejteken alkalmaztak. A mikroorganizmusok koziil a
gombak ¢€s baktériumok protoplaszt fizidjarol 1976-ban jelentek meg tanulmanyok. Egy évre ra
1977-ben két egymastol fiiggetlen kutatocsoport ismertette a modszer alkalmazasat élesztokre
(FERENCZY&MARAZ 1977, VAN SOLINGEN&VAN DER PLAAT 1977).

A modszer elsd 1épése, hogy a sejtfalat litikdz enzimmel lebontjak, igy képzik a csak membrannal
koriilvett sejtet, amit protoplasztnak vagy szferoplasztnak neveznek. A protoplasztokat a
tovabbiakban ozmotikusan stabilizalt kdrnyezetben kell tartani, igy akar 24 6ran at megtartjak mind
fuzios, mind regeneracios képességiiket. Kovetkezd 1épésben a kiilonbozd ¢Elesztotorzsekbol
készitett protoplasztokat dsszekeverik és fuzidjukat indukaljak — legtobbszor kémiailag, polietilén
glikollal (PEG) kalcium jelenlétében, vagy nagy erdsségii elektromos térrel. A PEG alkalmazésa —,
amit KAO és MICHAYLUK (1974) javasolt eldszor — egyfajta attorésnek tekinthetd, mert
lényegesen megnovelte a fuziok gyakorisdgat. Harmadik 1épés a regenerdlds, amikor a sejtfal
ujraképzédik A fuzids termékek szelektdldsa a sziil6i torzsek altal hordozott szelekcids tényezok
segitségével torténik, ami lehet auxotrofia, mutacio (pl. 1€gzés-deficiens mutans) vagy rezisztencia.
(DEAK 1998, VAN SOLINGEN&VAN DER PLAAT 1977).

crer

Szamos sikeres kisérletet irtak le sor-, bor- és siitdélesztokkel (BARNEY et al. 1980,
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DE FIGUEROA et al. 1984, ISERENTANT&VAN DE SPIEGLE 1988, SKATRUD et al. 1980). A
modszer nem fiigg sem a ploiditastol, sem a mating tipustol, igy kiilondsen jol alkalmazhat6 a

poliploid természetli és mating tipust nélkiil6z6 sorélesztok esetében (RUSSEL&STEWART 1985).

A jo6 sor eldallitasa nagyban fiigg az erjesztés mindségétdl. Maga a folyamat a fermentacios
koriilmények ¢és az alkalmazott sorélesztd torzs tokéletes kombindcidja kell, hogy legyen. Akar a
koriilményekben, akdr az élesztében bekdvetkezd legkisebb valtozas is élvezhetetlen terméket
eredményezhet. Emiatt a sorf6zok igen vonakodva fogadjak, ha barmilyen moédon manipuléljak az
¢leszto torzset, még ha az csak egy apré mutacio is.

Protoplaszt fuzidval a killer toxin termeld képesség is bevihetd a sorélesztd sejtjeibe. Az ezzel a
témaval foglalkozo kutatok cikkeikben, szinte kivétel nélkiil, két szempontot emelnek ki: a
sorélesztd igy rendelkezne rezisztenciaval a killer élesztokkel szemben, illetve a sajat maguk altal
termelt toxinnal el tudnak pusztitani a behatold érzékeny élesztoket (MARAZ et al. 1994, YOUNG
1983). SASAKI és munkatarsai (1984) olyan killer soréleszt6t hoztak 1étre ezzel a mddszerrel, ami
antibakteridlis tulajdonsaggal is rendelkezik.

SASAKI ¢és munkatarsai (1984) két 1épésben oldottdk meg azt, hogy a létrehozand6 soréleszté ne
csak killer legyen, hanem antibakterialis tulajdonsaggal is rendelkezzen. Az els6 1épésben a 1€gzés-
deficiens mutans antibakteridlis ¢élesztdt és a killer élesztot hibridizaltak, amelyek ellentétes mating
tipussal rendelkeztek. Glicerines minimum taptalajon prototrdéf 1égzés-deficiens hibrideket
szelektaltak a protoplaszt fizidhoz. A szelektalt hibridek sporaztatasa utan olyan haploid klonokat
kerestek, amelyek a killer és antibakterialis tulajdonsag mellett auxotrofok is voltak, mert a késébbi
protoplaszt fizidhoz ez sziikséges. A mésodik 1épés mar maga a fizié volt, amihez a sorélesztébol
is petite mutansokat hoztak 1étre. A killer-antibakteridlis €s a petite sorélesztd sejtekbdl 1étrehozott
protoplasztokat a szokdsos modon fuzionaltattdk PEG jelenlétében, majd a kivant tulajdonsagokkal
rendelkezo sejteket szelektaltak tobb Iépésben.

A MARAZ és munkatarsai (1994) altal kidolgozott modszer esetében nincs sziikség a sorélesztd
mutagén kezelésére vagy barmilyen genetikai modositasra a fuzid elétt. A fuzios termékeket az
altaluk termelt killer toxin alapjan szelektaltdk. A toxin elpusztitotta a sziil6i sorélesztd sejteket, €s

csak a killer fuziés termékek tudtak regeneralddni és ndvekedni.

2.2.5 Killer sorélesztok erjeszto képességének vizsgalata

A fentiekben részletezett két genetikai manipulécidos modszert a kutatok természetesen nem csupan
a modszerek kiprobalasa végett végezték el, hanem, hogy 0j tulajdonsaggal rendelkezd sorélesztot

hozzanak létre. Ezért a sikert nem csak azon lehet — illetve kell — lemérni, hogy elpusztitja-e az

¢lesztd az érzékeny sejteket, hanem azon is, hogy milyen erjesztési képességgel bir.
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Ezzel a vizsgalattal a kutatok eltérd mélységgel foglalkoztak. SASAKI és munkatérsai (1984) tobb
fuzids terméket is ,,eldvizsgalatnak™ vetettek ala 20°C-n valo erjesztéssel, majd a legigéretesebbel
egy részletesebb vizsgalatot végeztek el, 20 liter sorlé erjesztésével. Ebben 8 napig tartott a
féerjesztés 10°C-n, majd 32 napig az dszokolds 0°C-n. Az extrakttartalom csokkenését nyomon
kovették, és alakuldsat dsszehasonlitottak a sziiléi sorélesztd teljesitményével. A killer sorélesztd
kezdetben kissé lassabban fermentalt, de a 14. napra szinte egyforma mértékben hasznaltak fel a
sorlé szénhidratjait. Az érzékszervi panel szerint a killer sorélesztdvel erjesztett sor ize és habja
elfogadhato volt. A fermentéci6 soran vizsgaltdk a killer toxin és antibakterialis aktivitds alakulasat
is. Az eldbbi a 3. naptdl az 5. napig volt a legnagyobb, majd fokozatosan csokkent. Az utdbbi
aktivitadsa a fOerjesztés végén (8. nap) volt a legnagyobb, €és az aszokolds soran végig viszonylag
nagy maradt. Ugyan a killer sorélesztd altal termelt killer faktort instabilnak mindsitették, ennek
ellenére tigy gondoljék, hogy alkalmas lehet a vadélesztok elleni védekezésben. Az antibakterialis
aktivitast viszont gyengébbnek mindsitették normal erjesztési koriillmények kozott, mint a 20°C-n
¢s kisebb mennyiségli sorlével végzett laboratériumi kisérletekben. Az erjesztés soran mért
legnagyobb aktivitas sem volt elegendd arra, hogy a 11 tesztelt sorkarositd baktériumbol 3-at
elpusztitson (a baktériumok kezdé koncentracioja 2 x 10° sejt/ml volt és 25°C-n 10 napig tartott az
inkubacio).

A killer és nem killer soréleszték erjesztését 6sszehasonlitva MARAZ és munkatarsai (1994) sem
tapasztaltak jelentds kiilonbségeket. A sor valodi és latszolagos extrakttartalmat és erjedésfokat,
valamint a képzddott alkohol és diacetil mennyiségét mérték. A fent emlitett kisérletekkel
ellentétben, mind az érzékszervi panel mindsitése, mind a mért értékek jobbnak bizonyultak a killer
sorélesztd esetében. A killer toxin jelenlétét nem vizsgaltak.

YOUNG 1981-ben nem protoplaszt fzioval, hanem — ahogy a 2.1.5.1 fejezetben bemutattam —
rare-mating technikaval hozott létre killer sorélesztét. Egy két évvel késdbbi kisérletben (YOUNG
1983) vizsgalta ennek erjesztési tulajdonsagait, kontroll sorélesztd tulajdonsdgaival Osszevetve.
Mivel olyan genetikai manipulacios technikat alkalmazott, amely sordn a sorélesztd nukledris
genomja nem valtozott, joggal varta, hogy fermentacios képessége is a sziil6i torzshéz hasonlatos
legyen. Féliizemi kisérletben 5-7 napig tartott az (f6)erjesztés 17°C-n — a sziild felsderjesztésii
sorélesztd 1évén —, majd az élesztd elvétele utan két hétig 4-5°C-n érlelték a terméket. A sor
extrakttartalmat, szinét, pH-jat, habtartossagat és Osszes nitrogén tartalmat mérték, valamint
gazkromatograffal meghataroztak két észter (etil-acetat és izo-amilacetat), négy kozmaolaj
Megallapitotta, hogy a két vizsgalt killer sorélesztdvel erjesztés szinte minden tulajdonsdgaban
ugyanolyan sort eredményezett, mint a kontroll sorélesztd. Lényeges kiillonbséget mindkét torzsnél

a 2-metil-propanol tartalomban, illetve az egyik torzsnél még a 3-metil-butanol mennyiségében
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tapasztalt. Ezt az eltérést azzal magyarazta, hogy a mitokondrium szarmazhat a killer sziilébdl is,
aminek befolyasa lehet a kozmaolaj termelésre. Az analitikai vizsgalatokon tal a 31 tagl
érzékszervi panel sem mutatott ki kiilonbséget a killer és nem killer sorélesztdvel eldallitott sorok
kozott.

HAMMOND ¢és ECKERSLEY (1984) szintén rare-mating moédszerrel hoztak 1étre killer
sOrélesztoket, amihez sziildi torzsként mind felsderjesztésii (ale), mind alsoerjesztésii (lager)
sorélesztoket felhasznéltak. Ezzel a mddszerrel valédi hibridek és heteroplazmonok is keletkeztek,
¢s mindkét esetben voltak sejtek, amelyek a sorélesztd és olyanok is, amelyek a killer élesztd
mitokondriumot hordoztak. Igen alapos és széleskorli vizsgalataik soran laboratoriumi és féliizemi
méretben is végeztek erjesztéseket. A laboratoriumi fermentdciok soran azt tapasztaltdk, hogy a
heteroplazmonok ¢és hibridek erjesztési sebessége — néhany kivételtdl eltekintve — nem érte el a
kontroll sorélesztdét. Az is altalanos jelenség volt, hogy ezeknek a soroknek a pH-ja magasabb volt,
mint a kontroll soroké. A kész sorok vizsgalata soran a heteroplazmon sejtek alkalmazasaval késziilt
végtermékek érzékszervileg szinte megegyeztek a kontroll sorokkel. A féliizemi kisérletekben mar
csak a legjobban szerepld torzseket alkalmaztak: két ale sorélesztd és a beldliik szarmaztatott killer
¢lesztOk (mindkettd heteroplazmon, sorélesztd mitokondriummal), illetve egy lager sorélesztd és a
beldle szarmaztatott killer ¢élesztd (szintén heteroplazmon, killer mitokondriummal). Az
eredmények hasonloak voltak a kisebb volumenben végzett erjesztéshez: a killer sorélesztok
altalaban lassabban erjesztettek (az egyik ale torzs esetében jelentdsen lassabban), magasabb pH-ju
volt a sor, de a kész sorok elfogadhatoak voltak. A lager killer sorélesztd termékét tartottdk a a
kontroll sortdl leginkabb eltéronek. A termék kevesebb illékony aromat hordozott és kissé savanyu
és kénes volt, bar mindezek ellenére elfogadhatonak mindsitették. A kiillonbséget azzal magyaraztak
a szerzOk, hogy ez a killer sorélesztd nem a sorélesztd sziilobol, hanem a killer sziilobdl szarmazo
mitokondriumot hordozta. Természetesen nem a mitokondriumok kiilonbdzdsége az egyediili ok,
ami kiilonbséget okozhatott; mas extra-mitokondrialis elemek is szerepet jatszanak, mivel az azonos
mitokondriumot hordoz6 heteroplazmonok erjesztési képességei kozott is jelentds eltéréseket

tapasztaltak.
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2.3 KOLCSONHATASOK A MIKROORGANIZMUSOK KOZOTT

A nem steril koriilmények kozt zajlé biofolyamatokban szamos mikroba faj él egyiitt. Ebben az
befolyasolja, hanem a mikroorganizmusok kozotti kdlesonhatds is. Ha szabédlyozni akarnak egy
kevert kultarat, akkor modellezni kell ezeket a kolcsonhatdsokat. Az a cél, hogy eldre jelezzék a
végtermék mindségére: az érzékszervi ¢és fizikai-kémiai tulajdonsagaira és a fertdzottségére

(POMMIER et al. 2005).

Georgij Frantsevics Gause orosz biolégus (1910-1986) tekinthetd a kevert mikrobakultarakkal
foglalkozo kutatasok, illetve a mikrobialis 6kologia atyjanak. O volt az elsd, aki a ,,létért folyo
kiizdelem (azaz az 6koszisztéma dinamikdja) elemi folyamatait (azaz a populdciok kélcsonhatasa)”
probalta elkiiloniteni. Mar az 1930-as évek elején publikalt cikkeket (GAUSE 1932) ebben a
témaban, 1934-ben pedig ,,A 1étért folytatott kiizdelem” cimen jelent meg konyve.

Dolgozatomban csak érintélegesen kivanok foglalkozni a mikrobialis 6kologia témajaval. Olyan
mélységben, ami a kevert mikroba — elsdsorban élesztd — kultarakban eléforduléd kdlcsonhatasokat

segit megérteni.

2.3.1 Koélcsonhatasok osztalyozdsa

FREDRICKSON (1977) 6sszefoglal6 jellegli cikkében korabbi kdzleményekre utalva irja, hogy —
legtobbszor csak a populdciora gyakorolt hatasdn alapulva — a kolcsonhatasokat ,,jotékony™ és
»artalmas” csoportba soroltak. A jotékony altaldban azt jelenti, hogy serkenti a novekedést, mig az
artalmas azt, hogy gatolja a novekedést, vagy serkenti a pusztuldst, a sejtbomlast. Ennek az
osztalyozasnak az a hatranya, hogy két meglehetésen kiilonb6zd viselkedés ugyanazon a helyen
talalhat6 az osztalyozastani rendszerben.

A FREDRICKSON (1977) altal ajanlott ij rendszer megtartotta a régi jol megalapozott, logikus
felépitését, minddssze egy magasabb osztilyozasi szintet adott hozza. Nevezetesen, direktnek
nevezhetd egy kolcsonhatas, ha a két populacié egyedei kozott sziikségszertien fizikai kapcsolat jon
létre. Ha pedig a kolcsonhatas nem feltétlentil jar fizikai érintkezéssel, illetve ha az élettelen
kornyezet sziikséges kozvetitd a két populacio kozott, akkor indirektnek hiviak. Altalaban az
indirekt kolcsonhatdsoknak nincs olyan foku sajatlagossdga, ami a direkt interakciokat gyakran
jellemzi. Lehetséges, hogy emiatt a biologusok némileg elhanyagoltak azokat, mivel szamukra egy

kolcsonhatasnak éppen a sajatlagossaga a legérdekesebb aspektusa.
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VERACHTERT és DAWOUD 1990-ben kozolt 6sszefoglald jellegli cikkében az élesztok szerepét
elemzi kiilonb6zo kevertkultirakban. A cikk tilnyomo része a téma ¢élelmiszeripari vonatkozasaival
foglalkozik, de az elején rovid attekintést ad a kevertkulturdk tipusairol. A szerzok egy tujfajta
osztalyozast javasolnak: a mikroba kozosségeket kiilonbozd strukturdkba, szervezetekbe soroljak az

alapjan, hogy milyen okbdl alakul ki kozottiik a kdlcsonhatés (3. tablazat).

3.tablazat Mikrobialis kozosségi struktirak (VERACHTERT&DAWOUD 1990)

Meghatarozott tapanyagok biztositasa kiilonb6z6 tagok kozott
(++, + 0 vagy 0 + tipus)

,,B” mikroorganizmus eltavolit egy ,,A” mikroorganizmus altal
termelt vegyiiletet, ami gatl6 hatasu ,,A” szamara

,»A” mikroorganizmus modifikalja ,,B” szaporodasi feltételeit
(++ vagy + 0, - 0 tipus)

4. STRUKTURA | Kombinalt anyagcsere tevékenységek (+ + tipus)

5. STRUKTURA | K&z6s metabolizmus (+ 0 tipus)

6. STRUKTURA | Fajok kozotti hidrogén transzfer (+ + tipus)

7. STRUKTURA | Tobb, mint egy elsédleges szubsztratum felhasznald jelenléte

1. STRUKTURA

2. STRUKTURA

3. STRUKTURA

Az 4. tablazat bemutatja, hogy milyen lehetséges kolcsonhatasok alakulhatnak ki ,,A” és ,,B”

mikroorganizmusok populacioi kozott.

4.tablazat ,,A” és ,,B” mikroorganizmusok kozott lehetséges kolcsonhatasok
(VERACHTERT&DAWOUD 1990)

,»B” POPULACIO »A” POPULACIO HATASA ++: a két mikroba pozitiv hatassal van
HATASA »B” POPULACIORA egymasra
»A” POPULACIORA + - 0 --: a két mikroba negativ hatdssal van
4 + - + +0 egymasra
00: a két mikroba nincs hatassal egymasra
- s - 0- +-/-+: az egyik mikroba pozitivan, a masik
0 0+ 0 - 00 negativan hat

+0/0+: az egyik mikroba pozitivan hat a
masikra; a masiknak nincs hatasa
-0/0-: az egyik mikroba negativan hat a
masikra; a masiknak nincs hatisa

2.3.1.1 Fobb kolesonhatasok

A kevert kultira tenyészetek fobb kolcsonhatasait mind FREDRICKSON (1977), mind
VERACHTERT ¢és DAWOUD (1990) kézleményei alapjan foglalom 6ssze.

Versengés (- - tipus, indirekt kdlcsonhatas)

Eroforras tipusu versengés (vagy egyszeriien versengés):. mindkét populaciora negativ hatassal van
a kolcsonhatds, melynek sordn mindegyik populdcid olyan vegyiileteket tavolit el a kozos
kornyezetbdl, ami a masik novekedéséhez sziikséges. Beavatkozo tipusu versengés: szintén negativ
mindkét populaciora, de azaltal, hogy azok olyan vegylileteket termelnek, ami a masik populacio
novekedését gatolja vagy mérgezd a szamara. Két mikroorganizmus populacio, amelynek hasonlo6 a
tdpanyagigénye, szamos kozos €s sziikséges tdpanyagért fog versengeni, ha egyiitt szaporodnak.
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Mas antagonisztikus indirekt kolesonhatasok (indirekt kdlcsonhatasok)

Ezeket a kolcsonhatasokat az jellemzi, hogy legalabb az egyik populéacid olyan anyagokat bocsat a
tapkozegbe, aminek negativ hatdsa lesz a mésikra.

Amenzalizmus (- 0 vagy 0 -): ebben az esetben a negativ hatds csupan a novekedés gatlasa. Ez az
eset all fenn, ha az egyik populacié antibiotikumot, enzimet vagy példaul killer toxint termel.
Indirekt parazitizmus: a negativ hatds mindenképpen a sejt liziséhez vezet.

Kommenzalizmus (0 + vagy + 0 tipus, indirekt kdlcsonhatas)

VERACHTERT ¢és DAWOUD (1990) az 1. és a 5. struktirdkba sorolja az ide tartozé interakciokat
(3. tablazat). Kiilonboz6é mechanizmusok eredményezhetnek kommenzalista kdlcsonhatast. A két
leggyakrabban emlitett eset az amikor (1) az egyik populdcid olyan anyagokat termel a masik
szdmara, ami annak ndvekedéséhez 1étfontossagu; illetve amikor (2) az egyik populacié eltavolit
egy olyan anyagot, ami a masik novekedését gatolna.

Mutualizmus és protokooperacié (+ + tipus, indirekt kolcsonhatasok)

Ezt a két kifejezést olyan esetben hasznaljak, amikor mindkét populdciora pozitiv hatassal van a
kolesonhatés.

Mutualizmus: az egyik populacid olyan vegyiiletet (vagy vegylilet csoportot) termel és valaszt ki a
tapkozegbe, amit a masik sajat maga nem képes eléallitani. VERACHTERT ¢s DAWOUD (1990)
sajat osztalyozasuk alapjan a mutualizmus kiilonb6zd eseteit az 1., a 2., a 3. és a 4. strukturaba
soroljak (3. tablazat).

Protokooperacio: mig az eldzd esetben a kdlcsonhatas obligat mindkét populacio tuléléséhez, addig
a protokooperacio esetén ez nem igaz. FREDRICKSON (1977) ennek a kifejezésnek a hasznalatat
igazabol csak arra a szituacidra ajanlja, amikor a kolcsonhatas egyik populacio tuléléséhez sem
sziikkséges. VERACHTERT ¢és DAWOUD (1990) sajat osztalyozasi rendszeriikben a
protokooperacidt a 6. strukturdba soroljak (3. tablazat).

Szimbiézis (+ + tipus, direkt kdlcsonhatas)

A Biolégia Ertelmez6 Szotar (HALE et al. 1997) definicioja szerint a szimbiozis (egyiittélés) olyan
kapcsolat két kiilonbozé faju populdcio tagjai kozott, amely mindkét fél szamara elOnyos.
FREDRICKSON (1977) szerint a szimbidzis egy nagyon specifikus, direkt kdlcsonhatas és nem
alkalmazhat6 a mutualizmus vagy a protokooperacio helyett.

Predacio és parazitizmus (+ - vagy - + tipus, direkt kdlcsonhatasok)

Predacio: VERACHTERT ¢és DAWOUD (1990) szerint ezt az interakcio tipust legjobban a
baktérium-protozoa kozdsségek reprezentaljak, amelyek szennyviz kezel6kben talalhatok meg.
Parazitizmus: legtobb informacid a virusok és a Bdellovibrio parazitizmusarol baktériumokon

(FREDRICKSON 1977).
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2.4 KEVERT MIKROBA KULTURAK AZ ELELMISZEREKBEN

Kevert mikroba kulturdk szamos helyen talalhatok a természetben. Tovabbi jellemz6 el6fordulasi
helyeik a szennyvizkezelé berendezések (TANO-DEBRAH et al. 1999), az allatok emésztd
rendszere €és a fermentalt ¢élelmiszerek (VERACHTERT&DAWOUD 1990). Dolgozatomban csak
ez utdbbiakkal kivanok foglalkozni.

VERACHTERT ¢és DAWOUD 1990-ben irott cikkében kimeritd listat allitott Ossze azokrol az
¢lelmiszerekrdl — a vildg minden tdjarol — amelyben kevert mikroba kultarak talalhatok, illetve azt
hasznalnak fel készitésiikhoz. K6zottiik megtalalhatoak levesek, fiiszerek, izesitdk, italok, borok és

sOrok is.

2.4.1 A bor

Hagyomdanyosan a sz6ldmust erjesztésében szamos, a természetben eléforduld €lesztd vehet részt,
amelyek természetesen fordulnak eld benne. Napjainkban a nagyilizemi boraszatok azonban
starterkultirat alkalmaznak, amelyek olyan ¢élesztét tartalmaznak, amit az adott borvidék
¢lesztoflorajabol izolaltak vagy amit erre szakosodott cégek tartdsitott (pl. szaritott) allapotban
forgalmaznak (PRETORIUS 2000). Természetesen a hagyomanyosnak tekinthetd borerjesztés is
igen széles korben elterjedt, hiszen a termék mindségét gazdagitja, ha nem csak egyféle élesztd
végzi a fermentaciot. Ezt hangsulyozzdk ROMANO ¢és munkatarsai is (2003), akik Saccharomyces
¢és nem-Saccharomyces élesztoket egyarant tartalmazo starterkultara hasznalatat ajanljak.

A spontan borerjesztést egymast kovetd kiilonbozo élesztd populaciok végzik. A korai fazist
bizonyos nem-Saccharomyces élesztok (a Candida, Kloeckera és Hanseniaspora nemzetségekhez
tartozok) novekedése jellemzi, majd a késéi fazisban mindig az alkoholtiird S. cerevisiae torzsek
vannak talstlyban (PRETORIUS 2000). Toébb nem-Saccharomyces torzsre napjainkban mar agy
tekintenek, hogy tevékenységiik kedvezd a bor izének kialakitasaban, mert a S. cerevisiae
torzseknél nagyobb mennyiségben termelnek bizonyos anyagcsere-termékeket, pl. glicerint,
észtereket és magasabb rendli alkoholokat. Ugyanakkor ezeknek a tdrzseknek a novekedése
altalaban az erjedés elsé 2-3 napjdra korlatozodik, pusztuldsuk utdn utat adva a Saccharomyces
cerevisiae torzseknek. Tobb okkal magyardzzak a jelenséget. Altalanos vélekedés szerint a
Saccharomyces torzsek jobban ellenallnak a névekvo alkohol és szerves sav koncentracionak, a
csOkkend pH-nak és a tapanyagok kimeriilésének. Tovabba a kezdeti mikroflora és a must kémiai
Osszetétele, valamint olyan kiilsd tényezok, mint a kén-dioxid adagolds, az erjesztési hdmérséklet és
a starterkultirak hasznalata, erds szelekcids hatdst gyakorol az éleszté fajokra a borerjesztés
folyamata soran (CONSTANTI et al 1998). Ezeknek a klasszikus szelekcids tényezOknek

uralkodo/tilstlyban 1év6 szerepét mostandban megkérddjelezik és mas, eddig nem meghatarozott,
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mikroba-mikroba kdlcsonhatasok keriilnek eldtérbe mint lehetséges tényezok, melyek befolyasoljak
az ¢lesztok sorrendjét (CIANI&PEPE 2002, FLEET 2003, NISSEN&ARNEBORG 2003).

Tobb olyan vegyiiletet is termelhetnek az éleszték az alkoholos fermentacid soran, ami gatlolhat
mas ¢lesztd fajoknak vagy torzseknek. Az etanolon kiviil bizonyos anyagcsere-termékek, mint
példaul a révid- és kdzepes-lancu zsirsavak (pl. ecetsav, kapronsav, kaprilsav, kaprinsav) elérhetnek
olyan koncentraciot, ami egyes ¢leszté fajoknal — koztiik néhany S. cerevisiae torzsnél —
sejthalalhoz vezetnek (LUDOVICO et al. 2001, FLEET 2003). Az é¢élesztdk killer tevékenysége is
egyfajta gatlo mechanizmus az erjedés soran.

Az elézéekben emlitett beszamolok ellenére a nem-Saccharomyces ¢€lesztok korai pusztulasa a
S. cerevisiae-t is tartalmazo kevert kultirds erjesztések soran, alig kerll emlitésre a
szakirodalomban. Elsé gondolatként a nem-Saccharomyces élesztOk — S. cerevisiae-hez hasonlitva
— alacsonyabb etanol tolerancidjanak tulajdonitjdk a pusztulast. Valojaban csak néhdny alapos
tanulmany késziilt azzal a céllal, hogy tisztazza az okokat és a jelenség alapjaul szolgalo

mechanizmusokat (HANSEN et al. 2001, NISSEN&ARNEBORG 2003, NISSEN et al. 2003).

2.4.2 A sor

Teljesen mas a helyzet a sorrel. VERACHTERT és DAWOUD (1990) altal megemlitett sorok koziil
mindossze harom — a belga lambic (gueze) és savas ale, illetve a német weissbier — késziil
Eurdpaban, ¢€s talan csak az utébbi hangzik ismerdsen a magyarorszagi sorkedvelok szdmara.

Ebbdl is kitlinik, hogy a sér napjainkban nem az az alkoholos ital, amelyre jellemzd lenne, hogy
készitésében (erjesztésében) tobb mikroorganizmus venne részt. A sorgyartas torténetének elsd 2 és
fél évezredében ez nem igy volt, de egy a déaniai Carlsbergben tevékenykedd fermentacios
fiziologusnak, Emil Christian Hansennek koszonhetden 1883 6ta a sort — a kevés emlitett kivételtol
eltekintve — egyetlen mikroorganizmussal, a sorélesztével készitik. Hansen kidolgozott egy
modszert tiszta ¢élesztOkultira szaporitdsdra, ami forradalmasitotta a soripart. Az élesztot
Saccharomyces carlsbergensis-nek nevezték el €és ingyen a vilag rendelkezésére bocsatottak

(http://info.carlsberg.com/).
2.4.2.1 A lambic és gueze sorok erjesztésének jellemzése

A lambic egy spontan erjedésii ale a Briisszel kornyékén fekvé Zenne térségbdl. A lambic tipust
sorok savanyuak, és egyaltalan nincs benniikk szénsav. Kis mennyiségii (10-20%) buzat is
hasznalnak a sor f6zéséhez, amelyet azutan évekig érlelnek tolgyfahordokban, ahol is az erjedés
tovabb folytatodik. Ritkan fogyasztjdk eredeti formajukban, altalaban gueze, faro és gyiimélcsos

lambic sorok eldallitasahoz hasznaljak dket (VERHOEF 2002).
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A gueze Briisszel tipikus lambic ale-je, amely a régi és az 01j lambic sorok keverékébdl késziil. Ez
egyesiti magaban a fiatal lambic ale ¢lénkségét, a régi karakteres izével. Az alkoholtartalma 5%
koriili. A gueze igazi inyenc sor (VERHOEF 2002).

Tehat a lambic az erjesztett (spontan erjesztéssel!) sor, és a gueze beldle szarmazik gy, hogy a
lambic sort masodlagos erjesztésnek vetik ald palackban. A spontdn erjesztést végzd
mikroorganizmusok akkor keriilnek a sorlébe, amikor azt — a komloforralast kovetéen — egy
¢jszakan at nagy sekély kadakban hiitik. Vizsgalatok kimutattdk a lambic sorre jellemzd
mikroorganizmusokat a sorgyar leveg6jébdl is. Az erjesztés a mar emlitett fahordokban folytatodik,
¢s akar két évig is eltarthat. A palackban végzett masodlagos erjesztés tovabbi 6 honapot vesz
igénybe (VERACHTERT és DAWOUD 1990).

VERACHTERT ¢és DAWOUD (1990) kozli egy 1976-ban megjelent cikk eredményeit a gueze
mikrobiologiai jellemzésérél. A szerzOk két sorgyarban vizsgaltak lambic soroket, végigkisérve
azok erjedését. Az erjedést kiillonb6z6 mikrobafajok egymadsutanisaga jellemzi. A spontan
fermentéacid Enterobacteria gyors szaporodasaval indul, ami 30-40 nap elteltével teljesen kipusztul.
Ugyanekkor néhany élesztd is kimutathat6. Ennek a ,baktériumos fazisnak” a végén a féerjedés
kezdddik meg, amit éleszték végeznek, és néhany honapig tart. Ezt a fazist egy olyan idészak
koveti, amit a tejsavbaktériumok gyors ndvekedése jellemez. Végiil az utolsdé iddszakban a
tejsavbaktériumok jelenléte fennmarad, &m az ekkor kimutathat6 élesztok mar az aktidion rezisztens
fajok koz¢ tartoznak, €s legtobbjlik a Brettanomyces nemzetséghez sorolhatd. A tejsavbaktériumok
altal jellemzett fazisban az ecetsavbaktériumok szama is megnd, de késébb ezek elpusztulnak. A
jelenlévé tejsavbaktériumok mindig Pediococcusok voltak.

A palackozast kovetden is folytatodtak a vizsgalatok. Két mikroorganizmus csoportot talaltak
jelentésnek: az aktidion rezisztens ¢€lesztoket (Brettanomyces) és a tejsavbaktériumokat. Az
elébbiek 10 honapig voltak jelen egyre csokkend koncentracioban, az utdbbiak viszont a palackban
erjesztés sordn végig (14 honapig) kozel azonos mennyiségben kimutathatok voltak. Emlitésre

méltok még az ecetsavbaktériumok, amik 3-4 honapig voltak jelen, konstans mennyiségben.

31



2.5 SEJTEK ROGZITESE ES A ROGZITES FIZIOLOGIAI HATASA.

ROGZITETT SEJTEK IPARI ALKALMAZASAI

A mikroorganizmusok sajat természetes kornyezetiikkben komoly valtozasokat is képesek tulélni.
Egy ilyen kornyezetben a sejteknek tudniuk kell alkalmazkodni, kiilonben elpusztulnak. A talélés
egyik formdja, hogy a sejtek feliiletekhez vagy egymashoz tapadnak. Ebben a forméaban jobban
védve vannak a kornyezet veszélyeitdl, példaul a nyirder6tdl vagy toxikus anyagoktol. A
természetben is eléforduld biofilm jo példa erre (POULSEN 1999). Kovetkezésképpen a sejtek
rogzitését ¢és a rogzitett sejtek alkalmazasat egy természetes jelenség emberek altal valo
tovabbfejlesztésének is tekinthetjiik.

A sejtrogzitést ugy lehet definidlni, hogy az az ép sejtek fizikai bezardsa vagy helyhez kotése a tér

crer

(WILLAERT et al. 1996).

A sejtek és enzimek rogzitésének technologidja folyamatosan fejlédott 1étezése elsd 25 évében,
majd az 1990-es években elért egy szintet, ahol ez a fejlédés tetdzott. Azonban a biotechnologia
boéviilésének €s a géntechnologia fejlodésének kdvetkeztében, a sejtek €s enzimek immobilizalasa
iranti lelkesedés ujraé¢ledt. Az elvégzett kutatasok és fejlesztések a hordozok és rogzitési technikak
hosszl sorat eredményezték. A boviilés jelentds részét adtdk azok a hasznos valtozasok, amik egy-
egy meghatarozott alkalmazashoz tarsithatok (BICKERSTAFF 1997).

A soriparban dolgozok ¢és kutatok is erds késztetést éreztek mar a kezdetektdl fogva, hogy a
termelésben rogzitett élesztOket alkalmazzanak. Ezt nagyban segitette, hogy az altaluk hasznalt
Saccharomyces cerevisiae faj az egyik legkedveltebb teszt mikroorganizmus (volt) az
immobilizalas hatasanak tanulméanyozéasara. Szdmos laboratoriumi méretekben elvégzett — sokszor
sikeres — erjesztésrdl szamoltak be a kutatok, azonban a Iéptékndvelés problémaja sokakat
eltantoritott a tovabblépéstdl. Kitartd kutatoknak és fejleszté mérnokoknek kdszonhetéen mar 1990
oOta hasznalnak rogzitett sejtes rendszert a sorgyartas egy bizonyos folyamatdban — az aszokolasban
— ipari méretekben. A sorgyartok alma, hogy az erjesztés teljes egészét folyamatossd tegyék
anélkiil, hogy kompromisszumot kotnének a végtermék mindségét illetden, sajnos még nem

valosult meg.
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2.5.1 Sejtrogzitési technikak

Szamos sejtrogzitési modszer az enzimek rogzitési technikainak modositasaval, fejlesztésével jott
létre. Természetesen a sejtek nagyobb mérete befolydsolta ezeket a modszereket és szamos ujat
eredményezett (BRODELIUS&VANDAMME 1991). A sejtek rogzitése négy alapelv szerint
lehetséges:

A sejtek egymassal vald keresztkotése bi- vagy multifunkcionalis reagensekkel.
Kovalens kotés el6formazott hordozéhoz.

Adszorpci6 el6formazott hordozéhoz.

Bezaras részecskékbe, rostokba vagy mikrokapszulaba.

A sejtrogzitési modszerek csoportositasat a 4. dbra mutatja be.

| SEITROGZITESI MODSZEREK |

[ Rogrités hordozc')\llal | | Rogzités hordozé néikiil |

E ,
| Gélbeza'rdsl Folyékony

membranba zdrds

| Hordozohoz ko6tés |

I

4.4abra. Sejtrogzitési médszerek

A sejtrogzitési technikdkat az aldbbi csoportokba soroljak.
2.5.1.1 Sejtrogzités hordozo nélkiil

A természetes moddon aggregalodd, Osszetapadd, pelletet alkotdo vagy flokkulald sejtek is
tekinthetok immobilizalt sejteknek. A folyamatot mesterségesen is eld lehet idézni kémiai
anyagokkal vagy genetikai modositassal. A jelenségben kulcsszerepet jatszo sejtfal régidt biologiai
¢és kornyezeti tényezok is befolyasoljak az anyagceserén keresztiil, kozvetleniil vagy kozvetve
(JIN&SPEERS 1998, WILLAERT et al. 1996). A mesterséges flokkulaciot eldsegito szerek vagy a
keresztkotést 1étrehozok fokozhatjak/eldsegithetik az aggregéacids folyamatot azon sejtek kozott is,
amelyek természetes koriilmények kozott nem flokkuldlnak. Genetikai szinten is vizsgaltak a
mechanizmust, ami a flokkulaciot szabdlyozza a Saccharomyces cerevisiae élesztOben, és 3 gént
irtak le ¢és jellemeztek (FLO1, FLOS és FLOS). A géneket sikeresen atvitték nem-flokkulalo
¢lesztobe is (JIN&SPEERS 1998).
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2.5.1.2 Keresztkotés

A mikroorganizmusok sejtfala szabad amino- és/vagy karboxil-csoportokkal rendelkezik.
Keresztkotés konnyen kialakithato ezek kozott olyan bi- vagy multifunkcionalis reagensekkel, mint
a glutaraldehid vagy a toluén diizocianat. A mikrobasejtek rogzithetok ionos keresztkotéssel is tigy,
hogy polielektrolitok hozzdad4saval flokkul4ciot valtanak ki. Onmagaban ritkan alkalmazzak ezt a
rogzitési modszert, viszont gélbezaradssal kombinalva stabilabba teszi a gél szerkezetét

(BRODELIUS&VANDAMME 1991).
2.5.1.3 Kovalens kotés

A sejt rogzitése kovalens kotéssel egy hordozohoz lehetséges (1) a matrixon taladlhaté reakcids
csoporton keresztiil vagy (2) egy vegyiilet segitségével, ami a sejtet a hordozéhoz kéti. Ez utdbbira
példa lehet a BrCN aktivalt celluloz vagy a glutdraldehiddel kombinalt zselatin. Ugyan az
irreverzibilis kovalens kotéssel rogzitett sejteket tartalmazo rendszerben nincs korlatozva a diffuzid
(mint gélbezaraskor), és kevésbé van kitéve az 0j sejtek kidramlasanak (mint adszorpcio esetén), am
az Osszekotést biztositd vegyliletek legtobbszor rendkiviil mérgezdek ¢és karositjak a sejteket

(BRODELIUS&VANDAMME 1991).
2.5.1.4 Adszorpcio

Ennek a rogzitési moédszernek legfobb vonzereje az, hogy egyszerli €s gyorsan kivitelezhetd. Ez
részben annak is kdszonhetd, hogy a mikroorganizmusoknak természetesen is hajlama van arra,
hogy valamely feliilethez kotddjenek. A kotddést befolyasolja a sejtet koriilvevo oldat pH-ja, a sejt
fiziologiai allapota, a sejt tipusa és annak kornyezete is. Hasznélatakor figyelembe kell venni, hogy
a sejtek és az oldat kozott valaszfal nincs, allando a sejtek levéldsa (és Gjrardgziilése), ezért nem
megfeleld olyan alkalmazéasban, ahol a rendszerbdl kidramld oldatnak sejtmentesnek kell lennie
(KLEIN&ZIEHR 1990, WILLAERT et al. 1996, BICKERSTAFF 1997). Az adszorpcios
rogzitéshez hasznalt hordozoknak két nagy csoportja van: a szerves és a szervetlen adszorpcios
hordozok. Tipikus szerves adszorpcios hordozok az ion-cseréld gyantdk (szintetikus polimerek), a
celluléz szarmazékok és a lektinek. Gyakran alkalmazott szervetlen hordozé a pordzus iiveg €s a
keramia, de a szerves hordozdok csoportja is igen széleskorli: rogzithetnek sejteket faforgacsra,

kovafoldre, PVC-re, DEAE-cellulozra (BRODELIUS&VANDAMME 1991).
2.5.1.5 Gélbezaras

Egyszertisége és kivalo sejtvisszatartd képessége miatt a gélbezaras mddszere az egyik legtdbbet
alkalmazott sejtrogzitési technika. A bezart sejtek nagy siiriséget érhetnek el a matrixban és a sejtek
jol védettek a nyirder6tdl. Szamos természetes €s szintetikus polimer alkalmas arra, hogy hidrofil

matrixsza gélesedjen, €s olyan kiméletes koriilmények kozott tegye ezt, ami a lehetd legkisebb
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sejtkarosodassal jar (5. tablazat). A szintetikus polimerek mechanikai stabilitisa €s élettartama
Iényegesen jobb, mint a természetes polimereké. Ezzel szemben a sejtek novekedése €s a szén-
dioxid képzddés konnyen tonkreteszi a természetes géleket. Megerdsitésiik lehetséges mas
anyagokkal, pl. keresztkotések létrehozédsa glutaraldehiddel vagy akar a gél részleges kiszaritasa

révén. (WILLAERT et al. 1996, BICKERSTAFF 1997, KOURKUTAS et al. 2004).

S.tablazat Sejtek gélbezarasos rogzitésére alkalmas modszerek (BRODELIUS&VANDAMME 1991)

GEL KIALAKULASANAK | POLIMER POLIMER TiPUSA
MECHANIZMUSA

Polimerizacio Poliakrilamid, polimetakrilat szintetikus polimerek
Keresztkotés Kiil6nb6z6 prepolimerek, fehérjék szintetikus polimerek
Polikondenzacid Poliuretan, epoxi gyanta szintetikus polimerek
Gélesedés ho hatasara Kollagén, zselatin, agar/agar6z, k-karragén | természetes polimerek
Ionotrép gélesedés Alginat, kitozan természetes polimerek
Kicsapodas Celluloz, celluldz tri-acetat természetes polimerek

A sejtek bezarasos rogzitésére alkalmas hordozok harmadik nagy csoportja — a szintetikus és
természetes polimerek mellett — a membran reaktorok. A sejtek a por6zus membran egyik oldalan
helyezkednek el és a szubsztratum oldatot cirkuldltatjdk a membran madsik oldalan. A porozus
membran lehetévé teszi, hogy a szubsztratum és a termék a sejtekhez diffundaljon. Rendkiviil

kiméletes rogzitési modszer.
2.5.1.6 Folyékony membranba bezaras

Ebben az esetben tulajdonképpen egy kétfazisu bezaras torténik, ahol a gat, — ami immobilizalja a
sejteket — egy folyadék/folyadék fazis hatarfeliilete két nem elegyedd folyadék kozott (WILLAERT
et al. 1996).

2.5.1.7 Komplex rogzitési eljarasok

crer

mindkét eljards elénye. Mint a 2.5.1.2 fejezetben emlitettem a keresztktéses rogzitést csak masik
immobilizalasi moddszerrel kombindlva alkalmazzak. Tobb modszer egylittes hasznalatanak
hatékonysagat jelzi, hogy az elsd ipari méretli, immobilizalt sejteket tartalmazo, sor dszokolasara
alkalmas rendszerben is ezt alkalmazzak: a Spezyme hordozd6 DEAE-celluloz-polisztirol-TiO,-bdl
Leggyakoribb komplex eljarasok:

flokkulalas + adszorpcio,

telepképzés (kolonizacid) pordzus adszorbensen,
fotokatalitikus polimerizacié (keresztkotés) + gélbezaras,
adszorpcid + keresztkotés,

ionos kotés + adszorpcid + fémkelat.
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2.5.2 A hordozoval szembeni elvardasok

Rogzitett sejtes rendszerben valo hasznélathoz a hordozo az alabbi feltételeknek feleljen meg:

e A hordoz¢ legyen konnyen kezelhetd és regeneralhatdo (NORTON&D’AMORE 1994).

e A hordozo6 tegye lehetdvé a szubsztratumok, termékek, kofaktorok és gazok szabad dramlasat
(KOURKUTAS et al. 2004).

e A hordozo tartsa meg a jO mechanikai, kémiai, bioldgiai és hdstabilitasat; enzimek,
olddszerek, nyomdsvaltozasok vagy a nyirderd ne karositsa konnyen (KOURKUTAS et al.
2004).

e A hordozd és a rogzitési technika legyen egyszerii, koltséghatékony és 1éptékndvelhetd
(KOURKUTAS et al. 2004).

e A hordoz6 anyaga nem lehet toxikus. A hordozé legyen élelmiszer mindségii, ne befolyasolja

a termék mindségét visszamaradt anyagokkal, ¢és a fogyaszté is fogadja el

(KOURKUTAS et al. 2004, NORTON&D’AMORE 1994).

2.5.3 Azimmobilizalas elonyei és hatranyai

A rogzités elonyeinek szambavételekor szamos olyan tulajdonsagot fedeztem fel, ami —
véleményem szerint — sziikséges volt ahhoz, hogy a kutatoknak felkeltse az érdeklddését, ami miatt
ugy gondoltak, hogy érdemes foglalkozni a sejtek immobilizalasaval. Ezeket (A, B, C, E) lehet un.
elsédleges elényoknek tekinteni. A tovabbi elonydket és a hatranyokat olyan szempontnak vélem,
amelyek mar a kezdeti kutatasok utan, az alkalmazasok soran meriiltek fel, és amelyeket

masodlagos eldnydknek lehet tekinteni (D, F, G, H, I).

A sejtrogzités elonyei (DERVAKOS&WEBB 1991, PILKINGTON et al. 1998, WILLAERT et al. 1996)

A. Az ¢l6 vagy novekvo sejtek képesek arra, hogy olyan Osszetett szerkezetli anyagcsere-
termékeket allitsanak eld szervezett reakciok soraval, amelyet izolalt enzimek kombinacidjaval nem
lehetséges katalizalni.

B. A rogzitett ¢l6 sejtek képesek arra, hogy a hordozé anyagban vagy annak felszinén
szaporodjanak, és a sejtben talalhato katalitikus rendszerek regeneralddjanak.

C. Fokozott biologiai stabilitas. Ellenallobbak a pH valtozassal és a gatloszerekkel szemben.

D. A nagy sejtkoncentrdcid és a nagy higitasi fokkal miik6dd folyamatos fermentacid
egylittesen csokkentheti a mikrobidlis fert6zés veszélyét, illetve a sejtek kimosodasat, valamint
nagyobb termékhozamot eredményez.

E. A rogzitett sejt-aggregatumon beliil eléfordulo sejtek kozelsége fontos tényezd, mert olyan
koriilményeket teremt, ami sejtdifferencidlodashoz és a sejtek kozotti kommunikdcidhoz vezet,

ezaltal eldsegiti a masodlagos anyagcsere-termékek keletkezését nagy hozammal.
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F.  Javul6 anyagatadas.

G. A rogzités lehetOséget ad arra, hogy a reaktoron beliil lokalisan elkiilonitsenek kiilonb6z6
mikroba populéciokat.

H. A rogzitett sejteket egyszerii elvalasztani a reakciokozegtol.

L. A genetikailag mddositott immobilizalt sejtek plazmid megtartd képessége javul.

A sejtrogzités hatranyai (DERVAKOS&WEBB 1991, WILLAERT et al. 1996)

J.  Mechanikai problémak: (1) géazfazis képzOdése a részecskék kozott, (2) sejtek
tulndvekedése, (3) a matrix mechanikai stabilitasa, (4) sejtek kiszabadulésa a hordozobol.

K. Megnovekedett szubsztratum limitacio.

L. Megnovekedett termékgatlas.

M. Gazdasagossag. A legtobb rogzitési modszer tul koltséges ahhoz, hogy nagyléptékii

feldolgozasban alkalmazzak.

2.5.4 A rogzitett sejtek fiziologidja

A rogzitett sejtek modosult anyageseréjérdl szolo kisérleti eredmények azt fogalmazzak meg, hogy
az immobilizalds hatdssal lehet a sejt miikodésének biokémidjara és a sejt novekedésére
(DORAN&BAILEY 1986). A témaban megjelent miiveket tanulmanyozva (elsésorban tudomanyos
folyoiratokban megjelent cikkeket, kisebb részben konyveket) ugy tlinik, hogy ez az a megallapitas,
amivel minden kutat6 egyet ért. A kutatasi eredmények azonban ellentmondésosak.

DE BACKER ¢s munkatarsai (1996) azt irjak, hogy a rogzitett sejtek viselkedése ¢és azok
anyagcseréje legtobb esetben csak a mikrokdrnyezettdl fiigg, nem pedig a feliilethez vald
kapcsolodastol vagy a hordozoba vald bezarodastol. (A mikrokdrnyezetet ugy definialja, hogy az a
sejt kozvetlen kornyezete, ami az anyagatadas korlatozas vagy mas akadaly eredménye, és lehet
akar létez6, akar szandékosan létrehozott.) Az allitast alatdmasztand6 tobb kutatd altal publikalt
munkat is idéz (Karel és munkatarsai, illetve Rouxhet és Mozes 1990-es kozleményeit). Ennek a
felvetésnek viszont ellentmond DORAN&BAILEY mar 1986-ban megjelent cikke, amely a
rogzités hatasat elemzi. Azzal a legtobb kutatdo egyet ért, hogy az immobilizalas csokkenti az
¢lesztdsejt szaporodasi ratajat €s a sejthozamot. A szerzok szerint ennek egyik oka lehet az, hogy a
hordozohoz vald kapcsoldédas gatolja a sarjak kiemelkedését. Tovabba, lehetséges, hogy az
¢lesztésejtek kapcesolodasa a hordozohoz (esetiikben zselatinnal bevont gyongydk), akadalyozza
azokat a sejtben lejatszodd folyamatokat, amelyek normalisan a sejtfalnal torténnek a sarj
kiemelkedését elokészitendd. Ilyen folyamat példaul a mikrotubulusok és membranhoz kotott
holyagok felhalmozddasa. Ezek a hatdsok legalabb részlegesen feleldssé tehetdk az alacsonyabb

szaporodasi sebességért és sejthozamért, amit a szerzOk az altaluk végzett vizsgalatokban is
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tapasztaltak. Ezenkiviil azt is megfigyelték, hogy a sarjadzo sejtek aranya kisebb volt a rogzitett
populécidban.

Szintén ellentétes allispontot képvisel HAHN-HAGERDAL (1990), aki Karelnak és
munkatarsainak egy 1985-ben megjelent miivébol a kovetkezdket idézi: A rogzitett sejt
teljesitményét nem csak a mikrokdrnyezet befolyasolja, de a sejt feliiletén lejatszodo fizikai
kolcsonhatasok is hatnak a sejt anyagcsere szabalyozésara. Ezek a kolcsonhatasok mind
fokozhatjak, mind csokkenthetik a metabolizmust vagy annak egy részét. Ezért, a rogzités szamos
iranyban hathatnak.

Hasonlo éles ellentét fedezhetd fel egy masik kérdésben is. DE BACKER ¢s munkatarsai 1996-ban
szintén tobb szerzére — koztiik kiemelten Bailey-re ¢s munkatarsaira — hivatkozva irjak, hogy ha a
rogzitésbol eltavolitott sejteket ujra szuszpenzidba helyezik, akkor a sejtek visszatérnek eredeti
allapotukba, €és az anyagcseréjiik sem valtozik ettél maradandoan. GALAZZO&BAILEY 1990-ben
publikalt cikke pontosan ezzel a téméaval foglalkozik, és egy gondosan felépitett kisérlet
eredményeit kozli. Szerintiik a sejt élettanat tobb ponton is befolyasolja a tény, hogy korabban
rogzitett koriilmények kozott volt, példaul a gliikoz felvevd képességét, az etanol termelését, a
sejtmembran ateresztoképességét, €s tobb enzim termelddését, amelyek a glikolizisben vesznek
részt. Arra is ramutatnak, hogy ezek a valtozdsok genetikai szinten valthatnak ki reakciokat, ami
valoszinlsiti, hogy hosszutavon is hatasuk lesz a sejt miikodésére.

Az ellentétes vélemények egy része valosziniileg a tudomany haladasanak tudhatd be, hiszen a
témaban évek oOta folyamatosan kutatasok zajlanak. A vizsgalati és analitikai modszerek fejlddése
révén akar a korabbiakkal ellentétes eredmények is sziilethetnek. Az eredmények értelmezését az is
nehezitheti, hogy viszonylag kevés az olyan vizsgalat, ami kifejezetten és célzottan az é€lesztdsejt
amelyekben az ¢élesztdsejtet (vagy mds mikrobat) rogzitik, hogy valamilyen vegyiiletet
termeltessenek vagy atalakitsanak vele, és csak mellékesen vizsgdljak azt, hogy milyen élettani

valtozasok 1épnek fel ennek hatdsara.
2.5.4.1 Sejtszaporodas

Valoészinli, hogy a sejtszaporodas, illetve annak sebessége a rogzitett sejtes rendszerek
leggyakrabban tanulmanyozott anyagcsere paramétere. Szamos ellentmond6 eredmény jelent mar
meg, amelyek csokkend, valtozatlan vagy novekvd szaporodasi sebességet jeleznek a rogzités
hatasara, dsszehasonlitva egy szabadsejtes rendszerrel. Az 6. tadblazatban erre mutatok be néhany

példat, kozottiik régzitett Saccharomyces cerevisiae sejtekre vonatkozo eltéré eredményeket.
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6.tablazat A rogzités hatasara bekovetkez6 valtozasok a specifikus novekedési sebességben
vagy a generacios idoben S. cerevisiae és mas mikroorganizmusok esetében (JUNTER et al. 2002)

MIKROORGANIZMUS ., ] SZAPORODASI VAL- ]
. A ROGZITES TECHNIKAJA R . HIVATKOZAS

SZUBSZTRATUM PARAMETEREK | TOZAS
S. cerevisiae Gélbezaras keményitovel ps, = 0,50 h! | PARASCANDOLA & DE
gliikoz szilarditott zselatin korongon |, = 0,35 h’' ALTERIIS 1996
S. cerevisiae Gélbezaras Ca-alginat g, =0,41h"
oliikoz ayongybe =025 b l GALAZZO & BAILEY 1990

. z Z.z ooz — 1
S. cerevisiae Ge}bezaras Ca-alginat ps, = 0,31 1_11 _ WILLAERT & BARON 1993
gliikoz gyongybe p = 0,30 h
S. “bayanus Ge}bezaras k-karragenat >ty £ | TAIPA et al. 1993
gliikoz gyongybe
Escherichia coli Gélbezaras Sr-alginat Us, = 0,315-0,440 h'
laktoz eyonaybe noanssen | U |WANCekl BRE

. Gélbezaras karragenat iy = 0,362 h _

Chlorella vulgaris ayongybe = 0,397 h' LAU et al. 1998
B’aczllus substilis Ge}bezaras k-karragenat tgsz_= 35 min 2 BAUDET et al. 1983
tapleves gyongybe tyr = 20 min

L, : rogzitett sejt specifikus novekedési sebessége; |, : szabad sejt specifikus novekedési sebessége
tyr: TOgZitett sejt generacios ideje; to,: szabad sejt generacios ideje

A legnyilvanvalobb magyardzatok a szaporoddsi sebesség csokkenésére (1) a rogzitett sejtes
anyagatadds (SANTOS-ROSA et al. 1989,
PARASCANDOLA&DE ALTERIIS 1996), (2) a tapanyag-hianyos belsé részekben tapasztalhato

rendszerekben tapasztalhaté  korlatozott
csokkent novekedés (OMAR 1993), (3) az ozmotikus nyomas vagy (4) a vizaktivitads valtozasa
(SHREVE&VOGEL 1993, INANC et al. 1996).

Figyelemre méltok DORAN ¢és BAILEY (1986) megfigyelései is, akik olyan koriilmények kozott
végezték vizsgalataikat, ahol az anyagatadas nem volt korlatozva. Ok a hordozot teszik (részben)
felel0ssé a sarjadzast fizikai gatldsa miatt. Tovabbd, - ahogy azt mar ennek a fejezetnek a
bevezetdjében is emlitettem — az élesztdsejtek kapcsolddasa a hordozohoz (esetiikben zselatinnal
bevont gydngyok), akadalyozza azokat a sejtben lejatszodod folyamatokat, amelyek normadlisan a
sejtfalnal torténnek a sarj kiemelkedését elokészitendo.

A szaporodasi sebesség ndvekedését is tobben megfigyelték, és ennek okara is vannak elképzelések.
Ezek kozott szerepel (1) a fizikai védelem a nyirderd ellen (CHUN&AGATHOS 1991), (2) a
kémiai hatasok elleni védelem (karragenat gélben) (TAIPA et al. 1993), (3) a ndvekedési faktorok
visszatartdsa, (4) az alacsony koncentracidban jelenlévd szubsztratumok jobb elérhetdségének
javulasa, illetve (5) gatld szubsztratumok lokalis koncentracié-novekedésének akadalyozasa

(CHEN&HUANG 1988, WILSON&BRADLEY 1997).
2.5.4.2 Anyagcsere-termékek képzodése

Tobb beszamold latott napvilagot arrdl, hogy a rogzités hatdsara a sejtek metabolizmusa aktivabba
valik. A rogzitett sejtek megnovekedett produktivitdsarol sz6ld6 munkakat azonban 6vatosan kell
tanulmanyozni, mert gyakran a sejtszamot nem elég figyelmesen allapitjak meg, és a latszdlagos
aktivitds javulds inkdbb a mikrobidlis novekedésnek tulajdonithatd. Néhany jobban atgondolt
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tanulmany kiillonbséget tesz a sejtszaporodas hatasa és az anyagcsere sebességének valodi
fokozddasa kozott. Mindazonaltal a metabolitok szintézisének vagy a szubsztratum
felhasznalasdnak nagyobb specifikus sebességét rogzitett sejtek esetében tobben is sikeresen
mutattak ¢és bizonyitottadk be (DORAN&BAILEY 1986).

Rogzitett sejtekkel szamos anyagcsere-terméket el lehet allitani, példaul enzimet
(KLINGEBERG et al. 1990, PASHOVA et al. 1999), antibiotikumot (CHUN&AGATHOS 1991,
ASANZA TERUEL et al. 1997) vagy egyéb vegyiileteket (pl. ammoniat, citromsavat) (SANTOS-
ROSA et al. 1989, TISNADJAIJA et al. 1996).

A tovabbiakban részletesen az etanol eldallitdsanak fiziologiai hatterét szeretném ismertetni. A
szakirodalomban szdmtalan tanulmény jelent mar meg arrdl, hogyan allithatnak elé etil-alkoholt
rogzitett sejtekkel, valamint arrdl is, hogy a sejtek hogyan viselkednek, milyen véltozasok
tapasztalhatok a szabadsejtes rendszerekkel Osszehasonlitva. Az alkohol eldallitds leggyakoribb
szubsztratuma a gliikoz. Felvétele és sorsa a sejten beliil szervesen kapcsolodik a témahoz, ezért ezt
is itt targyalom.

DORAN ¢és BAILEY (1986) kisérleteiben az etanol termelés specifikus sebessége rogzitett sejtek
altal megkozelitdleg 45%-kal volt nagyobb, mint a szabad sejtek esetében. Hasonloan, a glicerin
termelése is fokozottabb volt.

Ugy tiinik, hogy a rogzitett sejtekben az Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) anyagcsere it egy vagy
tobb enzim altal katalizalt Iépésének sebessége ndvekszik. Mivel a glicerinhez vezetd anyagcsere ut
a dihidroxi-aceton-foszfatig (DHAP) megegyezik az etil-alkoholéval, igy feltételezhetd, hogy a
valtozas a reakciosor elsd felében kovetkezik be.

Van néhany bizonyiték arra, hogy a glikéz felvétele korlatozza az erjesztési sebességet a
S. cerevisiae €lesztében, noha a gliikoztranszport mechanizmusat nem ismerjiik teljes mélységében.
Ha a szubsztratum felvétele valoban sebességkorlatozo 1épésként szolgal az EMP at miikodésében,
akkor az etanol szintézisben tapasztalhatdo ndvekedés — vele parhuzamos sejthozam nodvekedés
nélkiil — arra utalna, hogy a gliikdzt gyorsabban vette fel a sejt. Tulajdonképpen itt is ez tortént. Az
immobilizalt sejtek kozel kétszer olyan gyorsan vették fel a gliikozt, mint a szabad sejtek, annak
ellenére, hogy a szubsztratum transzportjat akadalyozhatja az, hogy a sejtfelszin egy része a
hordozohoz kapcsolddik. A rogzitett sejt sejtfalanak sériilése is eldsegitheti a gliikkdz bejutésat,
amint azt kordbban tobb cikkben is leirtdk. Az is lehetséges, hogy a sejten belil fellépd
megnovekedett gliikkdz igény okozza a nagyobb transzport aktivitist a rogzitett élesztd sejtfalan
keresztiil.

A gondolatot GALAZZO ¢és BAILEY 1989-es munkdajaban folytatta, ahol mar kifejezetten a
rogzitett élesztdé gliikdz anyageseréjét tanulmanyoztdk NMR (Nuclear Magnetic Resonance)

késziilékkel. A *'P NMR modszer lehetévé teszi, hogy a glikolizis soran a sejtben eléforduld
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foszfat-tartalmu vegytileteket feltérképezzék, mennyiségiik valtozasat kovessék. Kovetkeztetésként
azt vontdk le, hogy a rogzités vagy magara a gliikoztranszportra van hatdssal, vagy a gliikk6z
foszforillalasra. Cikkiikben arra is ravilagitanak, hogy a sejten beliili pH befolyésolja a fermentaciod
sebességét: az etanol és a glicerin szintézisét és a gliikkoz felvételét, mind a szabad, mind a rogzitett
sejtekben. A pH csokkenésével (5,5-r61 4,5-re) mindkét rendszerben (szabad és rogzitett)
novekedtek az értékek. Ugyanakkor azt is megfigyelték, hogy valtozas az abszolut értékekben
tortént, de a szabad és rogzitett sejtek kozott fennalld aranyok nem valtoztak.

GALAZZO ¢és BAILEY egy 1990-es munkdjukban eldzetesen Ca-alginatban szaporitott
¢lesztOsejtek milkddését vizsgaltdk szuszpenzidban, illetve rogzitett allapotban. Szerintiik az
alginatban szaporitott sejtekben genetikai szinten torténnek valtozasok, amelyek alapvetéen
megvaltoztatjak az anyagcsere folyamatok sebességét és szabalyozasat, és ennek hatasa érvényesiil
amikor ezeket a sejteket akar szabad, akar immobilizalt formdban hasznaljak biokatalizatorként. Az
¢lesztOsejteknek eltérd lesz a gliikoz lebontasa a szuszpenzidban ndvekvo sejtekétol.

Az alginatban szaporitott sejtek etanol termelésének sebessége kb. masfélszer nagyobb, mint a
szuszpenzidban szaporitott sejteké. Ez az arany akkor is érvényesiil, ha kiilonb6zd ,.eléélettel”
rendelkezd élesztOket szabadsejtes rendszerben vagy algindt gélbe zarva vizsgédlnak. Ha a két
kiilonb6z6 modszerrel (szuszpenzioban, illetve rogzitve) felszaporitott sejteket alginat matrixba
helyezik, akkor az etanol termelési sebességiik mintegy 1,8-szorosara novekszik. A hatés
valoszinlileg szigoruan fehérjeszintli vagy metabolitok altal kozvetitett valaszok eredménye, mert
attol nem varhato a sejtalkotok valtozadsa makromolekularis szinten, hogy egyszeriien belehelyezik a
sejteket egy alginat matrixba. Ennek a két tényezOnek az egyiittes hatdsaként azoknal a sejteknél,
amiket gélbe zarva szaporitottak fel, majd ujrardgzitve gélben tanulmanyoztak, az etanol termelés
sebessége 2,7-szer nagyobb, mint szabad sejtekkel, szuszpenzioban.

Ez az eredmény rogzitett sejtekre jellemzd gyorsabb gliikkdz felvétellel kombindlva azt jelezheti,
hogy a sejtmembran permeabilitasit befolydsolja az, ha a sejteket gélbe helyezik. Ezzel
Osszhangban van tobb kutat6 allaspontja, akik szerint a rogzités a sejtmembran permeabilizaldsdhoz

vezet.
2.5.4.3 Sejtosszetétel (DNS-, RNS- és fehérjetartalom, tartalék szénhidratok)

Tobb beszamold is megjelent mar arrdl, hogy mind prokariotak, mind eukariotdk rogzitésekor
valtozasokat figyeltek meg a sejtek nukleinsav tartalmdban (DORAN&BAILEY 1986,
KIY&TIEDTKE 1993, LYNGBERG et al. 1999).

DORAN ¢s BAILEY 1986-ban DNS vizsgalatok eredményeképp megallapitottdk, hogy valami
egészen szokatlan dolog torténik a rogzitett sejtekkel. Igen meglepd, hogy szinte nincs olyan

immobilizalt sejt, ami haploid vagy diploid lenne. Nagy szdmban fordultak el6 viszont olyan sejtek,
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amelyek DNS tartalma 5-szor annyi volt, mint egy G1 fazisban 1évo élesztésejtnek. Tovabba, a
A szerzOk a jelenséget azzal magyarazzak, hogy valoszinilileg a DNS szintézise mar akkor ujraindul,
amikor még nem valt le a lednysejt az anyasejtrél. Az ismeretes, hogy a Saccharomyces cerevisiae
¢lesztében a sarj kialakulasa elkiilonithetd a DNS szintézistdl és sejtmagosztodastol. Ez ahhoz a
feltételezéshez vezethet, hogy a rogzités meghiusitja az élesztd sarjadzasat egy ponton, de a DNS
replikdcioja €s a sejtfal poliszacharidjainak szintézise valtozatlanul megy tovabb. (Hasonl6 torténik
az ¢€lesztd szferoplasztokban is, amelyek osztodni nem képesek, de folytatjdk a DNS, RNS ¢és
fehérjék szintézisét, €s mennyiségiik a kétszeresére, vagy akar 8-szorosara is ndvekedhet.)

A szerzOk felhivjak a figyelmet arra is, hogy még nem sikeriilt megtalalni a kapcsolatot a blokkolt
élesztd sejtciklus —, amely engedi a DNS folyamatos szintézisét, de csak alkalmanként engedi a sarj
kifejlodését — és a fokozott gliikéz fogyasztas és etanol termelés kozott. Noha az élesztd
poliploiditas teriiletén végzett kutatdsok még nem tartdk fel a mechanizmust, de gyakran
beszamolnak arr6l, hogy a poliploid térzsek kivald fermentéacids képességgel rendelkeznek.

Az immobilizalt sejtekben viszont csak negyedannyi stabil duplaszalii RNS volt kimutathatd, mint a
szabad sejtekben. Mivel az RNS és DNS szintézishez az épitéelemek ugyanabbdl a nukleotid
prekurzor készletbdl erednek, ezért lehetséges, hogy a rogzitett sejt ¢lénk DNS replikacioja
»elhasznalja” azokat az RNS szintézis el6l. Mindenesetre az elfogadhatd fehérjemennyiség
fenntartdsat nehéz megmagyardzni, ha figyelembe vessziik az RNS mennyiségének jelentds
csOkkenését a rogzitést kovetden. A szabad sejtekkel Osszehasonlitva, a rogzitett sejtek majdnem
négyszer annyi intracelluléris poliszacharidot tartalmaztak, és minden vegytilet (gliikkan, glikogén,

mannan) szintje lényegesen magasabb volt, a trehaloz kivételével.

2.5.5 A sejtrogzités soripari vonatkozdsai

A Saccharomyces cerevisiae élesztd mar a kezdetektdl fogva kedvelt mikroorganizmusa volt
azoknak a kutatoknak, akik sejtrogzitéssel kapcsolatos kutatdsokat végeztek. Az éleszték szamos
alapkutatast szolgald kisérlet szerepldi, amelyekben az immobilizalt sejtek viselkedését, illetve az
ilyen sejteket tartalmazd rendszerek mikodését, sajatossagait tanulmanyozzak. Az alkalmazott
kutatasokban is szamos Saccharomyces éleszt6t felhaszndlo technologiaval probalkoznak. Ezeknek
nem elhanyagolhatd hényadat adjak az ipari alkohol és az alkoholtartalmt italok eldallitasaval
foglalkoz6 munkak. Ez utobbiak kdzé sorolhatok a borerjesztéssel, a malolaktikus fermentacioval,
almabor (cider) erjesztéssel (NEDOVIC et al. 2000), finomszesz eldallitassal, valamint
sorerjesztéssel kapcsolatos rogzitett sejtes technologidk kidolgozasa.

Az els6 immobilizalt élesztot alkalmazd bioreaktort (Brio-Brew), amivel sort allitottak eld, 1971-

ben készitettétk (MCMURROUGH 1995). Ebben az élesztét kovafolddel elkeverve egy sziird
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fiiggoleges elemeire vitték fel, és gyors soreldallitasra volt alkalmas, bar észter és kozmaolaj
tartalma kivanni valot hagyott maga utan. Azota egyre né az érdekldodés a rogzitett sejtes
technologia irant, amelybdl néhany mar kereskedelmileg is alkalmazhatova nétte ki magat.
A sorgyartasban az alabbi teriileteken végeznek kisérleteket rogzitett elesztdsejtekkel:

e Folyamatos (f6)erjesztés és aszokolas.

e Alkoholmentes ¢és alkoholszegény sor gyartasa.
2.5.5.1 Folyamatos foerjesztés és aszokolas

A sorgyartds leghosszadalmasabb miuveleti 1épése az erjesztés, ami két szakaszbol all: a
foerjesztésbol és az aszokolasbol. Ezért talan nem meglepd, hogy ezen két szakasz roviditésének
lehetOsége/esélye folyamatos kutatasra és fejlesztésre 0Osztonzi a sorgydrakat &és soOripari
gépgyartokat, valamint a kutatéintézeteket, egyetemeket.

A szakirodalom tanulmanyozasakor arra a jelenségre lettem figyelmes, hogy mig a kutatdintézetek
els6sorban a fOerjesztés kérdésével — illetve néhany esetben a teljes erjesztési folyamattal —
foglalkoznak, addig a sorgyarak inkéabb ,,csak™ az dszokolassal. Véleményem szerint ennek oka a
két erjesztési szakasz f6 céljai kozotti kiillonbségben rejlik. A fOerjesztés sordn az élesztd
felhasznalja az erjeszthetd szénhidratokat és alkoholt termel, aroma vegyiiletek képzddnek (észterek
¢s magasabb rendi alkoholok). Tehat igen dsszetett folyamatok mennek végbe. Az aszokolas soran
is torténnek atalakuldsok, amelyek a sor végso izének, aromdjanak kialakulasat szolgaljak, de ezek
koziil csak egy az igazan fajsulyos: a diacetil redukcioja. Ebbdl kovetkezik, hogy a gyakorlatiasabb,
eredmény orientalt sorgyarak ez utobbi szakasz lizemi szintli megvaldsitasara torekednek, és ezt
mar az 1990-es évek elejétdl valdban sikeresen teszik.

Féerjesztés

A sejt anyagcseréjében bekovetkezd valtozasok megnehezitik a hagyomanyos sorgyartasi
folyamatok atiiltetését a rogzitett sejtes €s folyamatos miiveletekre (VAN IERSEL et al. 2000). Ez a
megallapitas fokozottan érvényes a sor erjesztésének elsd szakaszara, a fOerjesztésre. A folyamat
soran kialakulé komplex izprofil szoros Osszefiiggésben all az aminosav anyagcserével és igy a
sejtek novekedésével is. Valosziniileg a szabad és rogzitett sejtes rendszerek novekedési anyagcsere
allapota kozotti kiillonbségekbdl adodnak a sordk izében tapasztalhatdo fobb modosuldsok. Ezért
fontos, hogy a lehetd legjobban utanozzak a folyamatos erjesztés soran a sejteknek azt a fiziologiai
¢s metabolikus allapotat, ami a hagyomdnyos szakaszos rendszerben jellemzi az élesztOket
(VERBELEN et al. 2006). A levegdztetés és a hdmérséklet optimalasa fontos eszkdznek tlinik az iz
kialakitisdban szerepet jatszo vegyiiletek képzodésének szabalyozasiban (SMOGROVICOVA
&DOMENY 1999, BRANYIK et al. 2002). Egy alternativ megoldasi lehetéség olyan genetikusan
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modositott élesztd torzs alkalmazéasa, amely ellensulyozza a folyamatos rendszer miikodése soran
megfigyelt izhibakat (VERBELEN et al 2006).

A 7. tablazatban felsoroltam néhany rogzitett sejtes rendszert, amelyet az elmult 10 évben
fejlesztettek ki folyamatos sorerjesztésre. Tudomésom szerint azonban jelenleg a vildgon egyetlen

sorgyar sem alkalmaz rogzitett sejtes rendszert sorerjesztésre ipari méretekben.

7.tablazat Folyamatos f6- és utderjesztésre kidolgozott rogzitett sejtes rendszerek

HORDOZO REAKTOR TiPUS FORRAS
Foerjesztés Faforgacs Toltott agyas (2 1épesés) | VIRKAJARVI (2001)
F6- és utderjesztés | PVA részecskék Fluid agyas SMOGROVICOVA et al. (2001)
Foerjesztés Torkoly Fluid agyas BRANYIK et al. (2004)
Fo- és utoerjesztés | Pordzus liveg Toltott agyas (3 1épesés) | YAMAUCHI et al. (1994)
Foerjesztés Kitozan gyongyok | Fluid agyas UMEMOTO et al. (1998)
Fderjesztés Kitozan gyongyok | Fluid gyas SHINDO et al. (1994)

Aszokolas

Az elsO ipari méretli, immobilizalt sejteket tartalmazd, sor aszokolasara alkalmas rendszert a
finnorszagi Sinebrychoff sorgyarban helyezték lizembe 1990-ben, amely napjainkban is mitkddik
(ENARI 1999). Az aszokol6 rendszer 6-8 hétig is miikddtethetd folyamatosan.

Az ¢lesztosejtek Spezyme hordozéra (DEAE-celluloz-polisztirol-TiO;) vannak rogzitve. A
foerjesztést hagyomanyos modon végzik, az €lesztét centrifugaval eltavolitjak, majd hokezeléssel
felgyorsitjak az a-acetolaktat atalakulasat diacetillé. Megfigyelték, hogy amennyiben a hokezelést
anaerob koriilmények kozott végzik, az a-acetolaktat nagy része kozvetleniil acetoinnd alakul
(PAJUNEN 1995). Ezek utan a fick6sor kb. 2 orat tartozkodik a toltott agyas reaktorban. Itt a sor
eléri végsd erjedésfokat, és a diacetilen kivil mas karbonil vegyiiletek is redukalédnak. A
reaktorbol tavozo sér kevesebb, mint 10° sejtet tartalmaz milliliterenként. A sort -1,5°C-ra hiitik,
majd hagyomanyos modon kezelik és stabilizaljak. A fermentor regeneralasa és beélesztdzése két
napot vesz igénybe. Higiéniai szempontbol ez a két miivelet a legkockéazatosabb: a vadélesztok is
hasonloan jol kétédnek a hordozohoz, mint a termeléshez hasznalt torzs, és ilyenkor van leginkabb
kitéve a fertézddésnek a reaktor. Az aszokolast megel6z0 hdkezelésnek és a zart rendszernek
koszonhetden, mitkddés kozben nincs nagy esélye a befertozédésnek.

Hasonlo rogzitett sejtes aszokold rendszert dolgoztak ki az Alfa Laval és a Schott Engineering
cégek kozosen. Az utdbbi cég biztositotta a hordozot, a SIRAN®™ zsugoritott pordzus
iiveggyongyoket. A folyamat megegyezik az elébb leirt rendszerrel (DILLENHOFER&RONN
1996).

A finnorszagi Hartwall (SIRAN®™ hordozé) (HYTTINEN et al. 1995), illetve a braziliai Brahma
sorgyar (DEAE-celluloz hordoz6é) (NOTHAFT 1995) tervei kozt is szerepelt a folyamatos

aszokolas alkalmazdsa, 4m az ipari méretli termelés maig nem indult meg.
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Az 1990-es évek vége felé ,,fedezték fel” ujra a faforgacsot, mint lehetséges hordozét, amelynek
alkalmazasa csokkentheti a rogzitett élesztosejtes rendszer koltségeit. Az eljarast LINKO és
munkatarsai szabadalmaztattadk 1998-ban. 2001-ben NITZSCHE ¢és munkatarsai reformaltak meg a
folyamatos aszokoldst. A hdkezelést, ami felgyorsitja az a-acetolaktat atalakuldsat diacetille,
enzimes kezeléssel valtottak fel. Ennek megvalositdsdhoz egy masodik reaktort iktattak be, amely
alginat gélbe rogzitett majd tobb polimer réteggel bevont a-acetolaktat dekarboxilaz enzimet

tartalmaz.
2.5.5.2 Alkoholmentes sor gyartasa

Alkoholmentes (< 0,5% V/V alkoholtartalom) ¢és alkoholszegény (0,5-1,5% V/V) sort szdmos
kiilonb6z6 moddszerrel lehet eldallitani. A moddszerek egyik csoportjat alkotjak azok, ami egy a
normal sor alkoholtartalménak (1,5-8% V/V) csokkentésén alapszik. Ez dializissel, evaporacioval
vagy reverz ozmozissal (KUNZE 1999, PILIPOVIK&RIVEROL 2005) valosithatdé meg. A masik
csoportba az Un. megszakitott erjesztést alkalmazo technologidk tartoznak, ami megvaldsithatd
magas hdmérséklet (15-20°C) és rovid érintkeztetési id6 (0,5-8 h) kombinalasaval, illetve hosszabb
kontakt id6 (akar 24 h) ¢s alacsony homérséklet (0-5°C) alkalmazasaval (VAN IERSEL et al.
1998). Erdemes még két modszert megemliteni, amivel ha nem is alkoholszegény, de az atlagos
4,5-5,5% V/V-nal kisebb alkoholtartalmu sort lehet elédllitani. Az egyik az élesztd genetikai
modositasa, amit NEVOIGT és munkatarsai (2002) végeztek el: a glicerin-3-foszfat dehidrogenaz
enzimet kédolé GDPI gén fokozott kifejez0dése miatt mintegy 18%-kal kevesebb etanol képzddott
az erjesztés soran. A masik modszer olyan specidlis €lesztd torzsek alkalmazasat jelenti, amelyek
azért termelnek kevesebb etanolt, mert nem erjesztenek maltézt, ami a sorlében legnagyobb
mennyiségben eléforduld erjeszthetd szénhidrat (KUNZE 1999).

A megszakitott erjesztések sordn legtobb esetben nagy élesztdsejt koncentraciot alkalmaznak
(>10® sejt ml™), igy egy siirti éleszté szuszpenziot kevernek ossze tdmény sorlével. A megszakitott
erjesztés hatranya, hogy a beélesztdzéshez hasznalt élesztd szuszpenzidnak viszonylag nagy lehet az
alkoholtartalma (6,5% V/V). Kiilonosen akkor fontos a fermentaciodt szigoruan szabalyozni —
megelézendd a talzott alkoholtermelddést — amikor rovid érintkeztetési idovel torténik a gyartas. A
sorlé ¢és a sejtek inhomogén keveréke még olyan problémakat is okozhat, mint a csokkent
izképzddés, illetve a nem egyenletes mindség az erjesztd tank egészében (VAN DIEREN 1995,
VAN IERSEL et al. 1995).

Ezeknek a problémaknak az elkeriilése érdekében fejlesztették ki a rogzitett sejtes rendszereket.
Mig egy szakaszos rendszerben az élesztd biomassza tomege altaldban 2%-kal novekszik, addig a

rogzitett sejtes rendszerben akar 15%-kal, ami a fermentacios 1d6t tizedére csokkentheti.
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A fermentacids id6 csokkenése igen rovid tartdozkodasi idot is jelent egyben. Ez €s az alkalmazott
kis homérséklet, valamint az anaerob koriilmények stresszként hatnak az élesztdsejtekre, ami
befolyasolja a szénhidratok hasznositasat is. A sejtek csokkent mértékben veszik fel mind a di- és
triszacharidokat (maltozt, maltotridzt), mind a monoszacharidokat. Az erjeszthetd szénhidratok kis
mértékben hasznosulnak. Mindezek a tényezOk egyiittesen eredményezik a csokkent
alkoholképzddést.

Van lersel és munkatdrsai tobb éven keresztiil tanulményoztak alkoholmentes sor eldallitasat egy
1,5 m’-es toltott agyas reaktorban, amelyben DEAE-celluléz hordozon rogzitett élesztdsejteket
alkalmaztak. Atfogé munkajuk részeként vizsgaltak a rogzités hatasat a sejtekre, az erjesztésre, az
¢észter képzddésre €s az aldehid redukciora.

A megszakitott erjesztés alacsony homérsékletén, anaerob koriilményei kozott rovid kontakt 1d6
soran az ¢lesztdsejtek redukaljak a sorlé jellemzd izét okozo aldehideket. A szakirodalomban
felfedezhetd némi ellentmondés arrdl, hogy pontosan melyik vegyiilet okozza ezt a bizonyos sorlé
izt. Egy 1994-es cikkben BEAL ¢s MOTTRAM a 2- és 3-metil butanalnak tulajdonitjak a malatas
jellegti sorléizt. VAN IERSEL és munkatarsai (1995) szerint a 2- és 3-metil butanal, hexanal,
heptanal aldehidek feleldsek ezért az izért, és a sorléiz megsziinését annak tulajdonitjak, hogy
azokat az élesztd redukalja a megfeleld magasabb rendi alkoholokkd. PERPETE és COLLIN
(1999) vizsgalatai szerint azonban egy masik aldehid, a 3-metiltiopropionaldehid (3-metional)
felelds a sorléizért. A vegylilet iz-érzékelési kiiszobe vizben — amihez nagyon hasonld lehet
alkoholmentes sorben is — mindossze 1,7 pg/l. Feltételezhetd, hogy a sorélesztd redukald
tevékenysége ellenére marad annyi a kész alkoholmentes sorben, hogy abban izhibat okozzon.

A rovid érintkeztetési id6 egyik hatranya, hogy a gyors aramlds kdvetkeztében csak kis
mennyiségben képzddnek a sor aromdja szempontjabol igen kivanatos észter vegyiiletek (VAN DE
WINKEL&DE VUYST 1997). Az észter képzddés a lipidek anyageseréjével van dsszefliggésben
egy kozos koztes anyagceseretermék, az acetil-KoA révén. Ennek kovetkeztében az észter képzddés
alacsony a novekedési fazisban, majd jelentésen novekszik a stacionarius fazisban, amikor nagy az
intracellularis acetil-KoA koncentraci6 (VAN IERSEL et al. 1999). Mas véleményt képviselnek
MALCORPS ¢és munkatarsai (1991), akik szerint az észter képzddés inkabb az alkohol acetil
transzferdz enzim indukcidjdhoz kothetd. VAN IERSEL ¢és munkatarsai (1999) ezzel kapcsolatban
azt tapasztaltak, hogy az erjesztés folyaman novekedett az alkohol acetil transzferaz aktivitasa és az
etil-acetat és izo-amilacetat képzddése, a telitetlen zsirsavak mennyisége viszont jelentdsen
csokkent. Mivel ez a jelenség egybeesett a szaporodasi sebesség szignifikans csokkenésével, azt a
kovetkeztetést vontak le, hogy az anaerob koriilmények és a telitetlen zsirsavak hidnya a sorlében

korlatozza a sejtszaporodast a sorgyartas soran és serkenti az acetat észterek képzodését.
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Az erjesztés folyamatdnak minél tobb aspektusat igyekeztek szabalyozni a kivant eredmény
érdekében. A fermentéacid soran levegoztetéses iddszakokat iktattak be, és ezzel azt érték el, hogy
az ¢élesztd szaporodasahoz elegendd oxigént biztositottak. Ezaltal manipulaltak a sejtek fiziologidjat,
igy az észter képzddés egyenletes lett. Ezenkiviil az dramlési sebességgel és a sorlé dsszetételével is
szabalyozni lehet az izanyagok képzddését (VAN IERSEL et al. 1999).

Optimalis esetben az erjesztés soran kialakulnak a sorre jellemzd izek és aromak, jelentOsebb
mennyiségll etanol vagy mellékizt okozé vegyiiletek (pl. diacetil) képzddése nélkiil.

A 8. tablazatban Osszefoglaltam a legismertebb rogzitett sejtes rendszereket, melyet alkoholmentes

sor eléallitasara dolgoztak ki.

8.tablazat Alkoholmentes sor gyartasara kidolgozott rogzitett sejtes rendszerek

RENDSZER SORGYARAK HORDOZ0 REAKTOR TiPUS MEGJEGYZESEK

Cultor- Sinebrychoff (finn) | Spezyme GDC Toltott agyas Kapacitas: 150ezer hl

Tuchenhagen' Bavaria (holland) |(DEAE-celluloz — Miikddési id6: 5-7 honap

polisztirol — TiO,)

Alfa-Laval-Schott |Becks (német) Siran®  (porézus | Fluid agyas

Engineering2 zsugoritott iiveg)

Meura-Delta® Guinness (ir) Szilikon karbid | Folyadékmeghajtasos kiils6 | Kapacitas: 1,2 hl
Grolsche (holland) | rudak hurkos oszlopreaktor Miikddési id6: 4 hdnap

"VAN IERSEL et al. 1995,VAN DE WINKEL&DE VUYST 1997
2 BREITENBUCHER 1995, AIVASIDIS 1996
* VAN DE WINKEL 1995
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3 KISERLETI CELKITUZES

A sorélesztd genetikai modositassal olyan képességek birtokaba juthat, ami alkalmazasakor elonyt
jelenthet a hagyomanyos torzsekkel szemben, kiilonosen ha specidlis — pl. rogzitett sejtes —
rendszerben keriil hasznalatra. Célom volt:
1. Killer tulajdonsaggal ¢s jo erjesztési képességgel rendelkezd sorélesztd torzs létrehozasa
molekularis genetikai eszkdzzel (protoplaszt fuzioval).
2. A killer sorélesztd plazmid stabilitasdnak és toxin termeld aktivitdsanak vizsgalata.

3. A killer élesztd rogzitése.

A sorgyartas sordn nem jellemzd a kevert kulturds erjesztés, eltekintve néhany kiilonleges
termektol. A belga lambic sorok spontan erjedésében van szerepe tobb é€lesztd fajnak, illetve a
német Weissbier késziil sorélesztd mellett baktérium alkalmazéasaval. Célom volt:

4. Specialis — maltdozt nem erjeszté — élesztétorzsek (idegen élesztdk) vizsgalata kevert

kultarédban val6 alkalmazasra.

5. Kevert kultras erjesztések tanulmanyozasa:

- idegen ¢élesztd és sorélesztd optimalis aranyanak meghatarozasa kis alkoholtartalmu és sorre

jellemz6 aroma Gsszetételli termék eldallitasahoz
Kevert kultara hasznalatakor szamolni kell a sejtek kozotti kolcsonhatassal, melynek természete
akar a késobbi termék jellemzodire is hatassal lehet. Célom volt:

6. Az idegen ¢€lesztd €s a sorélesztd kolcsonhatasanak tanulmanyozasa.

Végill a munkdm soran kapott eredményeket alkoholszegény termék erjesztési eljarasnak
modellezésére hasznaltam fel. Célom volt:
7. Modositott erjeszthetd szénhidrat tartalma sorlé készitése kiilonbozo tipustt malatak
felhasznalasaval, modositott cefrézési eljarassal.
8. Idegen ¢élesztd és sorélesztd kevert kultiras erjesztésben valo alkalmazasa
9. Rogzitett killer sorélesztd és hagyomanyos sorélesztd erjesztési képességeinek vizsgalata és

Osszehasonlitasa folyamatos fermentacios rendszerben.
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1 FELHASZNALT ANYAGOK

4.1.1 Elesztétorzsek

A protoplaszt fizidhoz az alabbi sorélesztd torzsek koziil szelektaltam. A torzsek a Mezdgazdasagi
¢és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyijteményébdl, Budapest (NCAIM, KE), valamint a
Budapesti Corvinus Egyetem Sor- és Szeszipari Tanszékének gylijteményébdl szarmaznak.

Saccharomyces cerevisiae NCAIM 801
Saccharomyces cerevisiae KE 216
Saccharomyces cerevisiae(syn. logos) NCAIM 1223
Saccharomyces carlsbergensis NCAIM 843
Saccharomyces carlsbergensis NCAIM 846
Saccharomyces cerevisiae NCAIM 546
Saccharomyces carlsbergensis NCAIM 1125
Saccharomyces pastorianus NCAIM 805
Saccharomyces cerevisiae Borsodi B

1 0 Saccharomyces cerevisiae BB Brau

11. Saccharomyces cerevisiae W 34

12. Saccharomyces cerevisiae W 66

13. Saccharomyces cerevisiae W 120

14. Saccharomyces cerevisiae W 129

15. Saccharomyces cerevisiae W 34/70

16. Saccharomyces cerevisiae UVAFERM

O N A W~

Az alabbi killer élesztotorzseket — melyek a Budapesti Corvinus Egyetem Mikrobioldgia és
Biotechnologia Tanszék gytijteményébdl valok — a killer sorélesztok 1étrehozasakor hasznéltam:

Elesztotorzs Killer tipus

Saccharomyces cerevisiae K7 [Mata arg9 (L-A) (M-1)] Kl
Saccharomyces cerevisiae ATCC 46305 (Mata ade 2.5) K1
Saccharomyces cerevisiae NCYC 738 K2

A Kkiller sorélesztok l1étrehozéasakor és vizsgalatakor felhasznalt tovabbi torzsek:

Elesztotorzs

Saccharomyces cerevisiae S6 szuperszenzitiv teszt torzs
Saccharomyces cerevisiae 288C  marker torzs

Az aldbbi ¢lesztotorzseket kevert kulturds erjesztésekben vizsgaltam. A torzsek a Miincheni
Miszaki Egyetem, I1. Sortechnoldgia Tanszékérdl, Freising-Weihenstephanbol szarmaztak.

Saccharomycodes ludwigii

Saccharomyces exiguus

Saccharomyces bayanus DSM 70412

Saccharomyces delbrueckii (syn. Torulaspora delbrueckii)
Torulaspora delbrueckii DSM 70504

Torulaspora delbrueckii DSM 70607

SN e
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4.1.2 Taptalajok

Kisérleteim sordn az élesztdsejtek szaporitasahoz és az erjesztésekhez 12 (m/m)% extrakttartalmu,
malatabol késziilt, komlozott sorlevet hasznaltam, amelyt a Budapesti Corvinus Egyetem, Sor- és
Szeszipari Tanszékének féliizemi sorf6zé berendezésén, valamint a Dreher Sorgyarak Rt., illetve az
INBEV Borsodi Sorgyar Rt. fézéhazaban allitottak eld. A sorleveket hasznalat el6tt 15 percig
121,5°C-on sterileztem.
Amennyiben a kisérlethez mas tapkozeget hasznaltam, azt jelzem az eredmények ismertetésekor.
Munkdam soran az alabbi taptalajokat alkalmaztam
YEPD: 0,5% élesztokivonat; 0,5% pepton; 1% gliikkdz; 1,5% agar (YEPD agar esetén)
Malatas tapkozeg: 2% malatakivonat; 1% gliikkdz; 1% maltéz; 1,5% agar (malatds agar
esetén)
Komplett tapleves: 3% szachar6z; 1% (NH4),SO4; 0,6% élesztokivonat; 0,2% KH,POu;
0,1% MgSO4 x 7H,0; 0,01% CaCly; 0,01% NaCl
Metilénkékes taptalaj pH=4,5 (1000 ml-re)
L. taptalaj komponens (500 ml): 5 g élesztOkivonat; 10 g pepton; 10 g gliikoz; 15 g agar
II. Puffer komponens (500 ml): 1,21 g citromsav; 1,0975 g Na,HPO, x 2H,0
Metilénkék festék: ~1 ml/1000 ml
A téaptalaj két komponensét kiilon sterileztem, majd 50°C-ra hiitdttem. A pufferhez adtam a
metilénkék festéket (amig sotétkék szinii lett), majd hozzadntottem a taptalaj komponenst.
Alap tapkozeg szénhidrat fermentacios teszthez: 0,5% (NH4)2SOs; 0,1% KH,POy;
0,05% MgSO,4 x 7H,0; 1 ml Wickerham vitamin oldat; 10 mg bromkrezol bibor indikator.
A tapkozeg pH-jat 5%-os NaOH-val semlegesre allitottam be. A vizsgalt szénhidratokat
0,5%-0s koncentracidban adtam az alap tapkozeghez.
Lizin agar pH=4,8 + 0,2 (100 ml-re): 6,6 g dehidratalt lizin taptalaj; 1 ml K-laktat; ~1 ml
10% tejsav (pH bedllitasahoz)
A dehidratalt taptalajt vizben feloldottam, a K-laktitot hozzaadtam, majd felforraltam.
Lehiitottem 55°C-ra, majd beallitottam a pH-jat tejsavval.
A szénhidrat fermentdcios vizsgalatokban az alabbi szénhidratokat alkalmaztam:
Gliikoz, fruktoéz, maltdz, maltotridz, melibioz, raffindz, szacharoz, laktoz és galaktoz.
A szénhidrat fermentdcios vizsgdalatokban a tesztcsovek légmentes zarasahoz Vazpar dugot
alkalmaztam:
Vazpar dug6: vazelin és parafin olaj egyenld sulyaranyu keveréke, melyet holég
sterilezoben 140°C-on 120 percig sterileztem. Hasznalathoz szintén holég sterilez6ben

olvasztottam fel.

50



4.1.3 Killer soréleszto létrehozasa

Protoplaszt fuziohoz alkalmazott oldatok
Elokezelo oldat (pH=8): 10 mM Tris-HCIl; 5 mM EDTA Nay; 1% 2-merkaptoetanol
Protoplasztalé enzimoldat: 0,6 M KClI; 0,1 mg / ml litikéz
Fuzionalé oldat: 25% polietilén glikol; 0,1 M CaCl,
Ozmotikusan stabilizalt minimal taptalaj (pH=4.,5): 0,5% (NH4),SO4; 0,1% KH;POy;
0,05% MgSO4 x 7TH,0; 1% gliikoz; 1 ml/l vitamin; 2% agar; 0,6 M KCl; 0,242 g citromsav
(/100 ml); 0,2195 g Na,HPO,4 x 2H>O(/100 ml)
Ozmotikusan stabilizalt YEPD agar: 0,5% pepton; 0,5% élesztokivonat; 1% gliikoz;
2% agar; 0,6 M KCl
0,6 M KCl oldat
0,3 M CaCl, oldat

A fuzios termékek molekularis analizise
dsRNS plazmid izolaldasdahoz alkalmazott oldatok
50 mM EDTA (pH=7)
50 mM Tris (bazikus) (pH=9,3)
SET oldat (pH=7,5): 0,1 M NaCl; 10 mM EDTA; 10 mM Tris-HCI
SCL oldat: 2 M LiCl; 0,15 M NaCl; 0,015 M Najs-citrat
YEPD tapleves: 0,5% pepton; 0,5% élesztokivonat; 1% gliikkdz
10 x TBE puffer (250 ml-re): 27 g Tris; 13,5 g H;BO; (bdrsav); 10 ml 0,5 M EDTA (pH=9)
A futtatdshoz 10 x TBE puffert 0,25 x TBE-re higitottam
Kariotipizalashoz alkalmazott oldatok
CPES oldat: 40 mM citromsav; 120 mM Na,HPOy; 1,2 M szorbitol; 20 mM EDTA; 5 mM
ditiotreitol (DTT)
LMP agaroz: 55 mg alacsony olvadaspontu agardz; 4,1 ml desztillalt viz
CPE oldat: ugyanaz, mint a CPES oldat, de nem tartalmaz DTT-t és szorbitolt
S3 oldat: 0,45 M EDTA (pH=9); 10 mM Tris—HCI (pH=8); 1% szarkozilban (Na-lauril-
szarkozinat); 1 mg/ml Proteinaz-K
10 x TBE puffer (250 ml-re): 27 g Tris; 13,5 g H3BO; (borsav); 10 ml 0,5 M EDTA (pH=9)
A futtatdshoz 65 ml 10 x TBE puffert 2600 ml-re higitottam (= 0,25 x TBE)
50 mM EDTA
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4.1.4 Malatak

Az aldbbi malatakat (Albadomu Malatagyar, Dunadjvaros) hasznéaltam a sorlevek elkészitéséhez
laboratériumi koriilmények kozott:

A pilseni maldta a legaltalanosabban hasznalt malata tipus. A pilseni malatat 85°C-on aszaljak,
szine vilagos, ize nem tdl intenziv. Nagy enzimaktivitassal rendelkezik.

A miincheni malatat 105°C-on aszaljak, szine vilagos, ize intenziv, aromas. A miincheni malata
enzimaktivitasa kisebb, mint a pilsenié. Ha 25-40%-ban hasznaljak a sdrnek kellemes aroméja lesz,
ha 85%-ban adjak hozza, akkor tipikus barna sort eredményez.

A karamell malatat 120°C-on porkolik, aminek kovetkeztében tejeskavé szint, ize kissé kesernyés.
A szénhidratok karamellizdlédnak a porkolés sordn, enzimaktivitdssal nem rendelkezik, de

testességet ad a sornek. Csak kis mennyiségben, 2,5-10%-ban adjak a tobbi malatahoz.

4.2 ELESZTOTORZSEK FENNTARTASA ES SZAPORITASA

Az ¢lesztotorzseket YEPD ferde agaron tartottam fenn, 4°C-on tarolva, évente 3 alkalommal
atoltva.

Sejtek szaporitasa lombikban: ebben az esetben 150 ml steril sorlébe (vagy YEPD taplevesbe) 2-3
kacsnyi ¢éleszt6t oltottam, majd 24 6rat 100-120 rpm-mel razatva 28°C-on szaporitottam.

Sejtek szaporitasa laboratoriumi fermentorban (Biostat B): egyes esetekben nagyobb mennyiségii
¢lesztosejtre volt sziikségem (pl. rogzitéshez), ami fermentor alkalmazasat indokolta. A szaporito
kozeg ebben az esetben komplett tapleves volt. A fermentor beoltdsahoz ugyanilyen taplevesben,
lombikban szaporitott ¢lesztd inokulumot hasznaltam. A 2 literes fermentorban 30°C-on, 250 rpm

kevertetéssel, 2 v/v/l levegdztetéssel 9-10 6ran at szaporitottam a sejteket.

4.3 ELESZTOTORZSEK SZELEKTALASA A PROTOPLASZT FUZIOHOZ

4.3.1 Szénhidrat fermentdcios teszt

Elesztdsejtek elGkészitése:

A vizsgalt élesztotorzset egy ¢éjszakan keresztiil szaporitottam YEPD taplevesben, majd kb. 2 ml
szuszpenziot Eppendorf csdben 5 percig centrifugaltam. A feliiluszot ledntottem, az élesztd pelletet
1,5 ml 0,85% NaCl oldattal kétszer atmostam. A sejtszuszpenzidt 25°C-on inkubaltam 2 oraig,
razatva. A szuszpenziot lecentrifugéltam, a feliiliszot ledntottem, és a pelletet Gjra szuszpendaltam

1 ml 0,85% NacCl oldatban.
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Fermentacios vizsgalat:

A tesztcsovekben talalhatd taplevest 50 pl sejt szuszpenzioval oltottam be, majd 1 cm vastagon
befedtem Vazpar dugdval. A tesztcsoveket aerob koriilmények kozott 25+2°C-on inkubaltam. A
novekedést az 5., 7., 10. majd 21. napon megvizsgaltam. A tapleves zavarossaga ndvekedésre, a
Vazpar dugd elmozduldsa és az indikator sargara szinezd6dése arra utal, hogy az élesztd

megerjesztette a vizsgalt szénhidratot (gaz-, illetve savtermelddés).

4.3.2 Szaporodoképesség vizsgalat 4°C-on

A vizsgalt torzseket 107 sejt/ml koncentracioban oltottam be 6 ml malatas tiplevesbe. A
tesztcsoveket 4°C-on inkubaltam 13 napon at. Napi 2 alkalommal spektrofotométeren mértem a
szuszpenziok optikai denzitasat (OD) 600nm-en, malatas tapoldatra nullazva. A szaporodast az OD

valtozasaval kdvettem nyomon.

4.3.3 Agar diffuzios modszer killer toxin termelés kimutatdsdra

A modszer arra alkalmas, hogy a feliiliszobol kimutassuk killer toxin jelenlétét. Abbodl az
¢lesztobdl, aminek az érzékenységét vizsgaltam, egy kacsnyit fizioldgids sooldatban
szuszpendaltam. A szuszpenzidé 1-1ml-jét metilénkékes téptalajra masszivan leoltottam, majd
szikkadas utdn 7 mm atmérdji lyukakat fartam.

A ¢élesztOsejteket, aminek a killer aktivitasat kivantam tesztelni, 36 6ran at szaporitottam YEPD
taplevesben, majd lecentrifugaltam (3000 rpm, 10 min), és 200 ul feliluszot a lyukakba
pipettaztam. A Petri-csészéket 23°C-on 48 6ran at inkubaltam.

A modszer egy masik valtozatdban a masszivan leoltott metilénkékes taptalajra kaccsal huztam ki

az élesztot, aminek a killer aktivitasat kivantam tesztelni.

4.4 KILLER ELESZTOK LETREHOZASA ES VIZSGALATA

4.4.1 Protoplaszt fuzio

A soréleszto torzsek €s a killer torzs 1 éjszakés razatott tenyészetébdl képeztem a protoplasztokat.
Tiz ml sejttenyészetet lecentrifugaltam (4000 rpm, 5 min), majd 5 ml elékezeld oldat hozzaadasa
utan 10 percig inkubaltam. A éleszt6 szuszpenzidkhoz 0,6M KCl oldatot 6ntdttem és centrifugaltam
(4000 rpm, 5 min). A sejtekbdl a protoplasztokat sejtfal lizalo litikaz enzimmel (Sigma L2524)
képeztem. Az enzimoldatbol 5 ml adagoltam a sejtekhez, majd 37°C-on 30 percig gyengén razatva
inkubaltam. A protoplasztokat 2000 rpm-en 10 percig centrifugdlva nyertem ki, majd 0,6M KCl
oldattal mostam, végiil 0,3M CaCl, oldatban nyertem vissza. A sziil6i torzseket egyenld aranyban

kevertem, majd centrifugalas utan 0,7 ml Ca®" tartalmu 25%-os Ca-PEG 4000 oldatban
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szuszpendaltam, hogy elésegitsem a fuziot. A fizids termékeket ozmotikusan stabilizalt minimal
(pH=4,3) taptalajon, mig a sziil6i sejteket ozmotikusan stabilizalt YEPD agaron regeneraltam

23°C-on 1 hétig.

4.4.2 Kariotipizalas pulzalo gélelektroforézissel

A fentiekben leirt médon protoplasztokat képeztem a fuzids termékekbdl és a sziil6i élesztokbol. A
protoplasztokat centrifugaltam (2000 rpm, 10 min), majd 0,5 ml CPES oldatba felvettem a sejteket.
Hetven pl szuszpenziot, ami 10® protoplasztot tartalmazott dsszekevertem 170 pl LMP (alacsony
olvadaspontl agar6z) agardzzal, és blokkformdzoba pipettaztam. A blokkokat 5 percre mélyhiitobe
helyeztem, hogy megszilarduljanak, majd 1 ml CPE oldatba raktam 15 percre. Ezt kdvetden
haromszor atmostam a blokkokat 50mM EDTA-val 15 percenként. Végiil S3 oldatban 2 napig
50°C-os vizfirdében inkubdltam. Ennek leteltével haromszor atmostam a blokkokat
50mM EDTA-val 30 percenként, majd 0,5M EDTA oldatba helyeztem ¢és hiitészekrényben taroltam
a gélelektroforézises elvalasztasig.

Az elvalasztashoz kb. 3x3 mm-es darabokat vagtam a blokkokbol és a fésilire ragasztottam, amit a
gélkiontobe rogzitettem, majd az 50°C-ra termosztalt gélt kiontdttem. Dermedés utan a fésit
eltavolitottam. A géltartét 10°C-os 0,25x TBE-puffert tartalmazo elektroforézis kadba helyeztem. A
szeparalds paraméterei a kdvetkezdk voltak:

fesziiltség: 180 V,
1d6tartam: 36 ora,
szog: 115° — 95°,
pulzusid6: 120 — 20 s,
valtozas: logaritmikus.

Az elektroforézis utan 1 pg/ml etidium-bromidot tartalmazé oldattal 15 percig festettem a gélt,

majd desztillalt vizben mostam. A futtatds eredményét UV fénnyel megvilagitva néztem meg.

4.4.3 dsRNS plazmid izolalasa killer élesztobol

A vizsgalathoz a killer ¢lesztok 1 éjszakas razatott tenyészetét hasznaltam (30°C, 180 rpm, YEPD
tapleves). Tiz ml sejttenyészetet lecentrifugaltam (4000 rpm, 5 min), majd 2 ml 50mM Na,EDTA-
val (pH=7) mostam. A sejteket 2 ml 2,5% merkaptoetanol tartalmalmi 50mM Tris-H,SO4
pufferben szuszpendaltam, €és 15 percig inkubéaltam szobahOmérsékleten. Végiil centrifugéalassal
iilepitettem a sejteket. A sejtekhez 0,5 ml SET oldatot adtam, ami 1% SDS-t és 0,5 ml redesztillalt
fenolt is tartalmazott. SzobahOmérsékleten 1 oOrdig rdzatva inkubaltam. A nukleinsavakat hideg
etanollal (96 v/v%) kicsapattam (15 perc inkubalas mélyhiitében). A csapadékot ezutan szaritottam,
0,5 ml SCL oldatban feloldottam, majd egy ¢éjszakan at 4°C-on inkubaltam. A csapadékot

centrifugaldssal tlepitettem, majd a feliiluszobol hideg etanollal kicsapattam a nukleinsavakat,
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amely foként RNS-t tartalmaz. Mélyhiitében 15 perces inkubalas utan a csapadékot centrifugalassal
iilepitettem, az etanolt pipettaval leszivtam. A csapadékot 70%-os etanollal is 4tmostam. Végiil
10 ul TE pufferben feloldottam, és 4°C-on taroltam.

Az izolalt dsRNS plazmidot 1%-os agardz gélben futtatva mutattam ki. Az elektroforézis utan
1 pug/ml etidium-bromidot tartalmazo oldattal 15 percig festettem a gélt, majd desztillalt vizben

mostam. A futtatds eredményét UV fénnyel megvilagitva néztem meg.

4.5 KEVERT KULTURAS ERJESZTESEKKEL ES KOLCSONHATASOK

VIZSGALATAVAL KAPCSOLATOS MODSZEREK

4.5.1 Soréleszto és idegen éleszto torzsek aranyanak meghatdarozdsa morfologia alapjan

Mikroszkopos vizsgélattal megallapitottam, hogy a Saccharomyces cerevisiae sorélesztd és a kevert
kultaras vizsgalatokhoz hasznalt idegen élesztok morfologiai képe jelentds — méretbeli és alaki —
eltéréseket mutat (5. abra). Az élesztéknek ezt a tulajdonsagat kihasznalva Biirker-kamras

sejtszamlalassal allapitottam meg az €lesztétdrzsek aranyat a kevert kultaras erjesztések soran.

Saccharomyces cerevisiae Torulaspora delbrueckii Saccharomyces exiguus

Saccharomyces delbrueckii Saccharomyces bayanus accaromycodes ludwigii

5.abra. A vizsgalatokban alkalmazott élesztotorzsek mikroszkopikus képe
(40-szeres nagyitas)

4.5.2 Lizin agar Saccharomyces és nem-Saccharomyces élesztotorzs megkiilonboztetésére

A modszer azon alapul, hogy a Saccharomyces torzs nem képes noéni a lizin agaron, mig a nem-

Saccharomyces élesztd igen.
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A kevertkulturdban talalhatd nem-Saccharomyces éleszté koncentracidja meghatarozhatd a lizin
tartalmu taptalajon. A soréleszté koncentracidja kevertkultirdbol ugy hatarozhatdé meg, hogy a
YEPD agaron fejlodd telepek (amin a kevert kultirdban taldlhatdo mindkét élesztd képes fejlédni)
szamabol kivonjuk a lizin agaron kinétt telepek szamat (NISSEN&ARNEBORG 2003, NISSEN et
al. 2003).

4.5.3 Kevert kulturdas erjesztések

Az alkalmazott élesztétorzseket 24 Oran at razatva (100-120 rpm) szaporitottam 28°C-on steril
sorlében. A sejteket lecentrifugltam (5000 rpm, 5 perc) és desztillalt vizzel kétszer mostam. A
sejteket ismert mennyiségli desztillalt vizben visszaszuszpendaltam, majd Biirker-kamraval
megallapitottam a sejtkoncentraciét. Ebbdl a szuszpenzidbol a megfelelé arany beallitdsahoz
szlikséges mennyiséget adtam hozza a steril sorléhez a kevert kultaras erjesztések elvégzéséhez.

Az egyes kisérleteknél alkalmazott élesztotorzseket, sejtszamokat és aranyokat az eredmények

ismertetésekor adom meg.

4.5.4 Két élesztotorzs kolesonhatasanak vizsgalata

Az 6/a és b abran lathato, két éleszt6torzs kolcsonhatasat vizsgald modszerek NISSEN és

munkatarsai (2003) altal kidolgozott mddszerek mddositasai.

| KEVERT KULTURA | MONOKULTURA

Saccharomyces cerevisiae : Saccharomycodes ludwigii | Saccharomyces cerevisiael
1:1, 1:10, 1:15, 1:30

| 40 ORAS ELOFERMENTACIO |

centrifugalés centrifugalas

N \
/
FELULUSZO

(2x centrifugalva)

feliilaszo

i

FELULUSZO A™Y
SEJTEKHEZ ADVA

i

| 60 ORAS FERMENTACIO |

6/a.abra. Kevert kultira felilluszojanak hozzaadasa monokulturas sejtekhez

(*A S. cerevisiae sejtekhez ugyanannyi felilluszot adtam, amennyit a centrifugélassal eltavolitottam.)
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MONOKULTURA MONOKULTURA

|Sacchar0myces cerevisiael | Saccharomycodes ludwigii |
l | 40 ORAS ELOFERMENTACIO | l
SEJITKONCENTRACIO SEJITEK CENTRIFUGALASA
MEGHATAROZASA ES RESZUSZPENDALASA

FIZIOLOGIAS SOOLDATBAN

AN /

S’CODES LUDWIGII SEJTEK HOZZAADASA A
S. CEREVISIAE KULTURAHOZ

KEVERT KULTURA

Saccharomyces cerevisiae : Saccharomycodes ludwigii
1:10, 1:20, 1:30

‘

| 60 ORAS FERMENTACIO |

6/b.abra. E16 Saccharomycodes ludwigii sejtek hozzaadasa Saccharomyces cerevisiae
kultirahoz

4.6 ALKOHOLSZEGENY SOROK ELOALLITASANAK

MODELLEZESEHEZ ALKALMAZOTT MODSZEREK

4.6.1 Sorlé eloallitas laboratoriumi kériilmények kozott

A cefrézés sordn a soriparban hasznalatos koncentracioviszonyokat modelleztem. 50 g
malatadrleményt 200 ml vizzel 0Osszekevertem, majd laboratériumi cefrézOberendezésben
folyamatos keverés (100 rpm) kozben kiilonb6zé homérsékletekre melegitettem. 52°C-on
becefréztem, majd 30 perces fehérjepihendt tartottam. Ezt kdvetéen 72°C-on tartottam a cefrét
addig, amig a keményit6é lebomlott. Ezt jodprobaval ellendriztem. A keményitd lebontasa 15-20
percet vett igénybe. A sorlét ezutan leszlirtem, majd 1 6rds komldforralast végeztem keserti komlo
(0,5 g/1000 ml sorlé 5. percben) és aroma komlo (0,77 g/1000 ml sorlé 55. percben) adagolasa
mellett.

A malatadrlemények kiilonb6z6 aranyban pilseni, miincheni és karamell malata keverékébdl alltak.

Az Osszetételeket az eredmények értékelésénél adom meg.
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4.6.2 Veégerjedésfok meghatdrozdsa

A sorlevet nagy mennyiségii Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 sorélesztovel vagy
Saccharomycodes ludwigii élesztével oltottam be, majd szobahdmérsékleten 48 orat erjesztettem.
Végiil megmértem az extrakttartalmat.

Végerjedésfok (%) = (eredeti extrakt — végso extrakt)/eredeti extrakt

4.6.3 Erjesztés laboratoriumi koriilmények kozott

A laboratoriumi koriilmények kozott eldallitott komlozott sorlét Saccharomyces cerevisiae
WS 34/70 és Saccharomycodes ludwigii 1:15 aranya keverék kultarajaval oltottam be. A féerjesztés

12°C-on 7 napig, az utderjesztés 0°C-on 14 napig tartott.

4.6.4 Elesztésejtek rogzitése

Az élesztOsejteket gélbezarassal rogzitettem Ca-alginat gélbe. A gélgyongyok készitéséhez a
hagyomdnyos csepegtetéses moddszert alkalmaztam. Az élesztd szuszpenzidhoz, ami
5-10x10°® sejt/ml koncentracioban tartalmazta az éleszt6t 2,5% Na-alginatot (Sigma A-7128) adtam,
majd homogenitasig kevertem. Az alginat-élesztd szuszpenzidbol perisztaltikus pumpa és 0,6 mm
atmérdjli injekcios tl segitségével, 2% CaCl, oldatba csopogtetve, gyongyoket készitettem.
A 1,5-2,0 mm atméréje alginat gyongydket 30 percig kevertettem majd 0,9% CaCl, oldatban

mostam ¢€s ebben taroltam. A gélgydngyoket 1-2 napon beliil felhasznaltam.

4.7 ANALITIKAI MODSZEREK

4.7.1 Aromakomponensek meghatdarozdsa gazkromatogrdffal

Késziilék: Perkin-Elmer
detektor: FID langionizacids detektor (250°C) acetaldehid, dimetilszulfid, magasabb
rendil alkoholok és észterek detektalasara,
ECD elektronbefogéasos detektor (150°C) diacetil és 2,3-pentandion
detektélasara.
Oszlop: kapillar elvalaszto oszlop, CP-Wax 52 C.B. nedvesitéssel, 50 m x 0,32 mm.
Felhasznalt gazok:  ECD szamara argon-metan gazkeverék a make-up gazdram, hélium vivégaz,
FID szamara hidrogén make-up gazaram, szintetikus levegd vivogaz.
Kolonnatér hdmérséklete:

75 -85°C
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A modszerrel barmilyen sor vizsgalhatod. Elesztés sor esetében a mintat kovafolddel meg kell sziirni

¢s azonnal kell megmérni, vagy 0°C-ra lehiliteni. A gazkromatografids mérések soran a mintavétel

Perkin-Elmer headspace mintavevdvel tortént.

Az automata mintavételezés paraméterei:

termosztalas 60°C-on 20 percig
nyomaskiegyenlités 3 perc alatt
injektalas 110°C-on 1 perc alatt

Az egyes komponensek mennyiségi meghatarozasat a cstcs alatti teriiletek alapjan és standard

egyenesek segitségével végeztem (ANALYTICA-EBC 1999).

4.7.2 Szénhidrattartalom meghatarozisa HPLC-vel

Készulék:

Oszlop:

Mozg6 tazis:

Meérés jellemzdi:

Waters HPLC,

Waters 600 pumpa,

Waters automata injektor

Waters 410 RI detektor, mely miikddésének alapja az elvalasztdé oszlopbodl
kidramlo mozgé fazis térésmutatdjanak mérése

Aminex HPX-87H tolteti oszlop, ami gliikoz, frukt6éz, maltdz, maltotridéz, etanol
és szerves savak meghatarozasara alkalmas

0,005 M H,S04

futtatés ideje: 20 perc
mintamennyiség: 20 pl
detektor hdmérséklete: 40°C
oszlop hémérséklete: 50°C
aramlasi sebesség: 0,6 ml/min

A mintakat mérés el6tt centrifugaltam vagy redds sziirdn kovafolddel lesziirtem, sziikség esetén a

szén-dioxidot razatassal elliztem, végiil 0,45 pm porusatmérdjii szlirdvel lesziirtem.

4.7.3 A sor paramétereinek meghatdrozdsa

A sorok erjedésfokat, alkoholtartalmat és egyéb paramétereit Centec tipusu soranalizatorral

hatdroztam meg. A termosztalt, szénsavmentesitett minta perisztaltikus szivattyu segitségével az

Anton-Paar rendszerii ultrahangos stiriségmérdbe, majd az atfoly6 kiivettas refraktométerbe jut. A

strliség ¢és a torésmutatd értékekbdl a beépitett szoftver kiszamitja a sor paramétereit:

a stiriséget (g/cm’), az alkoholt % (m/m), az alkoholt % (V/V), az eredeti extraktot % (m/m),

a valodi extraktot % (m/m), a latszélagos extraktot % (m/m), a valodi leerjedést %,

a latszolagos leerjedést %.
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5 KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1 KILLER SORELESZTO LETREHOZASA ES VIZSGALATA

Munkém egyik célkitlizése volt, hogy protoplaszt fuzioval 1étrehozzak egy olyan élesztotdrzset,
amely sorerjesztésre alkalmas ¢és killer toxin termelésére is képes. Egy ilyen ¢élesztotorzs
l1étrehozasanak legfobb indoka az, hogy a sor erjesztésekor esetlegesen megjelend vadélesztok ellen
védelmet nyujtson, megakadalyozza azok karos hatdsat a sor érzékszervi tulajdonsagaira.

A munka els6é fazisaban — a célnak megfeleld sorélesztok és killer éleszték kivalasztdsa utan —
protoplaszt fuziot végeztem, amelybdl a killer tulajdonsagot hordozé fizids termékeket kaptam.
Molekularis biologiai modszerekkel vizsgaltam a fuzids termékeket, hogy megéllapitsam valoban
hordozza-e a sorélesztd genetikai allomanyat és a toxin termelésért felelds dsSRNS-eket.

A kovetkezd fazisban a protoplaszt fuzidval Iétrehozott killer sorélesztd killer karakterét
tanulmanyoztam. Egy ilyen torzs alkalmazasanak tobb fontos feltétele lehet. Ezért megvizsgaltam,
hogy a protoplaszt fizidval létrehozott killer sorélesztd termel-e annyi toxint, hogy annak
fermentacios koriilmények kozott is legyen hatésa., Vizsgaltam tovabba, hogy milyen hdmérséklet
tartomanyban képes kifejteni hatasat a toxin. Végiil, de nem utolsé sorban elengedhetetlen, hogy a
killer tulajdonsagért felelds dsRNS stabilan megmaradjon a sejtekben, tobb atoltast kibirva,
hosszabb idon keresztiil. A protoplaszt fiziot kdvetden tobb éven at rendszeresen ellendriztem a

fuzios termékek killer aktivitasat.
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5.1.1 Soréleszto torgsek szelektalasa

A protoplaszt fazid elvégzéséhez a rendelkezésemre all6 16 sorélesztd torzsbdol 2 1épéses
szelekcioval valasztottam ki a kisérlet céljaira megfeleld torzseket. Elsoként a fermentécios teszttel
olyan alsoerjesztésti élesztét kivantam kivalasztani, ami jO erjesztési képességekkel rendelkezik
(9. tablazat). Masodik Iépésben megvizsgaltam, hogy mely ¢élesztok szaporodnak jol kis
homérsékleten (4°C). Ez a tervezett erjesztési kisérletek miatt volt fontos.

Szénhidrat fermentacios teszt

7 e r .

9.tablazat Sorélesztoé torzsek szénhidrat fermentacios vizsgalatanak eredménye

GLUKOZ | FRUKTOZ | SZACHAROZ | MALTOZ | MELIBIOZ | RAFFINOZ

1 |S cerevisiae NCAIM 801 4 ++ o ++ 4 4
2 |S. cerevisiae KE 216 ++ ++ ++ ++ + 4t
3 |S. cerevisiae NCAIM 1223 s 4HE 4= HE + i
4 |S. carlsbergensis NCAIM 843 ++ ++ ++ ++ + ++
5 |S. carlsbergensis NCAIM 846 A=F AF 4F ++ ++ i
6 |S. cerevisiae NCAIM 546 ++ ++ ++ ++ _

7 |S. carlsbergensis NCAIM 1125 4=F ++ ++ I R _
8 |S. pastorianus NCAIM 805 + ++ + + ++ ++
9 |S. cerevisiae Borsodi B 3 ++ + - T+ T
10 |S. cerevisiae BB Brau + ++ ++ ++ ++ +
11 |S. cerevisiae W 34 + ++ + + ++ 4
12 |S. cerevisiae W 66 ++ ++ + ++ ++ +
13 |S. cerevisiae W 120 ++ ++ 4+ 4 Tt T
14 |S. cerevisiae W 129 ++ ++ ++ ++ ++ +
15 _|S. cerevisiae W 34/70 A=F A=E 3 AHE ++ 4+
16 |S. cerevisiae Uvaferm ++ ++ ++ + ++ +

++: gaz- és savtermelés; +: savtermelés; -: a szénhidratot nem hasznositotta
Szaporodoképesség vizsgalata 4°C-on

A 7. abrén lathato a vizsgalat eredménye.
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7.4bra. Elesztésejtek szaporodasa 4°C-on
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A protoplaszt fuzidhoz 5 alsoerjesztésii sorélesztd torzset valasztottam ki, melyeket a 9. tablazatban
kiemeltem ¢€s a 7. abran is bejeloltem. A kivalasztott ¢lesztOk a fermentacios vizsgalat szerint jol
hasznositottak a szénhidratokat, és 4°C-on kivaloan szaporodtak.

A protoplaszt fizidhoz 3 killer élesztotorzs allt rendelkezésemre. Mivel a protoplaszt fuziod egy
kés6bbi 1épésénél a killer élesztore vald érzékenység szelekcios tényezd volt, ezért elészor meg
kellett vizsgalnom, hogy ennek a kritériumnak melyik sorélesztd, illetve killer ¢lesztd felel meg. A
killer élesztOk aktivitasat ugy ellendriztem, hogy egy Un. szuperszenzitiv torzset (Saccharomyces
cerevisiae S6) is bevontam a vizsgalatba, melyrdl biztosan tudtam, hogy érzékeny mind harom torzs
toxinjara.

A szelekcid eredményét a 10. tablazat foglalja 0ssze.

10.tablazat Soréleszté torzsek szelektalasa a protoplaszt fiziohoz

S. cerevisiae K7 S. cerevisiae S. cerevisiae

Soréleszté torzsek (K1 Killer tipus) ATCC 46305 NCYC 738
[Mata arg9 (L-A) | (K1 Kkiller tipus) (K2 Killer tipus)

(M-1)] (Mata ade 2.5)

S. cerevisiae WS 34/70 SZ R R

S. cerevisiae NCAIM 1223 R R R

S. cerevisiae NCAIM 846 SZ R R

S. pastorianus NCAIM 805 SZ R R

S. cerevisiae (UVAFERM ) R R R

S. cerevisiae S6 (szuperszenzitiv) SZ SZ SZ

SZ: szenzitiv; R: rezisztens

A S. cerevisiaze ATCC 46305 és NCYC 738 Kkiller torzsekkel szemben az Osszes sorélesztd
rezisztensnek mutatkozott. A S. cerevisiae K7 killer élesztd esetében szenzitivitast tapasztaltam a
S. cerevisiae WS 34/70, S. cerevisiae NCAIM 846 ¢s S. pastorianus NCAIM 805 torzseknél, ezért a

protoplaszt fuzional ezeket hasznaltam fel.

5.1.2 Killer sorélesztok létrehozdsa protoplaszt fuzioval

A protoplaszt fuziot az alabbi sziil6i parokkal végeztem el:

(A) S. cerevisiae WS 34/70 + S. cerevisiae K7 (K1 killer tipus)
(B) S. cerevisiae NCAIM 846 + S. cerevisiae K7 (K1 killer tipus)
(C) S. pastorianus NCAIM 805 + S. cerevisiae K7 (K1 killer tipus)

Utodsejteket mindhdrom f0zidé utan sikeriilt regeneralni. A telepeket minimal taptalajra vittem at,
amin novekedést tapasztaltam. Ez azt jelentette, hogy az utodsejtek vagy valdban fuzios termékek
voltak, vagy regeneralodott soréleszto sziildi sejtek. Killer élesztd sziildi sejtek nem lehettek, mert
azok arginin auxotréfok voltak, tehat a minimal taptalajon nem képesek novekedni. Kovetkezo
Iépésben metilénkékes taptalajra replikaztam a telepeket, amelyeket elézetesen masszivan

leoltottam S. cerevisiae S6 szuperszenzitiv torzzsel. Az (A) fizidbol szarmazo 11 telep koziil 9
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koriil egyértelmii feltisztulasi zona jelent meg (8. abra) indikélva azt, hogy ezek killer aktivitassal
rendelkeznek. A (C) fuzio esetében 10 telepbdl 7 bizonyult killernek (8. abra), am a (B) flziébol

nem szarmazott killer aktivitassal rendelkezd telep.

8.abra. Az A és C protoplaszt fiziobdl szarmazo termékek Killer aktivitasa

5.1.2.1 dsRNS plazmid izolalasa killer éleszt6bol

A vizsgélatba a két sorélesztd sziildi torzset, a killer élesztd sziil6i torzset, valamint az (A) faziobol
3 faziods terméket és a (C) fuzidbol 2 fazids terméket vontam be. Az izolalt nukleinsavak
elektroforetikus elvalasztdsanak eredménye megmutatta (9. abra), hogy a vizsgalt fizids termékek
hordozzak a killer sziildi élesztdbdl szarmazd L és M plazmidot. Ugyanakkor a sorélesztoknél ezek
— természetesen — nem voltak kimutathatok. A vizsgalat Gjabb bizonyitéka volt annak, hogy a

protoplaszt fuzid sikeres volt, killer aktivitassal rendelkez0 sejteket eredményezett.

TwoR
5 Qo0 SEoSF
S8 5 MMM
E5oM MY pnunnn
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<DNS
<L dsRNS

<M dsRNS

<r1RNS

9.abra. Sziiloi sejtekbdl és fuzios termékekbol izolalt dsRNS elektroforetikus elvalasztasa

(Sorélesztd  sziilok: N 805 = S. pastorianus NCAIM 805 és WS 34/70 = S. cerevisiae WS 43/70.
Killer sziil6: K7 = S. cerevisiae K7. Flzids termékek: N-K7/2, N-K7/3 = N 805 és K7 fuziés termékei; WS K7/4,
WS K7/5, WS K7/6 = WS 34/70 és K7 fazids termékei.)
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5.1.2.2 Kariotipizalas pulzalé gélelektroforézissel

Erre a vizsgalatra azért volt sziikség, hogy megallapitsam, a fizid termékei hibridek vagy cibridek
voltak. Azt reméltem, hogy a kapott fizids termékek ez utobbi kategoéridba tartoznak — tehat a
kromoszomait a sorélesztd sziil6tdl kapta, mig a citoplazmasan 0rokloédo, killer tulajdonsagot
kodold dsRNS-t a killer sziilotél — hiszen ebben az esetben a sorélesztore jellemzd erjesztési
képességekkel rendelkezne. Noha a nagyobb kromoszémakat nem sikeriilt tokéletesen elvalasztani,

a kariogram (10. dbra) szerint a sorélesztd sziilok és a fuzids termékek kromoszoma mintézata

hasonld, amelyektdl viszont eltér a sziildi killer élesztd mintdzata.

v
=
M
%!
=

A WS 34/70

10.4bra. Sziiloi sejtek és fuzios termékek kariogramja

(Sorélesztd  sziillok: N 805 = S. pastorianus NCAIM 805 és WS 34/70 = S. cerevisiae WS 43/70.
Killer sziilé: K7 = S. cerevisiae K7. Fazios termékek: N-K7/1, N-K7/2 = N 805 és K7 fuzios termékei; WS K7/4, WS
K7/5,=WS 34/70 és K7 fuzids termékei.)

A Kkariotipizalds eredménye alapjan megallapitottam, hogy a vizsgalt fuzids termékek cibridek

voltak.
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5.1.3 A protoplaszt fuzioval létrehozott killer soréleszto killer aktivitasanak vizsgalata

A killer sorélesztével az alabbi vizsgélatokat végeztem el annak érdekében, hogy megallapitsam,
megfelelne-e ez a térzs az iparban val6 alkalmazéasnak.
e  Tobb homérsékleten vizsgaltam az élesztétorzs toxintermeld képességét.
o  Kevert kultaras erjesztésekben azt vizsgaltam, hogy milyen érzékeny sejt — killer sejt ardnynal
van hatasa a toxinnak.
e Vizsgaltam, hogy a protoplaszt fuzioval létrehozott térzs megtartja-e a toxint kodolo

plazmidot hosszabb idén keresztiil.
5.1.3.1 Toxintermelés kiillonb6zé hémérsékleteken

A killer toxin termelésének optimalis homérséklete 23°C. Ezt a hdéfokot alkalmazzak, ha egy
¢lesztordl ki akarjak deriteni, hogy rendelkezik-e killer aktivitassal. A fuzios termékek regeneralasat
kovetden a toxintermelés meghatirozasara szintén ezt a hOmérsékletet hasznaltam. A sorgyartas
soran azonban ettdl eltéré homérsékleteket is alkalmaznak. A felsderjesztésti sorélesztok
15-25°C-on erjesztenek, a kontinentalis Eurdpaban szélesebb korben alkalmazott alsderjesztésii
sorélesztok pedig 5-10°C-on. Az ipari célra eldallitott killer sorélesztonek ezen az alacsony
hémérsékleten is kell toxint termelnie.

A vizsgalatokhoz 100 ml steril sorlevet oltottam be 10°-107 sejt/ml koncentracioban a WS K7/5
¢lesztotorzzsel, majd a kovetkezd homérsékleteken inkubaltam (razatas nélkiil): 2°C, 5°C, 10°C,
20°C, 25°C, 30°C. A szuszpenziokbol 24 oranként mintat vettem a sejtkoncentraciok nyomon

kovetésére (11. abra). A 48 6rds mintavételnél a szuszpenziokbol 2 ml-t lecentrifugdltam, majd
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11.abra. Killer soréleszto aktivitasanak vizsgalata szenzitiv sejttel szemben kiilonb6zo

homérsékleteken
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a felilliszoban a Moddszerek fejezetben leirt modon S. cerevisiae S6 szuperszenzitiv torzson
vizsgaltam a killer toxin jelenlétét. A modszert annyival kiegészitettem, hogy az elvalasztott
élesztdsejtekbdl kacesal kihtiztam a masszivan leoltott taptalajra.

Toxin jelenlétét az agar diffuziés modszer 10 és 25°C-on vald inkubdcidé utdn mutatta ki. A két
legalacsonyabb vizsgalt hdmérsékleten csak minimalis sejt szaporodast tapasztaltam, €és valdszindi,
hogy a sejt a lelassult metabolizmus miatt toxint sem termelt. A legmagasabb hémérsékleten,

30°C-on a toxin héérzékenysége miatt kaphattam negativ eredményt (12. abra).

12.abra. Az agar diffuzios modszer eredménye kiillonb6zo hémérsékleteken

5.1.3.2 Kevert kulturas toxinvizsgalatok

Természetes koriilmények kozott a killer €lesztd altal termelt toxinnak eldszor el kell jutnia az
érzékeny ¢€lesztOhoz, hogy kifejtse hatasat. Azok a modszerek, amivel laboratoriumi koriilmények
kozott bizonyitjak, hogy egy élesztd killer toxint termel €s arra egy masik élesztotorzs érzékeny,
mesterségesen kozel hozzak egymashoz a szereploket.

Amikor a létrehozott élesztd killer aktivitasat vizsgaltam, vagy a feliiliszot alkalmaztam (amiben a
toxin nagy mennyiségben van jelen), vagy nagy mennyiségii sejtet vittem fel (kaccsal kihuzva) a
metilénkékes taptalajra. A kevert kultards fermentaciok soran a tapkozegben kell hatnia a killer
toxinnak, ami lényegesen kisebb koncentraciot jelent. Ez a koriilmény kozelebb all ahhoz, ami egy
erjesztés soran fennall.

A WS K7/5 killer sorélesztét és a S. cerevisiae S6 szuperszenzitiv élesztét harom kiillonb6zd
keverési aranyban vizsgaltam. A kezdd ardnyokat és sejtszamokat az 11. tdblazatban foglaltam
0ssze.

11.tablazat Kevert kulturak kezd6 sejt aranya és szama

KEZDO SEJTSZAM
WS K7/5 : S. cerevisiae S6 WS K7/5 S. cerevisiae S6
1:100 1,37 x 10° sejt/ml 1,39 x 10® sejt/ml
1:10 9,24 x 10° sejt/ml 9,38 x 10’ sejt/ml
1:1 8,54 x 10’ sejt/ml 8,41 x 10" sejt/ml
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Kontrollként az S6 torzset monokultiraként is leoltottam, és a kevert kulturas mintakkal egyiitt
inkubaltam 23°C-on, razatva (80 rpm), 96 6ran keresztiil. Mintat 24 oranként vettem, Biirker-
kamras szamlaldssal megallapitottam a sejtszamot, metilénkékes festéssel pedig a holtsejtek
aranyat. Mivel a két élesztd morfologiailag kiilonbozd volt, azt is meg tudtam éllapitani, hogy a holt
sejtek kozott mennyi a szuperszenzitiv sejtek szdma. Ellen6rzo vizsgalatként a vett minta egy részét
centrifugaltam és a feliiluszo killer aktivitasat agar diffiziés modszerrel megvizsgaltam.

Az 13. abran az 1:1 és 1:10 keverési aranyndl, illetve az S6 monokultirdban szdmolt holt
S. cerevisiae S6 sejtek szdzalékos értékét abrazoltam (3 parhuzamos minta atlagértékei). Az 1:100
aranynal a metilénkékes festés nem mutatott sejtpusztulast. Az ellendrzé agar diffizids vizsgalat is

ezzel egybe csengd eredményt adott: az elobbi két keverési aranynal gatlasi zona alakult ki, de az

1:100 aranynal nem.

Holt sejt (%)
]

//’ ——1:10
30 - ]:1

0 24 48 72 96 120
Inkubalasi idé6 (h)

13.abra. Holt sejtek aranya az inkubacio soran

Természetesen ezek az ardnyok eltulzottak, hiszen egy ipari fermentacié soran nem fordulhat eld,
hogy a vadélesztd koncentracidja szazszorosa, tizszerese vagy akar egyenld legyen a sorélesztd
mennyiségben is hatékony lehet.

5.1.3.3 A dsRNS jelenlétének kimutatasa

A protoplaszt fizi6 utdni, majd a fenn bemutatott vizsgalatok — amelyeket egy évvel kés6bb
végeztem — igazoltak, hogy akkor az ¢leszt6 hordozta a killer toxin termeléséért felelos dsSRNS-t. A
killer élesztéknél azonban eléfordul, hogy a sejtosztédasok soran a plazmid elvész a sejtbdl. A
protoplaszt fizi6é termékeit a 1étrehozasuk ota szamos alkalommal atoltottam, ezért sziikségesnek

lattam, hogy azt is ellendrizzem, hogy megorizték-e killer aktivitdsukat.
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A protoplaszt fuzié utdn 3 évvel, 2003-ban megismételtem a dsRNS plazmid izolalasat abbol a
torzsbol, amelyekkel a rogzitett erjesztési kisérleteket és a fenn bemutatott vizsgalatokat végeztem
(WS K7/5) (14. é4bra), tovabbd metilénkékes taptalajon ez utdn is rendszeresen teszteltem az
¢lesztdk killer aktivitasat. Az alabbi képek 2005 juliusaban késziiltek, és mutatjak, hogy mindkét
fazio6 (S. cerevisiae WS 34/70 + S. cerevisiae K7 és S. pastorianus NCAIM 805 + S. cerevisiae K7)

termékei megOrizték azt (15. dbra).

WS K7/5
marker

*—
h

DNS =——b

DNS =
L dSRNS e

M dsRNS =

TRNS )

14.4bra. Az L és M dsRNS izolalasa és elektroforetikus elvalasztasa. Ellendrzo vizsgalat

S. pastorianus NCAIM 805 + S. cerevisiae K7 fuzids termékei

J

S. cerevisiae WS 34/70 + §. cerevisiae K7 fizios termékei

15.abra. Protoplaszt fuzioval létrehozott Killer soréleszto aktivitasanak ellenérzése (2005. jilius)
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A WS K7/5 fazios termékkel végzett vizsgalatok azt igazoltdk szamomra, hogy egy protoplaszt
fuzidval létrehozott killer sorélesztd akkor is hatékonyan képes toxint termelni és érzékeny
(vad)élesztoket elpusztitani az erjesztés soran, ha relative kis mennyiségben van jelen a karos
¢lesztéhoz viszonyitva. A vizsgalatok szerint a killer élesztd erre az optimalis 23°C alatt is képes,
noha csokkent aktivitdssal. Végezetiil pedig a vizsgalatok azt mutattdk, hogy a toxint kodolod

plazmid tartésan megmaradt az élesztotorzsben.

5.2 KEVERT KULTURAS ERJESZTESEK SORELESZTOVEL ES IDEGEN

ELESZTOKKEL

Az alkoholmentes vagy alkoholszegény soroket kétféle eljarassal allithatjak el6. Az egyik mddszer
a kész sor alkohol-tartalmanak eltavolitasa/csokkentése beparlds, reverz ozmozis stb. eljarasok
segitségével. Ehhez komoly beruhdzésra van sziikség. A masik mddszer olyan cefrézési és erjesztési
eljaras alkalmazasa, amely a folyamat végén kevés alkoholt eredményez.

Az alkoholmentes vagy alkoholszegény sorok egyik lehetséges eldallitasi modja, hogy olyan
¢lesztot hasznalunk az erjesztéshez, aminek szénhidrat hasznositasa, igy alkoholtermeld képessége
eltér a sorélesztdjétdl. Minthogy a sorlében a maltdz a legnagyobb koncentracioban eléfordulod
cukor, a specialis ¢lesztonek maltoz negativnak kell lennie. Maltdz negativ éleszt6tdrzsek ismertek
a sor eldallitasaval foglalkozd szakemberek eldtt (KUNZE 1999). Az élesztotorzsek ipari
felhasznaldsaval kapcsolatban azonban nem talaltam adatokat a szakirodalomban.

Azok a specialis ¢lesztok, amelyek nem erjesztik a maltozt, csokkentett alkoholtartalma terméket
eredményeznek ugyan, viszont a sorélesztétdl eltérd anyagceseréjiik révén ujszeri aromakkal is
szolgalnak.

Munkdm soran azt kivantam megvizsgalni, hogy milyen hatassal lenne a sorélesztd és a specialis
¢lesztd kevert kultiraban valo alkalmazédsa, ami alacsony alkoholtartalmi, &m a hagyomanyos
alkoholmentes sorre emlékeztetd terméket eredményezhet.

Dolgozatomnak a kevert kulturdkkal foglalkozé fejezeteiben az idegen élesztd kifejezést hasznalom
— a Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 sorélesztd torzson kiviil - minden altalam alkalmazott
¢lesztotorzsre. Szinonimaként egyes esetekben a ,,specidlis élesztd” kifejezést is hasznalom.

Az ¢lesztOk szelekciojat tehat annak figyelembe vételével végeztem, hogy a termék alkoholtartalma
2 V/V% alatt, aromaja pedig a sorhoz hasonlatos legyen. A kevert kultiras vizsgéalatokkal az volt a
célom, hogy kivalasszam azt az élesztétorzset (vagy torzseket) és azt a keverési aranyt, ami ezeknek

a feltéteknek megfelel.

69



5.2.1 Elesztétorzsek szelekcidja
Hat ¢lesztotorzson végeztem fermentacios tesztet, az eredményét az 12. tablazat foglalja ssze.

12.tablazat Specialis élesztotorzsekkel végzett fermentacios vizsgalat eredménye

GLUKOZ | FRUKTOZ | SZACHAROZ | MALTOZ | GALAKTOZ | MELIBIOZ| RAFFINOZ

Saccharomycodes ludwigii ++ ++ ++ - - - ++
Saccharomyces exiguus ++ ++ ++ - ++ - -
\Saccharomyces bayanus

++ ++ ++ + = = ++
IDSM 70412
Saccharomyces delbrueckii ++ ++ ++ - ++ - -
Torulaspora delbrueckii

++ ++ ++ ++ - - ++
IDSM 70504
Torulaspora delbrueckii
DSM 70607 ++ ++ ++ - - - ++

++: gdz- és savtermelés; +: savtermelés; -: a szénhidratot nem hasznositotta

Négy torzs egyértelmiien maltéz negativ volt, egy torzsnél pedig sav- és gdztermelést is
tapasztaltam, tehat a maltozt erjesztette. A Saccharomyces bayanus térzs nem adott egyértelmi
eredményt.

Elvégeztem egy mas jellegli erjesztési probat is. Mivel a kisérleteket sorlében terveztem elvégezni
fontos lehet, hogy abban a kdzegben hogyan viselkednek az élesztok. A torzseket sorlébe oltottam
be, majd 5 napig 25°C-on inkubaltam. A sorlé, majd az erjesztett mintak szénhidrattartalmat HPLC-

vel meghataroztam.

13.tablazat Erjesztési proba sorlében

FRUKTOZ GLUKOZ SZACHAROZ MALTOZ MALTOTRIOZ

g/100mg* | %** | g/100mg | % | g/100mg | % | g/100mg | % | g/100mg | %
Sorlé 0,5 1,3 0,2 5,4 1,2
S. exiguus 0 100 0 100 0 100 4.9 10 1,1 13
S. bayanus
DSM 70412 0,3 47 0,2 85 0 100 2,7 50 0,7 47
S. delbrueckii 0 100 0 100 0 100 0,9 83 0,4 67
T. delbrueckii
DSM 70504 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100
T. delbrueckii
DSM 70607 0 100 0,1 95 0 100 49 10 1,1 13

* Maradék szénhidrat mennyisége az erjesztés utan
** Hasznositas mértéke

A 13. tablazat mutatja, hogy az 5 napos erjesztést kdvetden a sorlé erjeszthetd szénhidratjait hany
szazalékban hasznositottdk az egyes ¢€lesztok, illetve hogy mennyi volt a maradék szénhidrat az
erjesztést kovetden. Mivel a Saccharomyces bayanus DSM 70412 torzs csak 50%-ban hasznositotta
a maltézt, &m a glikdzt, maltotriozt €s fruktézt is csak részben hasznélta fel, ezért tovabbi
alkalmazasa mellett dontdttem. A Saccharomyces delbrueckii torzset pedig a fermentacids proban

mutatott teljesitménye (maltdz nem hasznositdsa) miatt teszteltem tovabb.
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A két vizsgalat eredményei alapjan az alabbi 5 torzzsel folytattam munkémat:

e Saccharomyces exiguus

e Saccharomyces delbrueckii

e Saccharomycodes ludwigii

e Saccharomyces bayanus DSM 70412
e Torulaspora delbrueckii DSM 70607

5.2.2 Kevert kulturas erjesztések

A felsorolt 5 idegen élesztd torzs mellett sorélesztoként a Saccharomyces cerevisiae WS 34/70
torzset hasznaltam. Ezt az €¢leszt6t az iparban is széles korben alkalmazzak, mert kivald erjesztési és
aromatermelési tulajdonsagokkal rendelkezik.

A Modszerek fejezetben megadott mddon szaporitottam az élesztdket az erjesztéshez.

A fermentacido 300 ml steril sorlében tortént, a lombikokat 8°C-on inkubaltam termosztatban,
razatas nélkiil 7 napig.

Az erjesztés végén Bilirker-kamras szamlalassal meghataroztam a végsé sejtkoncentraciot, illetve a
sOrélesztd ¢s idegen ¢€lesztd sejtek aranyat a mintaban. A sejtek megkiilonboztetését azok

morfoldgiai — alak és méret — eltérése tette lehetdve.
5.2.2.1 1. erjesztési kisérlet. Monokulturas erjesztés

A kisérletek els6 korében monokulturas erjesztést végeztem. Az eredmények alapjan ez egy ijabb
szelekcios 1épésnek bizonyult.
Az erjesztés elején és végén szamolt sejtkoncentracidkat a 16/a 4bra, az etanol koncentraciot a

16/b abra, a szénhidrat hasznositast a 17. dbra szemlélteti.
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16/b.abra. A monokultiras erjesztések soran az élesztotorzsek altal termelt etanol
koncentracioja
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17.4bra. Soréleszto és idegen élesztok szénhidrat hasznositasa monokulturas erjesztésekben

A sorlében végzett monokulturas erjesztések soran a Saccharomycodes ludwigii éleszté szaporodott
a leggyengébben, a rendelkezésére allo erjeszthetd szénhidratokbol keveset hasznositott. Ennek
kovetkeztében csekély mennyiségli alkoholt termelt. A Saccharomyces exiguus, a Saccharomyces
delbrueckii és a Torulaspora delbrueckii ¢élesztOk sejtkoncentracidja lényegesen nagyobb
mértékben nott, am ezek az élesztok is csak a gliikozbol fogyasztottak relative tobbet, a masik két
szénhidratbol minimalis mennyiséget erjesztettek. Alkohol termelésiik még igy is nagyon kevés
volt. A jelenséget mind a négy ¢lesztd esetében magyarazza, hogy maltdz negativ torzsekrdl van
sz0, és ennek megfelelden viselkedtek a sorlében, melynek f6 szénhidratja a maltéz. A szénhidrat
hasznositasra vonatkoz6 vizsgalatok eredményével ellentétben a Saccharomyces bayanus élesztd
szinte teljes egészében felhasznalta a maltdzt. Ennek tiikkrében nem meglepd, hogy 6,28 V/V%
alkoholt mutattam ki az erjesztést kovetd vizsgalatban. A Saccharomyces cerevisiae WS 34/70
¢lesztd sorélesztohdz méltdoan a rendelkezésére allo erjeszthetd szénhidratokat nagy mértékben
felhasznalta. Az altala termelt alkohol mennyisége is atlagosnak mondhato.

Az aroma anyagok koncentracidjat az 14. tablazat ismerteti.

14.tablazat A monokultiras erjesztések soran termelt aroma anyagok koncentracidja

ACETALDEHID | DMS AEEITIZT PROPANOL | I-BUTANOL | [-AMILACETAT | [FAMILALKOHOL [DIACETIL| 2,3-PENTANDION
mg/l ng/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l ug/l ng/l
IS. cerevisiae 20,2 10 10,1 124 10,7 0,9 56,5 285 288
IS codes ludwigii 6,3 12 2,5 3,2 21,1 0,1 49,2 22 4
IS. exiguus 42,8 10 0,7 5,1 6,5 0,04 13,5 22 11
IS, delbrueckii 94 9 1,7 6,2 52 0,02 28,7 8 12
T. delbrueckii 14,0 17 5,4 5,5 4,1 0,02 15,5
IS. bayanus 39,0 8 5.9 14,4 114 03 40,7 821 ) & >
IS. cerevisiae
,f{’ — 13,2 18 8,6 20,3 20,6 0,9 78,2 255 392
oriilmények
kozaotr) *
* MISINKSZKI 2000
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A téblazat utolso soraban lathato értékek a hagyomanyos élesztvel erjesztett fickdsorok (az erjedés
72. 6rajdban) aroma anyag koncentracioit mutatjak (MISINSZKI 2000). Figyelemre méltdo a
Saccharomycodes ludwigii, Saccharomyces exiguus ¢és Saccharomyces delbrueckii ¢élesztok
mintaibol mért alacsony diacetil tartalom (mely vegytilet a sor ize szempontjabdl igen hatranyos),
illetve néhany mas vegyiilet mennyisége is, amelyek a sor iz€hez kedvezden jarulnak hozza, és az
idegen ¢lesztok is elfogadhatdé mennyiségben termelték azokat (ezeket kiemeltem a 13.
tablazatban). Jollehet, a Saccharomyces bayanus néhany aromaanyag tekintetében kedvezd képet
mutat, de a diacetilbdl rendkiviil nagy mennyiséget mutatott ki a gazkromatografids vizsgalat.
Emiatt és a nagy etanol termelése miatt a tovabbi kisérletek soran a Saccharomyces bayanus-t nem

hasznaltam.
5.2.2.2 1l.a erjesztési kisérlet. Kevert kulturas féerjesztés

A kisérletek masodik korében négy idegen élesztdvel és a sorélesztovel végeztem erjesztést négy
keverési arany beallitasaval. A keverési aranyokat annak tudataban valasztottam, hogy a tapkozeg a
S. cerevisiae sorélesztonek fog kedvezni. A sorlé a sorélesztd szamara idedlis tapkozeg, a tobbi
¢lesztdnek — mar csak szénhidrat Osszetétele miatt — nem az. Az elsd keverési aranynal egyenld
sejtszammal indultak az éleszték, majd az idegen élesztoket kiilonbozé mértékli eldnnyel

inditottam.

SORELESZTO : IDEGEN ELESZTO
1 : 1
1 : 2
1 : 5
1 : 10

A kezdé sejtszamokat Ggy éllitottam be, hogy az idegen élesztSk 1 x 107 sejt/ml koncentracioban, a
Saccharomyces cerevisiae soOrélesztd pedig az aranyoknak megfelelden 2-10-szer kisebb
koncentracioban volt jelen az erjesztés inditasakor. A sejtek szaporitasa is sorlében tortént, amiben
a maltézt nem hasznald élesztok kisebb iitemben szaporodnak. Azért kellett a beoltdsnak ezt a
modjat alkalmazni, mert a rendelkezésre allo sejt mennyiségbdl csak ilyen modon lehetett elérni a
kivéant aranyokat.

A kovetkez6 négy abran a kevert kulturas erjesztések végén megallapitott soréleszté-idegen élesztd

aranyokat abrazoltam (18-21. abra).
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18.abra. Elesztésejtek aranya az erjesztés végén 1:1 soréleszté-idegen éleszté kezdeti sejtaranynal
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19.abra. Elesztésejtek aranya az erjesztés végén 1:2 soréleszti-idegen éleszté kezdeti sejtaranynal

1 : 5
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20.4abra. Elesztisejtek aranya az erjesztés végén 1:5 soréleszté-idegen élesztd kezdeti sejtaranynal

1 : 10
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21.4abra. Elesztisejtek aranya az erjesztés végén 1:10 soréleszté-idegen élesztd kezdeti sejtaranynal
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A feltételezés, miszerint a taptalaj Osszetétel a sorélesztének fog kedvezni, a sejtkoncentracio
aranyokon megmutatkozott. Altalanossagban elmondhatd, hogy a kezdeti sejtkoncentraciok fele
volt mérhetd az idegen élesztoknél az erjesztés végén az 1:1 és 1:2 ardnyu beoltasndl. Az 1:5 ardny
esetében a S. delbrueckii és a S’codes ludwigii nagyobb aranyban volt jelen az erjesztés végén, mint
a masik két torzs. Ez a tendencia figyelhetd6 meg az 1:10 ardnynal is. Tizszeres mennyiségben
kellett beoltani az idegen élesztoket ahhoz, hogy az egy hetes erjesztés végére is megmaradjon a —
kezdetinél 1ényegesen kisebb — tulsulyuk. Am ez is csak két torzs, a Saccharomycodes ludwigii és a
Saccharomyces delbrueckii esetében alakult igy. (A Melléklet 1. tablazataban az erjesztések kezdeti

€s végso sejtkoncentracioit, illetve sorélesztd:idegen €lesztd szazalékos sejtaranyait 6sszegeztem.)

T. delbrueckii
S. delbrueckii

Etanol koncentracié (V/V%)

S. exiguus

S'codes ludwigii

22.abra. Kiilonboz6 aranyu kevert kultirakban mért etanol koncentraciok az erjesztést
kovetden

Megvizsgalva a végso sejtaranyok és az alkoholtartalom Osszefliggését az egyes keverékeknél az
alabbiakat talaltam (22. ébra).

Saccharomycodes  ludwigii: ~ Mind a négy keverési aranynal relative alacsony
alkoholkoncentraciokat mértem. Az 1:1 ¢és 1:2 ardnyoknal a tobbi élesztét tartalmazd
tenyészetekhez képest is alacsony az etanol mennyisége, noha a keverékben 1évé élesztok aranya
hasonl6. Magyarazat lehet erre a kisebb végso sejtkoncentracio.

Saccharomyces exiguus: Az élesztd szamara a sorlé hatarozottan kedvezdtlen tapkdzegnek tlinik.
Barmi volt a kezdd sorélesztd:S. exiguus ardny, az erjesztés végén a sorélesztd kétszer akkora
mennyiségben volt jelen. Ennek ellenére az etanol koncentracidé viszonylag alacsony maradt, amire
az Osszes végso sejtszam alacsony értéke lehet a magyarazat. (Melléklet 1. tablazat)

Saccharomyces delbrueckii: Az 1:5 és 1:10 kiindulasi keverési arannyal inditott erjesztések végén
az S. delbrueckii nagyobb ardnyban volt jelen, mint a tobbi idegen élesztd. A mért
alkoholkoncentracio is viszonylag alacsony maradt, egyediil az S’codes ludwigii esetében volt

kevesebb etanol az erjesztés utan az 1:10-es aranynal.
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Torulaspora delbrueckii: Az élesztd szamara szintén hatarozottan kedvezotlen erjesztési kozegnek
bizonyult a sorlé. A soréleszté aranya magas volt mind a négy erjesztés végén, ami magyarazat a

viszonylag magas etanol koncentraciokra.

15.tablazat Aroma anyagok koncentracioja a foerjesztés végén 4 Kiilonboz6

soréleszto-idegen ¢éleszto kezdeti sejtaranynal

ACETALDEHID| DMS ETIL,' IPROPANOL/I-BUTANOL| I-AMILACETAT | I-AMILALKOHOL |DIACETIL 233_
IACETAT| PENTANDION
mg/l ng/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l ng/l ng/l

\SACCHAROMYCES CEREVISIAE : IDEGEN ELESZTO = 1:1
IS codes ludwigii 27,0 13 7,1 7,6 11,0 0,7 448 175 117
IS. exiguus 30,3 10 7,4 10,1 7,8 0,6 438 364 300
\IS. delbrueckii 30,5 9 8,2 11,1 8,5 0,7 48,6 446 378
T. delbrueckii 29,7 12 8,1 10,4 8,2 0,7 452 566 373
\SACCHAROMYCES CEREVISIAE : IDEGEN ELESZTO = 1:2
IS codes ludwigii 23,9 8 6,0 6,6 11,5 0,7 42,8 130 79
IS. exiguus 27,9 5 5,9 8,5 7.4 0,6 42,8 262 203
IS. delbrueckii 25,8 7 6,8 9,3 7,6 0,6 46,1 364 224
T. delbrueckii 273 9 72 9,0 72 0,6 435 415 188
\SACCHAROMYCES CEREVISIAE : IDEGEN ELESZTO = 1:5
IS codes ludwigii 10,9 10 5,0 6,2 17,3 0,1 34,7 69 22
IS. exiguus 26,6 7 5,8 7,6 7,1 0,8 39,8 158 117
IS. delbrueckii 23,3 7 6,2 9,3 8,3 0,8 39,8 114 74
T. delbrueckii 32,0 10 7,4 8,4 6,7 0,7 37,5 527 116
\SACCHAROMYCES CEREVISIAE : IDEGEN ELESZTO = 1:10
IS codes ludwigii 12,2 11 5,9 6,1 23,9 0,3 46,3 58 17
IS. exiguus 22,7 6 5,9 9,7 8,8 0,9 452 197 169
IS. delbrueckii 22,1 10 6,8 11,9 9,4 1,0 45,5 112 74
T. delbrueckii 28,2 13 11,2 11,3 8,7 1,1 48,7 590 191
IS. cerevisiae
(ea 13,2 18 | 86 20,3 20,6 0,9 78,2 255 392
koriilmények ’ ’ ’ ’ ’ ’
kozott)*
*MISINSZKI 2000

Az aroma anyagok koncentracidjaban — kiilondsen az 1:1 és 1:2 ardnyndl — a Saccharomyces
cerevisiae sorélesztd tevékenysége fedezhetd fel (15. tdblazat). Az 1:5 és 1:10 aranyoknal
megjelenik a Saccharomycodes ludwigii hatasa: ez az éleszté mar a monokultiras erjesztésben is
jelentés mennyiségben termelt izo-butanolt és izo-amilalkoholt. Ennél a két kezdeti keverési
aranyndl az erjesztés végén relative magas volt az idegen élesztd sejtek ardnya, igy a két vegytilet is
nagyobb koncentracioban volt jelen.

A diacetil mennyiségének valtozasa is érdekes. A monokulturas erjesztések soran a — 7. delbrueckii
kivételével — idegen élesztok kb. tizedannyi diacetilt termeltek, mint a soréleszté. Amelyik kevert
kultaras erjesztés végén (féleg az 1:5 és 1:10 ardnyndl) az idegen ¢leszték kicsit nagyobb
mennyiségben voltak jelen, ott a diacetil koncentracidja lényegesen alacsonyabb volt. A
S’codes ludwigii esetében ez annyira igaz, hogy koncentracidja tovabbi utoerjesztés nélkiil is olyan
kevés volt, mint egy kész sorben. A T. delbrueckii élesztd dnmaga is jelentds mennyiségben termel

diacetilt, ahogy ez mar a monokulturas erjesztésnél is kidertilt.
5.2.2.3 1Lb erjesztési kisérlet. Kevert kultiras utoerjesztés

A kisérleti munkam folytatdsdban azt vizsgaltam, hogy az utderjesztés milyen hatdssal van a

sOrélesztd €s idegen élesztd keverékével erjesztett termék mindségére.
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A sorgyartas soran a fOerjesztést kovetden az élesztoket eltavolitjak a fickosorbol, majd a
homérseklet csokkentése utan érlelik a sort. Ez utobbi folyamat sordn bizonyos vegyiiletek
koncentracioja csokken, pl. az acetaldehidé és a diacetilé. A terméket akkor tekintik kereskedelmi
forgalombahozhaténak, amikor ez utdbbi koncentracidja 100 pg/l ala csdkken.

Az erjesztéseket ugyanazzal a négy idegen élesztével (Saccharomycodes ludwigii, Saccharomyces
exiguus, Saccharomyces delbrueckii, Torulaspora delbrueckii) ¢és sorélesztével (Saccharomyces
cerevisiae WS 34/70), azonos kezdd sejtardnyokkal végeztem. A fOerjesztés 7 napig tartott 8°C-on,
majd a sejtek elvétele utdn az utderjesztést 14 napig végeztem 0°C-on. Természetesen az ¢élesztok
elvétele utdn is maradtak sejtek a mintakban — ahogy a nagyiizemi sorgyartas soran is — amiknek
fontos szerepe van a vegylletek egy részének redukcidjdban (diacetil!) és mdasok tovabbi
szintézisében.

A mintakat soranalizatorral és gazkromatografiaval vizsgaltam. Az adatok elemzésénél ezuttal az
alabbi kérdésekre fokuszaltam:

e Hogyan alakul az etanol koncentracidja? A féerjesztés végén még jelen van az erjeszthetd
szénhidratok egy része, amit a mintdban maradoé €lesztok tovabb erjesztenek.

e Hogyan valtozik az aroma anyagok koncentracioja? Elsésorban a diacetil koncentracioja
fontos a mar emlitett okok miatt. A S’codes ludwigii kivételével a kevert kultiras mintakban
meglehetésen magas volt a diacetil koncentracioja az egy hetes 8°C-on végzett foerjesztés
soran. Természetesen a tovabbi aroma anyagok, kozmaolajok és észterek mennyisége is

érdekelt.

A foerjesztés végén megallapitott soréleszté-idegen élesztd sejtek aranyanak (23-26. abra) és az
ugyanekkor mért etanol koncentracidknak (16. tablazat) az dsszefiiggését elemezve a kdvetkezoket
tapasztaltam. A Saccharomycodes ludwigii és a Saccharomyces exiguus €lesztokkel vald foerjesztés
végén nagyon hasonld soréleszté-idegen €lesztd aranyokat kaptam, mint az elsé erjesztésnél. Ennek
megfeleléen a mintdk etanol tartalma is nagyon hasonld volt. A Saccharomyces delbrueckii és
Torulaspora delbrueckii élesztOknél a fOerjesztés végén nagyobb aranyban voltak jelen a idegen
¢lesztok, ami alacsonyabb alkoholtartalommal jart. (A Melléklet II. tablazataban az erjesztések
kezdeti és végsO sejtkoncentracioi, illetve soréleszté-idegen ¢Elesztd szazalékos sejtaranyai

Osszegezve is megtalalhatok.)
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23.abra. Klesztosejtek aranya az erjesztés végén 1:1 soréleszté-idegen élesztd kezdeti sejtaranynal
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24.4bra. Elesztosejtek aranya az erjesztés végén 1:2 soréleszt- idegen éleszté kezdeti sejtaranynal
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25.4bra. Elesztisejtek aranya az erjesztés végén 1:5 soréleszté- idegen éleszté kezdeti sejtaranynal
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26.4bra. Elesztisejtek aranya az erjesztés végén 1:10 soréleszt6- idegen éleszté kezdeti sejtaranynal
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16.tablazat A féerjesztés és utderjesztés végén mért etanol koncentraciok

ETANOL KONCENTRACIO (V/V %)
FOERJESZTES UTOERJESZTES NOVEKEDES VEGERJEDES-
VEGEN VEGEN MERTEKE FOK (%)

S. cerevisiae - S. exiguus 2,53 4,85 1,9 69,84
141 S. cerevisiae — S codes ludwigii 2,89 3,43 1,2 51,37
: S. cerevisiae - S. delbrueckii 2,84 3,50 1,2 52,56
S. cerevisiae - T. delbrueckii 2,10 3,93 1,9 58,48
S. cerevisiae - S. exiguus 2,98 5,03 1,7 75,76
1:2 S. cerevisiae - S codes ludwigii 1,81 3,71 2,0 54,66
: S. cerevisiae - S. delbrueckii 2,20 491 2,2 71,74
S. cerevisiae - T. delbrueckii 1,67 2,75 1,6 40,87
S. cerevisiae - S. exiguus 2,12 7,70 3,6 73,58

155 S. cerevisiae - S codes ludwigii 1,28 NA NA NA
: S. cerevisiae - S. delbrueckii 1,63 3,45 2,1 50,45
S. cerevisiae - T. delbrueckii 1,34 3,41 2,5 50,04
S. cerevisiae - S. exiguus 1,59 4,71 3,0 70,07
1:10 S. cerevisiae - S’codes ludwigii 0,85 1,77 2,1 26,89
S. cerevisiae - S. delbrueckii 2,12 3,89 1,8 56,88

S. cerevisiae - T. delbrueckii 0,83 2,68 3,2 39,71
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27.abra. Az etanol koncentraciojanak novekedése az utderjesztés soran
(1: S. cerevisiae — S. exiguus; 2: S. cerevisiae — S’codes Iludwigii; 3: S. cerevisiae — S. delbrueckii;
4: S. cerevisiae — T. delbrueckii)

A mintak végerjedés-foka attételesen, de utal a maradék cukrok mennyiségére (16. tablazat). Egy
normal sor esetében — amikor az éleszté az Osszes erjeszthetd szénhidratot felhasznalta — a
végerjedés-fok 82-83%. A tablazat adataibol kitlinik, hogy néhany esetben az erjeszthetd
szénhidratok (gliikkdz, maltéz, maltotridz, fruktdz, szachar6z) nagy részét felhasznaltak az €lesztok,
ami természetesen az etanol koncentraciokban is megmutatkozik. Az a jelenség, hogy az
alkoholtartalom az utderjesztés alatt kozel ugyanannyival novekszik, mint a fOerjedés soran,

azonban szokatlannak mondhatd, a hagyomanyos sorgyartdsra nem jellemzd. Az 27. é&bran
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grafikusan is bemutatom az etanol mennyiségének novekedését az utderjesztés alatt. Arra nincs
informaciom, hogy a soréleszto, illetve idegen é€lesztd sejtekbdl mennyi maradt a fickosérben az
utderjesztés elvégzésére. Az abran azonban felfedezhetd egy olyan tendencia, hogy annal nagyobb
mértékben ndvekszik az alkohol koncentracidja az utderjesztés ideje alatt, minél nagyobb volt az
idegen ¢élesztd kezdd sejtszama.

Ennek a vizsgalatnak érdekes tanulsaga, hogy egy kevert kulturas erjesztésnél az utoerjesztés
hatasat is figyelembe kell venni.

A kovetkezd tablazatokban a fOerjesztés ¢és az utderjesztés végén mért aroma anyag
koncentraciokat, illetve az utderjesztés alatti valtozast mutatom be (17., 18. tablazat).

e re

17.tablazat Aroma anyagok koncentracidja a foerjesztés utan

IACETALDEHID| DMS A](E;ITIZT PROPANOL(I-BUTANOL| I-AMILACETAT |{I-AMILALKOHOL| DIACETIL |2,3-PENTANDION

mg/l pg/l | mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l ug/l ng/l
\SACCHAROMYCES CEREVISIAE : IDEGEN ELESZTO =1:1
IS codes ludwigii 21,5 10 8,6 10,2 14,3 0,4 444 231 151
IS. exiguus 30,3 8 5,4 10,4 7,5 0,34 36,7 361 245
IS. delbrueckii 32,6 13 4,6 9,5 7.4 0,3 354 378 225
T. delbrueckii 30,1 13 5,7 10,1 8,5 0,3 36,4 448 205
\S4ACCHAROMYCES CEREVISIAE : IDEGEN ELESZTO = 1:2
IS codes ludwigii 18,9 10 6,7 6,7 14,8 0,3 39,5 161 70
IS. exiguus 27,7 3 5,3 8,3 6,7 0,4 37,1 300 225
\S. delbrueckii 30,7 9 4,7 8,0 6,9 0,4 34,3 340 207
T. delbrueckii 30,7 7 5,0 7,9 6,7 0,2 31,6 473 140
\SACCHAROMYCES CEREVISIAE : IDEGEN ELESZTO = 1:5
IS codes ludwigii 19,1 8 53 5,6 16,2 0,3 38,5 72 21
IS. exiguus 31,2 6 3,3 6,3 5,5 0,4 32,0 221 131
\IS. delbrueckii 30,5 1 33 5,6 5,9 0,4 28,4 124 64
T. delbrueckii 32,5 15 4.4 5,6 5,4 0,3 28,6 326 58
\SACCHAROMYCES CEREVISIAE : IDEGEN ELESZTO = 1:10
IS codes ludwigii 14,5 8 4,6 42 18,2 0,2 39,3 45 12
IS. exiguus 23,3 9 2,6 5,0 5,3 0,3 29,4 130 63
IS. delbrueckii 28,7 10 3,5 6,2 6,1 0,5 30,3 94 45
T. delbrueckii 26,2 19 52 6,3 5,1 0,3 25,3 203 29
IS. cerevisiae
(ipari 13,2 18 | 86 20,3 20,6 0,9 78,2 255 392
koriilmények ’ ’ ’ ’ ’ ’
kozott)*
*MISINSZKI 2000
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18.tablazat Aroma anyagok koncentracidja az utderjesztés utan

IACETALDEHID| DMS AEETIZT PROPANOL|I-BUTANOL| I-AMILACETAT (I-AMILALKOHOL| DIACETIL |2,3-PENTANDION

mg/l pg/l | mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l ng/l ng/l
\SACCHAROMYCES CEREVISIAE : IDEGEN ELESZTO = 1:1
IS codes ludwigii 15,2 2 7,9 11,4 14,3 0,4 44,3 104 68
IS. exiguus 22,4 3 7,1 14,1 8,7 0,4 42,5 132 91
\S. delbrueckii 21,0 3 5.2 114 7,7 0,3 36,8 164 100
T. delbrueckii 18,6 3 7,4 12,7 9,2 0,4 41,3 154 75
\SACCHAROMYCES CEREVISIAE : IDEGEN ELESZTO = 1:2
IS codes ludwigii 12,2 1 11,4 9,8 14,8 0,6 43,7 78 46
IS. exiguus 19,2 3 7,7 12,9 8,3 0,5 44,2 118 96
IS. delbrueckii 14,8 4 8,8 12,5 8,5 0,6 43,5 135 99
7. delbrueckii 18,1 2 6,1 9,3 7,2 0,3 35,5 207 64
\SACCHAROMYCES CEREVISIAE : IDEGEN DELESZTO =1:5
IS codes ludwigii 9,2 3 5,5 6,4 15,8 0,3 40,3 56 21
IS. exiguus 17,3 2 4.8 10,2 7,0 0,5 41,1 172 127
\S. delbrueckii 16,5 2 5,8 9,0 7,2 0,5 38,5 137 86
T. delbrueckii 18,3 5 7,9 9,1 7,0 0,6 39,7 252 64
\SACCHAROMYCES CEREVISIAE : IDEGEN ELESZTO =1:10
IS codes ludwigii 10,5 5 5,1 6,7 17,8 0,4 42,2 44 16
IS. exiguus 15,1 4 6,9 11,1 8,2 0,6 45,8 132 101
IS. delbrueckii 15,7 3 6,6 9,6 7,4 0,6 40,6 94 63
T. delbrueckii 15,7 4 7,5 8,8 6,7 0,6 36,4 330 63
[rodalmi adat* 2-10 <100 | 10-40 7-16 5-20 0,1-7,0 30-70 <100 <50

* KRUGER&ANGER 1990

Az aromdk vizsgéalatandl nagyon hasonldé eredményt kaptam, mint az elsé kevert kultlrés
erjesztéskor: a kevert kulturas mintdk tobb esetben elérték azt a koncentraciot, amit normal sorre ad
meg az irodalom. Az itt kapott értékek azonban kicsit alacsonyabbak, ami a val6sziniileg a nagyobb
idegen ¢lesztd aranyoknak tudhatd be. Az utderjesztés hatékonysagat mutatja, hogy pl. az észterek
koncentraciojaban — a kozmaolajokhoz hasonldéan — ndvekedés tapasztalhato.

Az acetaldehid koncentricidja jelentdsen csokkent. A fOerjesztés utan azonban az értékek
meglehetésen magasak voltak, igy az utoerjesztés végen is tulléptek kis mértékben a hatarértéket.

A diacetil koncentracidja ez esetben is csak a Saccharomycodes ludwigii torzzsel végzett
erjesztések végén keriilt a kivanatos érték ala. A Torulaspora delbrueckii élesztd ez alkalommal is
jelentds mennyiségben termelte ezt a kellemetlen izhibat okozd vegyiiletet, és bar az utderjesztés

alatt csokkentek az értékek, a 100 pg/l szint ald nem keriilt.
5.2.2.4 III erjesztési kisérlet. Kevert kultiras erjesztés megnovelt idegen éleszté arannyal

Az alkoholkoncentraciokra kapott értékek tovabbi vizsgélata érdekében az idegen éleszték ardnyéat

ndvelve Ujabb erjesztéseket végeztem.

SORELESZTO : IDEGEN ELESZTO
1 : 12
1 15
1 17
1 20

Az erjesztés kezdetén wjra 1 x 107 sejt/ml koncentracioban oltottam be a Saccharomyces cerevisiae

sOréleszt6t €s aranyosan nagyobb koncentracidban az idegen élesztoket.
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Az 28. abran ezuttal az egyes idegen ¢lesztokre lebontva mutatom be a négy kiilonb6z6 kezdeti
arany utan kialakult soréleszto-idegen ¢élesztd szézalékos aranyt. (A Melléklet II1. tdblazatdban az
erjesztések kezdeti és végsd sejtkoncentracioi, illetve sorélesztd:idegen élesztd szazalékos

sejtaranyai 6sszegezve is megtalalhatok.)

Saccharomyces delbrueckii KEZDETI ARANY* Torulaspora delbrueckii

SORELESZTO IDEGEN ELESZTO % SORELESZTO IDEGEN ELESZTO

7,6-92,4
‘ 29.2 ‘ 70.8 ‘ (1 :1 2) ‘

6,25-93,75 ‘
(1:15)

‘ 238 | 76.2 \ 5,55-94,45 ‘ 50 [ 50 |
(1:17)

55.8 [ 44.2 |

51.4 \ 48.6 \

| 81 | 4,76-95,24 429
(1:20)

Saccharomyces exiguus KEZDETI ARANY* Saccharomycodes ludwigii

SORELESZTO IDEGEN ELESZTO % SORELESZTO IDEGEN ELESZTO

7,6-92,4
(1:12) ‘

‘ 68.1 [ 31.9 | 6,25-93,75 ‘
(1:15)

‘ 6538 | 342 | 5,55-94,45 ‘ 249 | 75.1 |
1:17)

‘ 74.8 | 252 |

312 | 68.8 |

| - Sl 4769524 | 15 | 815 |

(1:20)

*Sorélesztd — idegen élesztd arany

28.abra. Elesztisejtek aranya az erjesztés végén Kiilonbozo soréleszto:idegen élesztd kezdeti
sejtaranynal

Az 1:1-t6l 1:10-ig terjedd kezdd sejtaranyoknal is voltak eldjelei annak, hogy az idegen élesztok
koziil melyiket képes a sorélesztd jelentdsebb mértékben tulndni és melyiket nem.

A kérdés jelentdsége abban rejlik, hogy ha kevert kultiréas erjesztésben alkalmazzuk az élesztdket,
és 2 V/V%-nal alacsonyabb alkoholtartalmat kivanunk elérni, akkor olyan idegen élesztére van
sziikségiink, amit — a Saccharomyces cerevisiae élesztd szamara kedvezobb tapkozeg ellenére —
nem fog talnoéni a sérélesztd. Ez automatikusan ndvekvo etanol tartalommal jarna.

A fenti abrdkon jol latszik, hogy a Saccharomyces exiguus ¢és Torulaspora delbrueckii
¢lesztotorzsek ,,nem tudtak ellenallni” a sorélesztonek. Sejtkoncentraciojuk kezdeti elénye ellenére
a sorélesztd jobban szaporodott a 7 napos erjesztés soran. Ezzel ellentétben a Saccharomyces

delbrueckii és Saccharomycodes ludwigii torzsek tulsulya megmaradt.
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19.tablazat A féerjesztés és utderjesztés végén mért etanol koncentraciok

ETANOL KONCENTRACIO V/V%
" A UTOERJESZTES NOVEKEDES
FOERJESZTES VEGEN A M-
VEGEN MERTEKE
1:12 1,41 3,32 2,4
8. cerevisiae - S. exiguus 115 131 3,77 2.9
1:17 1,72 3,69 2,1
1:20 1,59 2,46 1,5
1:12 1,69 4,40 2,6
.. . 1:15 1,86 4,52 2,4
S. cerevisiae - T. delbrueckii 17 2.03 272 13
1:20 2,16 3,09 1,4
1:12 4,55 4,96 1,1
.. .. 1:15 2,18 4,37 2,0
S. cerevisiae - S. delbrueckii IBE 429 6.26 15
1:20 3,34 5,57 1,7
1:12 1,20 1,89 1,6
.. y ... | 1115 1,18 1,68 1,8
S. cerevisiae - S’codes ludwigii 17 1.20 211 1.4
1:20 1,21 1,60 1,3

A fOerjedés, majd utderjesztés végén mért etanol koncentracidkat az 19. tdblazat foglalja dssze. Az
utderjesztés jelentdségét itt is latni. Az alkohol koncentracidja a S. exiguus és T. delbrueckii
¢lesztoket tartalmazo erjesztések alkalmaval a kezdeti alacsony értékrél viszonylag sokat
emelkedett. Erdekesebb jelenséggel allunk szemben azoknal az erjesztéseknél, ahol S. delbrueckii
volt az idegen ¢élesztd. Annak ellenére, hogy az erjesztés végén ez az élesztd volt jelen nagyobb
aranyban, az etanol koncentracioja mar a féerjesztés végén magasabb volt, mint a tobbi mintaban.

A Saccharomycodes ludwigii volt az egyetlen idegen élesztd, amelynek a mintdjaban az utderjesztés
utéan is a kivant alacsony értéken maradt az etanol koncentracioja. A jelenség oka minden bizonyara
az, hogy a sorélesztd koncentracioja mind a négy kezdeti sejt aranynal alacsony maradt a ferjesztés
végéig. A 20. és 21. tablazat az aroma anyagok koncentricidjat Osszegzi a fOerjesztés ¢és
utderjesztés utan.

20.tablazat Aroma anyagok koncentracidja a féerjesztés utan

IACETALDEHID| DMS AE;ITI:&-T PROPANOL|I-BUTANOL| I-AMILACETAT |I-AMILALKOHOL [DIACETIL 2,3-PENTANDION
mg/l ng/l | mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l ng/l ng/l
\SACCHAROMYCES EXIGUUS
1:12 17,2 9 1,8 53 4,5 0,26 25,5 74 51
1:15 17,3 7 1,8 5,4 4,6 0,29 26,8 84 59
1:17 18,7 11 2,2 6,3 5,0 0,34 29,7 104 79
1:20 16,7 9 1,8 6,4 5,3 0,28 29,2 105 86
TORULASPORA DELBRUECKII
1:12 17,8 14 4,4 6,8 4,7 0,23 28,3 714 125
1:15 12,9 9 4,8 7,3 4,5 0,26 27,8 737 147
1:17 NA NA NA NA NA NA NA NA NA
1:20 17,8 14 5.4 10,9 5,0 0,26 31,2 803 221
\SACCHAROMYCES DELBRUECKII
1:12 14,2 7 4,7 9,4 6,5 0,52 36,3 109 79
1:15 15,3 4 2,9 7.4 5,9 0,27 32,6 108 67
1:17 17,6 9 7,0 14,6 8,7 0,7 50,2 107 103
1:20 11,9 5 6,3 134 8,2 0,63 47,6 92 71
\SACCHAROMYCODES LUDWIGIIT
1:12 9,4 5 2,6 52 14,7 0,07 31,1 59 17
1:15 6,8 4 2,7 5,4 16,0 0,07 34,3 62 17
1:17 6,4 7 2,8 5,4 15,7 0,06 33,7 65 19
1:20 7,0 9 3,2 5,4 15,9 0,08 33,6 72 19
IS.cerevisiae(ipari
viszonyok 13,2 18 8,6 20,3 20,6 0,9 78,2 255 392
kozott)*
* MISINSZKI 2000
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21.tablazat Aroma anyagok koncentracidja az utderjesztés utan

IACETALDEHIDDMS AE;IT]ZT PROPANOL| I-BUTANOL | [-AMILACETAT [I~AMILALKOHOL| DIACETIL [2,3-PENTANDION

mg/l pg/l | mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l ng/l ng/l
\SACCHAROMYCES EXIGUUS
1:12 3,0 10 5.4 8,3 6,2 0,55 38,4 75 38
1:15 1,3 2 42 5,8 5,0 0,4 32,0 56 19
1:17 4,0 6 4,2 9,3 6,0 0,39 37,6 63 29
1:20 16,9 4 3,3 9,0 6,3 0,49 35,4 70 55
TORULASPORA DELBRUECKII
1:12 6,0 6 8,6 11,6 6,2 0,56 41,6 302 63
1:15 5.4 8 9,4 10,0 5,6 0,56 37,8 271 54
1:17 18,9 8 9,2 11,2 6,0 0,56 38,9 373 90
1:20 13,3 8 5,8 8,9 5,1 0,29 32,4 352 70
\SACCHAROMYCES DELBRUECKII
1:12 5,0 6 9,2 NA NA 0,77 43,4 79 57
1:15 1,6 3 7,1 10,8 7,1 0,57 41,0 66 29
1:17 7,8 5 12,5 16,1 10,5 1,1 55,1 42 46
1:20 11,9 4 11,6 15,2 9,6 1,1 50,9 49 48
\SACCHAROMYCODES LUDWIGII
1:12 4,0 3 3,2 7,2 15,9 0,18 37,6 49 12
1:15 1,5 1 3,0 7,5 15,6 0,2 38,2 56 12
1:17 0,5 3 3,3 7,0 16,7 0,18 39,0 46 9
1:20 16,9 2 3,6 6,7 16,0 0,12 35,5 36 14
\lrodalmi adat* 2-10 <100| 10-40 7-16 5-20 0,1-7,0 30-70 <100 <50

*KRUGER&ANGER 1990

Az itt 1athat6 adatok alapjan a Saccharomyces delbrueckii is igéretes jelolt lenne egy kevert kultras
erjesztéssel késziild termékhez. Kiilondsen az észterek — etil-acetat és izo-amilacetat — mennyisége
kiemelkedd — természetesen nem a sorélesztohdz, hanem a masik harom idegen éleszt6hoz képest.
Az eldbbiekben bemutatott ,,magas” alkohol koncentracié miatt azonban az altalam kitlizott
célokhoz nem lenne alkalmas.

A S. exiguus és T. delbrueckii élesztdk is viszonylag jo aranyban €s mennyiségben termeltek aroma
anyagokat, am esetiikben is az etanol koncentracidjaval van a probléma. Az utobbi torzsnél
kiemelendd — negativ értelemben — a diacetil kiilonosen nagy koncentracioja, mely az utoerjesztés
utan sem csokkent megfeleld mértékben.

A Saccharomycodes ludwigii a kevés etanol mellett elfogadhatdé mennyiségben termelt aroma

anyagokat is, ¢és kiilon kiemelendd az alacsony diacetil koncentracio a végtermékben.

Amint a fejezet elején emlitettem, ezzel a kisérlet sorozattal az volt a célom, hogy a
rendelkezésemre allo specialis élesztdk koziil —, amelyek nem erjesztenek maltozt - kivéalasszam azt
(vagy azokat), amelyet a Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 soréleszto torzzsel kevert kultaraban
alkalmazva alacsony alkoholtartalmu (< 2V/V%) terméket eredményez. Feltétel volt, hogy a termék
aromai a hagyomanyos sor aromaival 0sszevethetdk legyenek.

Ezen kritériumoknak a Saccharomycodes ludwigii éleszté felelt meg. Ugy talaltam, hogy ha a
kezdeti S. cerevisiae:S’codes ludwigii arany 1:10 és 1:20 kozott van, akkor az utderjesztést
kovetden egy alacsony etanol tartalmu és megfeleld aroma anyagokat hordoz6 terméket kapok.

A keverési arany pontositasa érdekében ujabb erjesztési kisérletet végeztem.
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5.2.2.5 1V. erjesztési kisérlet. Kevert kulturas erjesztés Saccharomyces cerevisiae WS 34/70

sorélesztovel és Saccharomycodes ludwigii élesztovel

A kovetkezd fermentaciokban tehat mar csak a Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 sorélesztd és a
Saccharomycodes ludwigii €lesztd vett részt. 300 ml steril sorlevet oltottam be 1:12, 1:15, 1:17 és
1:20 aranyu keverék kulturaval. Az idegen éleszté kezdd sejtkoncentracidja 1 x 107 sejt/ml volt, a
sOrélesztdé pedig aranyosan kevesebb. A féerjesztés 7 napig 8°C-on, majd a sejtek eltavolitasa utan
az utderjesztés 14 napig 0°C-on zajlott. Minden arany esetében 3 parhuzamos erjesztést végeztem.

Ezzel az ismétlés jellegli kisérlettel azt vizsgaltam, hogy az el6zd erjesztések soran kapott
eredmények mennyire reprodukalhatok. (A Melléklet IV. tablazataban az erjesztések kezdeti €s

végso sejtkoncentracioi, illetve S. cerevisiae:S ’codes ludwigii szdzalékos sejtaranyai Osszegezve is

megtalalhatok.)
A SORELESZTO IDEGEN ELESZTO B SORELESZTO IDEGEN ELESZTO
g o]
W W
M M
(o} w
= 19.93 80.07 = 1132 88.68
— —

1:15

E. 18.28 81.72 14.88 85.12

(o} w

= 22.41 77.59 = | 1541 84.59

— —

C SORELESZTO IDEGEN ELESZTO D SORELESZTO IDEGEN ELESZTO

2 o]

g 5.55 94.45 g 4.76 95.24

M M

17
1:20

16.14 83.86 14.74 85.26

14.18 85.82 25.51 74.49

1:17

1:20

1:17

16.94 83.06 § 16.42 83.58

29.4abra. Elesztésejtek aranya az erjesztés végén 1:12 (A), 1:15 (B), 1:17 (C) és 1:20 (D)
soréleszto : idegen éleszté kezdeti sejtaranynal
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22.tablazat Etanol koncentraciok a féerjesztés és utderjesztés végén

ETANOL KONCENTRACIO V/V%
FOERJESZTES UTOERJESZTES
VEGEN VEGEN
o~ [1:12 0,98 1,40
Lo [1:12 1,41 1,59
§ 1:12 1,07 1,37
= |1:15 1,02 1,37
< [1:15 1,26 1,32
3 115 1,19 1,30
7%)
< [1:17 1,09 1,23
3 (117 123 127
.\ -
g 1:17 1,31 1,36
§ 1:20 1,09 1,38
o [1:20 0,97 1,07
1:20 1,05 1,30

Meérési adataimat Osszegezve megallapitottam, hogy a korabbi erjesztések eredményei a foerjesztés
utdn mért sorélesztd:idegen ¢€leszté aranyokat, valamint az etanol koncentracidkat tekintve
reprodukélhatonak bizonyultak (29. 4bra, 22. tdblazat). Amennyiben a beoltaskor 12-20-szor tobb
Saccharomycodes ludwigii élesztét alkalmaztam, mint S. cerevisiae élesztét, akkor a foerjesztés
soran mintegy ,.kontroll” alatt tartotta az idegen ¢€leszt6 a sorélesztot. Ennek megfeleléen az alkohol

koncentracioja a végtermékben 1,5 V/V% alatt maradt.
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5.3 ELESZTO TORZSEK KOZOTTI KOLCSONHATAS VIZSGALATA

Munkam eldz6 fejezetében azt tlztem ki célul, hogy a Saccharomyces cerevisiae WS 34/70
sOrélesztd torzs és egy idegen ¢lesztd torzs megfeleld aranyt keverékével ugy tudjak sorlevet
erjeszteni, hogy az alkoholtartalom 2 V/V% alatt maradjon, a kapott termék pedig olyan aromakat
hordozzon, ami hagyomanyos sorre emlékeztet. Tobb idegen €lesztd torzset megvizsgaltam, végiil a
Saccharomycodes ludwigii éleszto felelt meg a szempontoknak. A kevert kulturas erjesztések azt az
eredményt hoztak, hogy amennyiben a S’codes ludwigii ¢élesztd 1:10 vagy annal nagyobb aranyban
van jelen a kezdeti kevert kultirdban, ugy a S. cerevisiae WS 34/70 sorélesztd nem képest azt
tulndni. Tortént ez — szdmos ismétlés alkalmaval — annak ellenére, hogy az erjesztés kozege sorlé
volt, ami a soOrélesztdé szamara idedlis tapkdzegnek tekinthetd. Ebbdl arra kovetkeztettem, hogy
valamiféle kdlcsonhatas van a két €éleszto sejtjei kdzott.

Kisérleti munkamnak ebben a részében a sorélesztd €s idegen élesztd kozotti interakciot vizsgaltam.
Az alabbi szempontok vezéreltek:

o Szénhidrat felvétel. A S’codes ludwigii élesztd nem hasznositja a maltdzt, és a maltotriozt is
csak csekély mértékben. E két cukor jelentés mennyiségben van jelen az altalam alkalmazott
erjesztési kozegben. A gliikoz és a fruktoz az a két erjeszthetd szénhidrat, amely mindkét
¢lesztd szamara hasznosithato, igy feltételezhetéen versengenek értiik.

o Toxikus vegyiilet jelenléte. Egy olyan ¢lesztdvel kapcsolatban, mint a Saccharomycodes
ludwigii —, ami borok erjesztésekor fordul elé — felmeriil, hogy killer aktivitassal rendelkezik.
Ezt is megvizsgaltam, mint lehetséges okot a korabban tapasztaltakra. Természetesen a killer
toxin mellett mas vegyiilet is gatolhatja a szaporodas sebességét, pl. a kozepes szénlancu
zsirsavak (NISSEN et al 2003).

o Sejt-sejt kapcsolat. Magasabb rendli eukariotdknal mas sejtek jelenléte, megjelenése
befolyasolhatja, hogy egy adott sejt folytatja a novekedést vagy nem. Nissen €s munkatarsai
tobb cikkben is arra keresték a valaszt, hogy ¢lesztoknél is eléfordulhat-e ez a jelenség
(NISSEN et al 2003, NISSEN&ARNEBORG 2003). Vizsgalataik szerint a sejt-sejt kontaktus
okozza a Kluyveromyces thermotolerans és a Torulaspora delbrueckii szaporodasanak
megallasat ha Saccharomyces cerevisiae borélesztovel keriilnek kevert kultiraba.

valtozasat és a szénhidratok felhasznalasat. Megvizsgaltam, hogy a Saccharomycodes Iludwigii
rendelkezik-e killer aktivitdssal — a S. cerevisiae WS 34/70 soréleszt vagy mas élesztével szemben.
Tovabba azt is tanulmanyoztam, hogy a két élesztd sejtjei csak egymads jelenlétében hatnak

egymasra (az idegen ¢€lesztd a sorélesztore), vagy valamely vegyiilet termelésével.
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5.3.1 A Saccharomycodes ludwigii éleszto killer aktivitasanak vizsgalata

Az idegen ¢lesztd killer aktivitasat tobbféleképpen is megvizsgaltam. Minden esetben a
S. cerevisiae WS 34/70 sorélesztot és a S. cerevisiae S6 szuperszenzitiv élesztt alkalmaztam teszt
¢lesztOként. Természetesen arra kerestem valaszt, hogy a sorélesztovel szemben aktiv-e a toxinja —
ha egyaltalan termel ilyen vegyiiletet — vagy nem. Egy korabbi vizsgalatban bebizonyosodott, hogy
van olyan killer toxin, amire ez a sorélesztd torzs rezisztens. Ezért a szuperszenzitiv élesztd arra az
esetre sziikséges, ha ebben a vizsgalatban is ez torténne.

Agar diffuziés modszert alkalmaztam a kisérletekben. Két tdpkozeget hasznaltam, amiben
megprobaltam toxint termeltetni. Egyrészt sorlevet, ami a kordbbi vizsgalatokban szerepelt,
masrészt YEPD tapkozeget. Erre azért volt sziikség, mert ez utdbbiban a glikéz az egyediili
szénforras, amit a S’codes ludwigii maradéktalanul hasznositani tud. A sorlében a szaporodasanak
sebessége modosulhat a jelenlévd szénhidratok miatt, ami befolyasolhatja a toxin termelést is.
Végiil pedig, a vizsgalatokat ugy is elvégeztem, hogy az idegen élesztd sejteket a metilénkékes
agaron masszivan leoltott teszt ¢lesztokre kaccsal hiztam ki. Azért éreztem sziikségét ennek a
modszernek, mert ha csak kevés toxint termel az idegen élesztd, akkor a nagy koncentracioban jelen
1évo sejtekkel kimutathaté az aktivitdsa, mig esetleg a feliiliszoban nem jelenik meg olyan
mennyiségben, hogy hatasa lathato legyen.

Az els6 képen a sorlébdl és a YEPD tapkozegbdl nyert feliiliszok vizsgélata lathatd. A teszt élesztd
a S. cerevisiae S6 szuperszenzitiv torzs volt. Kontrollként a K1 tipust toxint termeld S. cerevisiae

ATCC 46305 torzset hasznaltam (30. abra).

30.abra. Saccharomycodes ludwigii éleszto Killer aktivitasanak vizsgalata agar difftizios
modszerrel
A vizsgalat szerint a Saccharomycodes ludwigii sem YEPD tapkodzegben, sem sorlében nem termelt

kimutathatdé mennyiségli toxint. Feltisztulasi zonat csak az ismerten toxint termeld élesztd sejt
képzett (K1).
A kisérletet megismételtem ugy, hogy kaccsal hiiztam ki az idegen élesztd sejtjeit. Ez alkalommal a

S. cerevisiae WS 34/70 torzs is szerepelt teszt €élesztoként (31/a és b abra). Kontrollként azt a harom
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killer éleszt6torzset hasznaltam, amit korabban a protoplaszt fizidban is alkalmaztam: S. cerevisiae

ATCC 46305 (K1 tipust), S. cerevisiae NCYC 738 (K2 tipusu) és S. cerevisiae K7 (K1 tipusu).

31/a. és b. abra. Saccharomycodes ludwigii éleszto Killer aktivitasanak vizsgalata

A két kép tantisaga szerint a S’codes ludwigii élesztd nem képzett feltisztuldsi zonat. Az elvégzett

vizsgalatokbodl arra kovetkeztettem, hogy a Saccharomycodes ludwigii éleszté nem termel toxint.

5.3.2 A Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 soréleszto és a Saccharomycodes ludwigii éleszto

kolcsonhatasanak vizsgalata kevert kulturds erjesztésekkel

A kevert kulttrés erjesztéseket a 4.2.5.2 fejezetben leirt moédon végeztem. A korabbi vizsgélatokhoz
képest moddositottam a sorélesztd sejtek €s idegen élesztd sejtek kimutatdsdnak modszerén. Ez

alkalommal NISSEN ¢és munkatarsai (2003) altal leirt telepszamlalassal allapitottam meg a sejtek

crer
crer

crer

agaron kapott eredményekbdl. A mintak szénhidrattartalmat HPLC-n hatdroztam meg.

Az ¢lesztOk kolcsonhatdsat két kiilonbozd hémérsékleten tanulmanyoztam: 8°C-on és 20°C-on.
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5.3.2.1 Kaolcsonhatas vizsgalat 8°C-on. I. erjesztési kisérlet

Ezen a hdmérsékleten két kezdd sorélesztd:idegen ¢élesztd koncentracio aranyt allitottam be: 1:1 és

1:10. Az 32. dbran a 73 6ras erjesztés soran tapasztaltak lathatok.
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32.4bra. A soréleszto és az idegen éleszt sejtkoncentracidjanak alakuldsa valamint a
szénhidratok mennyiségének valtozasa 1:1 és 1:10 kezd6 sejtaranyoknal

Az eredmény véarakozasaimmal ellentétben alakult az 1:1 kezdd aranyndl. A korabbi vizsgélatok azt
mutattak, hogy a sorélesztd egyenld kezdd sejtszam esetén tulsulyba keriil az idegen ¢élesztdvel
szemben. Ebben az esetben 73 6ra utdn a S’codes ludwigii éleszté nagyobb aranyban volt jelen. A
szénhidrat vizsgalat eredményébdl ugy tinik, hogy a gliikéz felhasznalasabol az idegen élesztd
profitalt a erjesztés alatt. Ezt a fermentaciét nem kovettem tovabb, de nem kizarhato, hogy a
sorlében maradt maltézt és maltotriozt felhasznalva a sorélesztd a tovabbiakban még ndvekedne,
mig az idegen ¢€lesztd sejtszama stagnalna.

Az 1:10 kezd6 sejtaranynal az els6é 49 o6raban nagyon hasonloan alakult a sorélesztd és idegen
élesztd sejtkoncentracioja. A kovetkezd két mintavételnél azonban mar S. cerevisiae sejteket nem
mutatott ki a vizsgalat. A szénhidratok maradék mennyisége a tapkdzegben aldtdmasztotta az
eredményeket. A korabbi erjesztéskor azt az eredményt kaptam, hogy a sorélesztd sejtek ennél a

kezdd sejtaranynal mar visszaszorultak az egy hetes erjesztés végére, mindossze a sejtek 20%-at
adtak.
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5.3.2.2 Kaolcesonhatas vizsgalat 8°C-on. 1. erjesztési kisérlet

A két ¢élesztotorzs sejtjeinek kolcsonhatasat egy mas jellegli kisérletben is megvizsgaltam. A
kolesonhatéds vizsgdlatok folyamatabrajat a 4.5.4 fejezetben helyeztem el. Az egyik vizsgélat (ezt
»A” modszernek neveztem el) lényege, hogy egy kevert kultura feliilisz6jat hozzidadtam
monokultiras sejtekhez. Jelen esetben a kevert kulturdk 1:10, illetve 1:15 ardnyban tartalmaztak
sOrélesztot és idegen élesztot (33. abra). A ,,B” mddszerben €16 Saccharomycodes ludwigii sejteket
adtam hozzd Saccharomyces cerevisiae kultirdhoz ugy, hogy a sorélesztd:idegen élesztd arany
1:10, illetve 1:20 legyen (33. abra). A vizsgalatok elsé felében — az eldfermentacid soran — mindkét
modszernél a  sorélesztok sejtkoncentracidjat  kovettem. A masodik szakaszban — a
fofermentacioban — az ,,A” mddszernél csak a sorélesztot vizsgaltam (hiszen idegen élesztd mar

nem volt jelen), mig a ,,B” mddszer esetében mindkét élesztd sejtszamat vizsgaltam.
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33.abra. Soréleszto és idegen éleszto sejtek kolesonhatasanak vizsgalata kiilonboz6
modszerekkel

Az ,,A” mddszer arra alkalmas, hogy megallapitsuk, termel-e olyan vegyiiletet a kevert kultirdban
az idegen élesztd, ami utdna — megmaradva a tapkdzegben — befolydsolhatnd a S. cerevisiae
szaporodasat. A 33. abran lathat6 sejtkoncentracié valtozas a két vizsgalatnal azt mutatja, hogy ha
az eléfermentacid soran nagyobb mennyiségben (1:15) volt jelen az idegen élesztd, akkor a
fofermentacid soran a sorélesztdé nem novekedett olyan ilitemben, mint a kisebb ardnynal (1:10).
Korabbi kisérletekkel tisztaztam, hogy killer toxin nem allhat a jelenség hatterében, de mas
vegyiilet jelenlétét — amit a bevezetdben is emlitettem — nem tudtam sem igazolni, sem kizarni.
Tovabbi lehetdség, hogy az eléfermentacié soran a tapkozeg egy vagy tobb fontos alkotdja annyira
elfogyott, hogy ez akadéalyozta a fofermentdcido sordn a sorélesztd szaporodasat. Az erjeszthetd

szénhidratok mennyiségének valtozasat bemutato dbra a Mellékletben talalhato (1. és I1. 4bra)

91



A ,,.B” mddszerrel azt lehet megvizsgalni, hogy az egyik sejt (ebben az esetben az idegen ¢€leszto)
jelenléte — megjelenése — a tapkdzegben hogyan befolydsolja a masik sejt (itt a sorélesztd)
szaporodasat. A fOfermentacid sordn a S’'codes ludwigii €lesztd nem mutatott jelentOsebb
szaporodast egyik keverési aranyndl sem, annak ellenére, hogy a szénhidratok mennyisége alapjan
erre lett volna alkalma, mert az el6fermentacio sordn a S. cerevisiae sOréleszté nem hasznalta fel a
gliikozt €s fruktozt teljes mértékben. Az idegen élesztd sejtek megjelenése a tapkozegben ugy tinik,
nem befolyasolta a sorélesztd szaporodasat. Ugyan a S’codes ludwigii sejtek nagyobb aranya
megmaradt a kisérlet végéig, am csokkend mértékben. A gliikkozt ¢és fruktozt ekkorra szinte teljesen
felhasznaltdk az élesztok, am a maltozbol ¢és maltotriozbol csekély mennyiség fogyott.
Elképzelhetd, hogy ebben attételesen szerepe lehet az idegen ¢€lesztonek. A Iényegesen, 10-20-szor
nagyobb mennyiségll S’codes ludwigii sejtek felhasznalhattak olyan tapkozeg Osszetevot, ami ily
modon befolyéasolja a masik éleszté novekedését. A Melléklet III. és IV. abraja a szénhidratok

mennyiségének csokkenését mutatja be.

5.3.2.3 Kaolcsonhatas vizsgalat 20°C-on. L. erjesztési kisérlet

Az élesztok novekedését a hdmérseklet befolyasolja. Az eldz6 alfejezetben ismertetett kolcsonhatas
vizsgalatokat megismételtem magasabb hémérsékleten — 20°C-on — hogy a kevert kultarak esetében

megallapitsam a héfok hatasat.
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SEJTKONCENTRACIOK SZENHIDRAT ANALIZISEK EREDMENYEI
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34.abra. A soréleszto és az idegen éleszto sejtkoncentracidjanak alakulasa, valamint a
szénhidratok mennyiségének valtozasa 1:1, 1:10 és 10:1 kezd6 sejtaranyoknal

Az eredmények értékelése eldtt azt gondoltam, hogy a magasabb homérséklet kedvezni fog a
S. cerevisiae sorélesztonek, mert a monokultiras erjesztésben intenzivebb szaporodast mutatott,
mint a S’codes ludwigii ¢lesztd ezen a héfokon.

Az eredmény az 1:1 sejtarannyal inditott erjesztés esetében megfelelt a varakozdsomnak (34. abra).
A sorélesztd és idegen élesztd sejtek aranya megkozelitéleg 2:1-hez volt az erjesztés végén. A
fermentacié folytatdsaban valdszinilileg tovabb is ndvekedett volna még a sorélesztd sejtszama,

tekintettel arra, hogy a maltozt 72 6ra alatt nem hasznalta fel maradéktalanul.
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Abban az esetben, ha a S’codes ludwigii kezdd sejtszama 10-szerese volt a sorélesztoének, a 72 oras
fermentécio 48. 6rdjaban mar egész kis koncentracioban volt csak kimutathat6é ez utobbi. A 8°C-on
tapasztaltakhoz képest az idegen ¢€lesztd szaporodésa intenzivebb volt (34. ébra).

Ez alkalommal ugy is elvégeztem a vizsgalatot, hogy a sorélesztd kezdd sejtkoncentracidja volt 10-
szerese az idegen élesztd kezdd sejtszdmanak. A sorélesztd jo litemben szaporodott azonban —
ellentétben az 1:10 kezd6 sejtaranyu vizsgalattal, ahol a sorélesztd a fermentacido végén nem volt
kimutathaté — itt a S’codes ludwigii sejtek végig jelen voltak, és ha kisebb mértékben is, de
koncentraciojuk a kezdeti értékhez képest novekedett. A szénhidrat analizis szerint a 48. 6érara mar
kimeritették az ¢lesztok a tapanyag gliikkoz készletét, ezért sem ndvekedhetett tovabb a maltdzt nem
hasznositd idegen élesztd sejtkoncentracidja. A fermentacidé utolsd 24 oOrdjaban a S. cerevisiae

¢lesztd viszont még fel tudta haszndlni a sorlé maradék maltdz és maltotridz tartalmat (34. abra).
5.3.2.4 Kaolcsonhatas vizsgalat 20°C-on. II. erjesztési Kisérlet

Az alacsonyabb homérsékleten végzett kisérletekhez hasonloan, most is megvizsgaltam, hogy a
idegen ¢lesztd aranydnak novelése milyen hatdssal van a sorélesztére. Ez alkalommal az ,,A”
modszert 1:10 és 1:30 aranyu sorélesztd:idegen élesztd kevert kulturaval, mig a ,,B” modszert 1:30

sejtarannyal hajtottam végre (35. abra).

A B

_|OS. cerevisiae (1:10) 78 - OS.cerevisiae 1:30
OS. cerevisiae (1:30) i OS'codes ludwigii 1:30

P
)

Py
N
I

7.4 —
7.2
7.0
6.8
6.6
6.4
6.2
6.0

T T T 5.8 T T T
0 10 22 34 47 56 0 9 21 33 45
Erjesztési id6 (h) Erjesztési idé (h)

2
kN

™
%Y

=
>
L

& ¢

N
J—
\

LA
SIS
]

Sejt koncentracié (log sejt/ml)
& a

> o

i
Sejt koncentraci6 (log sejt/ml)

n
%

57

35.abra. Soréleszté és idegen éleszto sejtek kolesonhatasanak vizsgalata kiilonb6z6
modszerekkel

Az ,,A” mbdszernél — aminek az eredménye arra utalhat, hogy az eléfermentacié soran kertilt-e
olyan vegyiilet a tapkdzegbe, ami a féfermentacidban befolyasolhatja a soréleszté novekedését — azt
tapasztaltam, hogy az el6fermentdcioban alkalmazott sejtarany hatdssal lehetett a S. cerevisiae
szaporodasara. Az el6fermentdcié soran a gliikozt és fruktdzt felhasznaltak az élesztok, am a
maltéznak mintegy fele, a maltotrioznak egyharmada még rendelkezésére allt a sejteknek. A

fofermentacié végére minden erjeszthetd szénhidrat elfogyott a tapkdzegbdl, de ez a sejtszamot nem
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abrajan lathato.
A ,,B” modszer esetében a féfermenticid sordn a soréleszt6hdz nagy feleslegben adott S’codes
ludwigii sejtszama nem valtozott, a sdrélesztd azonban szaporodott. A szaporodas azonban lehetett

volna intenzivebb is, &m a maltdz és maltotriéz kozel fele felhasznalatlanul maradt a tdpkozegben

(Melléklet VII. abra).

5.3.3 A kolcsonhatas vizsgalatok eredményeinek dsszefoglalasa és értékelése

A Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 sorélesztd és a Saccharomycodes Iludwigii élesztd
kolcsonhatasat vizsgaltam munkamnak ebben a részében. Az el6zd fejezetben ismertetett kevert
kultaras erjesztések soran — melyeket sorlében végeztem — azt tapasztaltam, hogy ha a soréleszto-
idegen ¢lesztd kezdd sejtszama 1:10 vagy ennél nagyobb volt, akkor a S. cerevisiae sorélesztot
tulndtte az idegen élesztd. A jelenség azért volt érdekes szamomra, mert a sorélesztonek idealis
tapkozeg a sorlé, mig a maltdzt nem hasznositod S’codes ludwigii élesztonek nem.

Kolcsonhatasukat vizsgalva eldszor az idegen élesztd killer aktivitasat térképeztem fel. Killer toxin
— ha kis mennyiségben van jelen — esetleg okozhatja a szaporodas gatlasat. A Saccharomycodes
ludwigii éleszté egyike annak a szdmos nem-Saccharomyces élesztd fajnak, amelyek a must
spontan erjesztésében részt vesznek. Minthogy ezek kozott szdmos torzs rendelkezik killer
aktivitassal, és errél nem taldltam informaciét a szakirodalomban, feltételeztem, hogy az altalam
hasznalt S’codes ludwigii is termelhet toxint. A metilénkékes taptalajon agar diffuzidval elvégzett
vizsgalatok azonban nem utaltak killer aktivitasra sem a S. cerevisiae WS 34/70 sorélesztd, sem a
S. cerevisiae S6 szuperszenzitiv élesztOvel szemben. Ezt a feltételezést tehat elvetettem.

A tovabbiakban kevert kultirads erjesztéseket végeztem 8 ¢és 20°C-on, kiilonbozé kezdd
sOrélesztd:idegen ¢€lesztd sejtaranyokkal (1:1, 1:10, 1:15, 1:20, 1:30, ill. 10:1), nyomon kovettem a
sejtszamok alakuldsadt és a szénhidratok felhasznaldsat. Alkalmaztam olyan modszert (,,A”
modszer), ami azt mutatja ki, ha a nem-Saccharomyces olyan jellegli vegyiiletet termel, ami lassitja
a sOrélesztd szaporodasat, és olyan modszert is (,,B” modszer), ami a sejt-sejt kontaktus szaporodast
szabalyozd szerepét vizsgalja.

Ez utobbi nem hozott olyan eredményt, ami magyardzna az altalam tapasztaltakat.

Feltételezésem szerint a jelenségnek két magyarazata lehet. (1) A nem-Saccharomyces élesztd
termel olyan vegyiiletet, ami lassitja a soréleszté novekedését. (2) A nem-Saccharomyces torzs
nagyobb sziikséglete révén (NISSEN et al. 2003) kimeriti a tdpanyagnak egy olyan komponensét,
ami a sOrélesztd normalis szénhidrat-felvételéhez, anyagceseréjéhez sziikséges, aminek hidnyaban

szaporodasa lassul.
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Az elso feltételezés igazsaganak kideritéséhez részletes analitikai vizsgalatokra lenne sziikség. A
kozepes szénladnct zsirsavak koziil a kaprilsav (oktansav) €s kaprinsav (dekansav) gatld hatésat a
Saccharomyces ¢€lesztOkre BISSON (1999) ¢és VIEGAS ¢és munkatarsai (1989) is hangsulyoztak,
megjegyezve azt is, hogy a nem-Saccharomyces €lesztok szintetizalnak ilyen vegyiileteket.

A masodik esetben is behaton kellene tanulmanyozni a sorélesztd szénhidrat-anyagcseréjét,
elsésorban a maltoz ¢és maltotrioz felvételét befolydsold tényezdket. RAUTIO ¢és
LONDESBOROUGH (2000) a maltéz transzporter aktivitasat vizsgaltak sorerjesztés alatt.

Az erjedést és ¢élesztd szaporodast gatld tényezok koziil a nitrogén hidny az egyik, amit emlitenek,
¢s ugyanez megjelenik a borélesztoknél is, mint a gliikéz felvételét befolyasold faktor
(MCCLELLAN et al. 1989). A sorélesztoknél nitrogén hiany esetén a tapkozegben 1évo gliikkoz
indukal egy folyamatot, ami a maltoz transzporterek inaktivaldsat eredményezi. Ebben az esetben
nem csak akaddlyoztatva van az Uj maltdz transzporterek szintézise, hanem a mar létezd
transzporterek is eltlinnek (RAUTIO&LONDESBOROUGH 2000).

BISSON (1999) 06sszefoglald cikkében leirta, hogy a kevert kultiras fermentacidk vitamin
szlikséglete a szokasosnal nagyobb. A vitaminok nagyobb fogyéasat eredményezi, ha alacsony
hémérsékleten végeznek Saccharomyces €s nem-Saccharomyces élesztok keverékével erjesztést.
Az alacsonyabb hémérséklet (amit a cikkben nem nevez meg pontosan) a nem-Saccharomyces
¢lesztoknek kedvez, és ez szintén a vitaminok gyors fogyasdhoz vezet, lelassitva ezzel a
Saccharomyces ¢éleszt6 tovabbi fermentacios tevékenységét.

Ezek alapjan a nitrogén vegyiiletek és a vitaminok mennyiségének valtozasat lenne érdemes
nyomon kovetni a sorlé kevert kulturés erjesztése alatt is, ami valaszt adhatna arra a kérdésre, hogy
milyen moédon hat a Saccharomycodes ludwigii idegen élesztd torzs a Saccharomyces cerevisiae

WS 34/70 sorélesztd torzs szaporodasara €s erjesztési képességeire.
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5.4 BIOTECHNOLOGIAI MODSZEREK ALKALMAZASA

ALKOHOLSZEGENY SOROK ELOALLITASARA

Napjainkban az alkoholmentes és alkoholszegény sorok gyartasanak technoldgidja altalaban két
modszerrel torténik. Egyfeldl a normal erjesztési technologiaval eldallitott sorbol evaporacidval,
dializissel vagy reverz ozmozissal tavolitjak el az alkoholt (KUNZE 1999, PILIPOVIK&RIVEROL
2005). Masfeldl un. megszakitott erjesztést végeznek, amikor vagy nagyon rovid érintkeztetési id6
(0,5-8 ¢6ra) és magas homérsékletet (15-20°C), vagy kicsit hosszabb érintkeztetési idot (24 ora) és
alacsony homérsékletet (0-5°C) alkalmaznak (VAN IERSEL et al. 1998).

Kisérletei munkamban két méasik modszert alkalmaztam, melyeket az eldz6 fejezetekben ismertetett

vizsgalatokkal és az ott kapott eredményekkel alapoztam meg.

5.4.1 Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 sorélesztot és Saccharomycodes ludwigii élesztot

tartalmazo keverék kultura alkalmazdasa alkoholszegény sor eldallitisdara

A specialis élesztok alkalmazésat, melyek a soréleszt6tdl eltérd szénhidrat hasznositdsuk révén
(elsésorban a maltdézt nem erjesztik) termelnek kisebb mennyiségben alkoholt, emlitik a
szakirodalomban (KUNZE 1999), am gyakorlati alkalmazasukrol {izemi méretekben nincs
tudomasom.

Kisérleti munkdmban tobb ilyen maltdéz negativ élesztétorzzsel (4.1.1. fejezet) és egy sorélesztd
torzzsel (Saccharomyces cerevisiae WS 34/70) végeztem kevert kulturés erjesztéseket. Célom volt,
hogy megallapitsam melyik specidlis ¢élesztd eredményez kis alkoholtartalmu terméket kedvezd,
sorre jellemzd aroma Osszetétellel. Ezt kovetden arra kerestem valaszt, hogy milyen aranyban
tartalmazza a kétféle élesztot a starterkultira.

Az eredmények alkalmazasdval a tovabbiakban célul tliztem ki (1) a soOrélesztdé torzs és a
Saccharomycodes ludwigii torzs kezdd aranyanak pontositasat, (2) modositott szénhidrat dsszetételi

sorlé eloallitasat, (3) laboratoriumi méretekben sor eléallitasat.

5.4.1.1 Kevert kultiaras erjesztés Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 sorélesztovel és

Saccharomycodes ludwigii élesztével

A kovetkezd fermentacidokban tehat mar csak a Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 soréleszto €s a
Saccharomycodes ludwigii €leszt6 vett részt. 300 ml steril sorlevet oltottam be 1:12, 1:15, 1:17 és
1:20 aranyu keverék kultaraval. A idegen élesztd kezd§ sejtkoncentracidja 1 x 107 sejt/ml volt, a
soréleszté¢é pedig aranyosan kevesebb. A fOerjesztés 7 napig 8°C-on, majd a sejtek eltavolitdsa utan
az utoerjesztés 14 napig 0°C-on zajlott. Az erjesztéseket minden arany esetében 3 parhuzamosban

végeztem. A 5.2.2.5. fejezetben mar ismertettem, hogy a fOerjesztés végén milyen sejtaranyokat
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tapasztaltam. A 23. tablazatban az erjesztés végén mért alkohol és aroma anyag koncentraciokat

ismertetem.

23.tablazat Etanol és aroma anyag koncentraciok az utéerjesztés végén

ETANOL | ACETALDEHID [ DMS ET"T PROPANOL|I-BUTANOL| I-AMILACETAT | I-AMILALKOHOL | DIACETIL 233-
ACETAT] PENTANDION
VIV% mg/l pg/l | mg/l mg/l mg/l mg/l mg/1 ug/l ng/l
\SACCHAROMYCODES LUDWIGII

1:12 1,40 15,2 0 3,1 4,7 11,6 0,3 33,4 43 12
1:12 1,59 10,8 4 39 4,5 11,7 0,13 35,2 46 14
1:12 1,37 8,1 2 3,7 4,0 10,9 0,2 31,5 42 11
1:15 1,37 6,9 2 3,2 3,9 10,7 0,4 30,5 38 9
1:15 1,32 9,8 2 32 4,1 11,1 0,4 32,7 39 10
1:15 1,30 7,7 5 32 4,0 10,6 0,3 30,0 39 9
1:17 1,23 6,4 1 4,0 3,8 10,3 0,2 29,1 36 9
1:17 1,27 7,0 6 3,5 3,8 10,7 0,2 30,0 37 9
1:17 1,36 7,1 1 2,9 3,9 10,7 0,3 31,5 32 9
1:20 1,38 {82 2 3,5 4,3 10,9 0,2 33,4 31 10
1:20 1,07 6,3 3 3,3 3,3 10,4 0,3 29,7 35 8
1:20 1,30 4,1 3 2,9 3,5 9,6 0,06 28,4 29 7

2V/V% 2-10* <100*| 10-40* 7-16* 5-20* 0,1-7,0* 30-70* <100* <50*

*Irodalmi adatok (KRUGER&ANGER 1990)

Az eredményeket Osszegezve megdallapitottam, hogy a korabbi erjesztések eredményei
reprodukélhaténak bizonyultak. Amennyiben a beoltaskor 12-20-szor tobb Saccharomycodes
ludwigii éleszt6t alkalmaztam, mint S. cerevisiae élesztét, akkor a fberjesztés soran mintegy
»kontroll” alatt tartotta a specialis élesztd a sorélesztét. Ennek megfeleléen az alkohol
koncentracidja a végtermékben 1,5 V/V% alatt maradt. Az aroma anyagokat illetden az észterek
igen alacsony szintje jelenti a legnagyobb hidnyossagot, am a soréleszté némileg potolja a S’codes
ludwigii éleszt6 fogyatékossagait. A kiillonbozo kezdd sejtaranyok jelentds eltéréseket nem okoztak
az alkohol és aroma anyagok koncentracidja tekintetében, ezért az 1:15 aranyt hasznaltam a

laboratoriumi sérkészités soran, melyet az 5.4.1.3 fejezetben ismertetek.
5.4.1.2 Maoadositott szénhidrattartalmu sorlé eloallitasa laboratériumi koriilmények kozott

Az erjesztéses vizsgalatok soran tobbszor is bebizonyosodott, hogy a Saccharomycodes ludwigii
¢lesztd (és a tobbi altalam alkalmazott specidlis €lesztd) szadmdra a sorlé nem tekinthetd idealis
tapkozegnek. Az erjesztés utdn nagy mennyiségben — kozel 50 g/l - marad maltéz (22. dbra) a
termékben. Ugyan a maltéz édesitdereje elmarad a szachardzétdl, ekkora mennyiségben mar
befolyasolhatja a termék érzékszervi tulajdonsagait édes izt okozva, ami a sor egyik alapvetd
izhibdja.

A hagyomanyos sorlé eldallitdsa soran az enzimes keményitObontas két lépésben zajlik. A

keményitét a B-amilaz 60-65°C-on erjeszthetd szénhidratokra és B-hatardextrinekre, az a-amilaz
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pedig 70-72°C-on nem erjeszthetd szénhidratokra bontja. Ha a cefrézés sordn a 62°C-os
homérsékleti pihendt kihagyjak €s csak az a-amildz miikodésére adnak alkalmat 72°C-on, akkor
Iényegesen kevesebb erjeszthetd szénhidrat — gliikdz, fruktdz, maltdz, maltotrioz — keletkezik.

A 4.6.1 fejezetben leirt modon végeztem cefrézést pilseni és miincheni, illetve karamell malatak
kiilonb6z6 aranyu keverékével.

A keverési aranyokat az 24. tdblazatban ismertetem.

24.tablazat Malatak keverési aranya cefrézési kisérlethez

1 2 3 4 5 6 7 8
Pilseni malata 100% 80% 60% 40% 20% 0% — —
Miincheni malata 0% 20% 40% 60% 80% 100% 95% 90%
Karamell malata — — — — — — 5% 10%

Minden cefrézést kétszer végeztem el. Az elsd sorozatban a sorleveket Saccharomyces cerevisiae
WS 34/70 sorélesztdvel, a masik sorozatban Saccharomycodes Iudwigii élesztével oltottam be.
Megmértem a sorlevek extrakttartalmat és szénhidrat Gsszetételét. Erjesztés utan az eldbbieken

kiviil az alkohol koncentraciot is meghataroztam.

L cefrézés
Az 36. abran és 25. tablazatban az elsé cefrézési kisérlet soran készitett sorlé valdodi maradék
extrakttartalmat, majd a Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 sorélesztovel végzett végerjedésfok

vizsgalat eredményeit ismertetem.
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36.abra. Kiilonb6zo malatak keverékébdal eléallitott sorlevek és a sorélesztével erjesztett
sorlevek valodi maradék extrakttartalma
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25.tablazat Sorélesztovel erjesztett sorlevek végerjedésfoka és alkoholtartalma

1 2 3 4 5 6 7 8
PILSENI MALATA 100% 80% 60% 40% 20% 0% — —
MUNCHENI MALATA 0% 20% 40% 60% 80% 100% 95% 90%
KARAMELL MALATA — — — — — — 5% 10%
Alkoholtartalom V/V% 4,20 3,89 3,99 3,81 3,71 3,49 3,54 3,57
Végerjedésfok % 89,38 | 86,54 | 86,33 | 84,75 | 82091 80,55 | 80,85 | 80,95

A hagyomanyos cefrézési technoldgiaval késziilo sorlevek extrakttartalma 12% (m/m) koriil szokott
lenni. A 100% pilseni malata felhasznalasaval eléallitott sorlé esetében mért extrakttartalom tiikrozi
a modositott cefrézés hatasat, a tobbi minta eredményei pedig a mas tipusu (kisebb
enzimaktivitassal rendelkezd) malatdk alkalmazédsanak a hatdsat is. A hagyomdnyos cefrézéssel
késziilt sorlé végerjedésfoka 80-88%, ami altalaban 5 V/V% feletti alkoholtartalmat eredményez.
Az altalam késziilt sorlevekre is igaz a 80% feletti végerjedésfok, &m az a miincheni malata
aranyanak novekedésével fokozatosan csokken. Az alkohol mennyisége viszont alacsonyabb, amire

magyarazattal szolgal a sorlevek erjeszthetd szénhidrat 6sszetétele, ami a 37. dbran lathato.
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37.abra. Hagyomanyos és modositott cefrézéssel késziilt sorlevek erjesztheto
szénhidrattartalma

A cefrézés soran a B-amildz enzim mikddésének optimalis 60-65°C-os hdmérsékleti 1épcsd
kihagyasanak eredményeként mindharom erjeszthetd szénhidrat koncentracidja jelentésen csokkent.
Szamomra pozitiv eredmény, hogy a maltdoz mennyisége nagymértékben csokkent. Az enzimben
gazdag pilseni maldta ardnydnak csokkentése, illetve a kevésbé enzim dus miincheni maléta

aranyanak novelése fokozatosan csokkenti a maltdz koncentraciojat a sorlében.
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A Saccharomyces cerevisiae WS34/70 sorélesztd ugyan fermentalta a szénhidratok nagy részét, am

azok abszolut mennyiségének csokkenése a legmagasabb elérhetdé alkohol koncentraciot is

alacsonyabb értéken tartotta (25. tablazat).

11. cefrézés

Az elsO cefrézést megismételtem, am ez alkalommal a maltdézt nem hasznositdé Saccharomycodes

ludwigii €lesztOvel erjesztettem a sorleveket, majd meghataroztam a végerjedésfokot, illetve azt,

hogy maximalisan mekkora alkohol koncentracié érhetd el.
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38.abra. Kiilonb6z6 malatak keverékébdol eloallitott sorlevek és az idegen élesztovel erjesztett
sorlevek valodi maradék extrakttartalma

A megismételt cefrézés hasonld extrakttartalmu sorleveket eredményezett, am a Saccharomycodes

ludwigii €lesztével végzett erjesztés sokkal kisebb extrakt csokkenést okozott (38. abra).

26.tablazat S’codes ludwigii élesztovel erjesztett sorlevek végerjedésfoka és alkoholtartalma

1 2 3 4 5 6 7 8
PILSENI MALATA 100% 80% 60% 40% 20% 0% — —
MUNCHENI MALATA 0% 20% 40% 60% 80% 100% 95% 90%
KARAMELL MALATA — — — — — — 5% 10%
Alkoholtartalom V/V% 0,85 0,98 1,34 1,02 0,99 1,05 1,11 1,05
Végerjedésfok % 19,34 | 21,61 | 27,18 | 21,96 | 21,05 | 22,00 | 2328 | 21,82

A 26. tablazatban dsszefoglalt adatok szerint mintegy 75%-kal kisebb végerjedésfokokat mértem és

a specialis éleszt6 altal termelt alkohol mennyisége is lényegesen kisebb volt.
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39.abra. Hagyomanyos és modositott cefrézéssel késziilt sorlevek (A) majd S’codes ludwigii
élesztovel erjesztett sorlé (B) erjesztheto szénhidrattartalma

Az erjeszthetd szénhidratok mennyiségi aranya jol mutatja a kis alkoholtartalom ¢és végerjedésfok
okat. A Saccharomycodes ludwigii — maltoz negativ — ¢€lesztd a gliikkdzt szinte teljes egészében,

illetve a maltotrioz 70-75%-4t felhasznalta, 4m a maltdzt nem erjesztette (39. dbra).
5.4.1.3 Sor készitése laboratéoriumi koriilmények kozott

A Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 soréleszté €s a — korabban ismertetett modon kivalasztott
maltdozt nem erjesztd specidlis ¢€leszt6 — Saccharomycodes Iludwigii 1:15 ardnyban kevert
kultarajaval, moédositott szénhidrat osszetételii sorlé erjesztésével kis alkoholtartalmu sort
készitettem.
Az alabbi harom kiilonb6z6 malatakeverékbdl allo sorleveket valasztottam:

e 80% pilseni malata + 20% miincheni malata

e 60% pilseni malata + 40% miincheni maléta

® 95% miincheni maléta + 5% karamell malata
Ezeket a keverékeket a kedvezd végerjedésfokuk miatt véalasztottam (23. tdblazat). Az abszolut
értékiik alacsony, mert a speciélis élesztd a maltozt nem hasznalta fel. Am lényeges, hogy az élesztd
képességeihez mérten a lehetd legnagyobb végerjedésfokot érjiik el, mert a végtermék tartossagat a
maradék szénhidrattartalom befolyasolja. Természetesen minél kevesebb a maradék cukor, annal
kevésbé van kitéve a termék mikrobioldgiai romlasnak.
A 4.6.1 fejezetben ismertetett modon készitettem a sorlevet, majd beoltottam a sorélesztd és idegen
¢lesztd keverékével. Az 27. tablazatban a ,.édes”, majd a komlozott sorlevek és az erjesztés

eredményeként kapott termék adatai lathatok.
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27.tablazat Modositott cefrézéssel, és Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 soréleszto és
Saccharomycodes ludwigii éleszt6 1:15 aranyu keverékével késziilt sorok fontosabb

paraméterei
80% PILSENI MALATA 60% PILSENI MALATA 95% MUNCHENI MALATA
20% MUNCHENI MALATA | 40% MUNCHENI MALATA | 5% KARAMELL MALATA
SORLE
EXTRAKTTARTALOM (%) | 8,64 | 8,75 | 8,99
KOMLOZOTT SORLE
EXTRAKTTARTALOM (%) 991 9,81 9,7
MALTOZ (g/1) 47,9 49,2 41,3
GLUKOZ (g/) 7,40 5,35 11
MALTOTRIOZ (g/1) 13,7 14,3 17,5
TERMEK
EXTRAKTTARTALOM (%) 8,12 8,23 7,56
ALKOHOLTARTALOM (V/V%) 1,03 1,04 0,7
VEGERJEDESFOK (%) 22 20 12
MALTOZ (g/1) 40,0 40,5 32,6
GLUKOZ (g/1) 0 0 5,5
MALTOTRIOZ (g/1) 12,1 12,3 13,5
ACETALDEHID (mg/1) 11,7 9,8 NA
DMS (ug/l) 4.3 5,2 NA
ETIL ACETAT (mg/l) 2,1 2,9 NA
PROPANOL (mg/1) 3,8 3,8 NA
[-BUTANOL (mg/1) 7,10 7,35 NA
[-AMILACETAT (mg/]) 0,07 0,06 NA
[-AMILALKOHOL (mg/1) 25,45 24,15 NA
DIACETIL (ug/l) 36,90 36,65 NA
2,3-PENTANDION (ug/l) 18,35 17,50 NA

NA: nincs adat

A pilseni és miincheni malatdk keverékébdl eldallitott sorlevek és azok erjesztésével késziilt
termékek nagyon hasonlonak bizonyultak mind paramétereiket, mind érzékszervi tulajdonsagaikat
tekintve.

Az éltalam feléllitott kovetelménynek, hogy alkoholtartalmuk alacsony legyen, mindkettd
megfelelt. Aroma anyagait vizsgalva azok kissé elmaradtak az eldzetes kisérletben kapottaktol, de
ezért az eltérd Osszetételli sorlé lehet a felelds.

A termékek illata kifejezetten aromds volt, ami az izében is megjelent. Minden bizonnyal a
kozmaolajoknak kOszonhetd a gyiimolcsos, kifejezetten mézes illat és iz. A termékben maradt
maltéz nem okozott érezhetden édes izt. A testesség nem volt jellemzd egyikre sem, bar ez az
alkoholszegény sorokre is elmondhatd. Osszességében kellemes, fogyasztasra mindenképpen
alkalmas terméket kaptam.

Szabalyos érzékszervi mindsitést a minta korlatozott mennyisége miatt nem allt modomban

elvégezni.
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5.4.2 Alkoholszegény sor eléallitisa folyamatos erjeszto rendszerben, rogzitett hagyomadnyos és

killer sorélesztovel

Az alkoholmentes és alkoholszegény sorok eldallitdsa rogzitett ¢lesztdsejtekkel is lehetséges. Az
Irodalmi attekintés 2.5.4 fejezetében részletesen targyaltam azokat a fizioldgiai valtozasokat, amiket
a rogzités okoz az élesztésejtekben. Alacsony homérséklettel, rovid — néhany oras — érintkeztetési
idovel kombinalva a rogzitést, kis alkoholtartalmt termék keletkezik.

Kisérleti munkdmban nem csupan egy kis alkoholtartalommal rendelkezd termék eldallitasa volt a
cél. Azt is vizsgaltam, hogy az éltalam létrehozott killer soréleszté — az alkalmazott koriilmények
kozott — képes-e hasonld erjesztési teljesitményre, mint a protoplaszt fizidban sziiloként hasznalt
sOrélesztd. A genetikai modszerrel 1étrehozott sorélesztének ezen tulajdonsaga éppoly fontos, mint
killer aktivitasa, melynek vizsgalatat az 5.1.3 fejezetben ismertettem.

Els6ként mindkét élesztétorzset rogzitettem, majd egy altalam Osszeallitott rendszerben vizsgaltam

az erjesztési tulajdonsagaikat.
5.4.2.1 Hagyomanyos és killer soréleszto rogzitése

Az ¢lesztésejtek rogzitéséhez a hagyomanyos csepegtetéses modszert haszndltam. A sejtek
5-10 x 10® sejt/ml koncentracioban voltak jelen az igy késziilt alginat gyongyokben. A nagy
sejtszam eléréséhez az élesztésejteket laboratoriumi fermentorban szaporitottam, komplett
taptalajban. A katabolit represszié elkeriilése érdekében a szénhidratot (szachardzt) tobb adagban,
meghatarozott 1d6kozonként adtam a tapleveshez a szaporitas sordn. A sejteket centrifugalassal
gyljtottem Ossze, mostam, majd elkészitettem a Na-alginat-élesztd szuszpenzidt. Ennél a 1épésnél
kiemelt fontossdga van annak, hogy a szuszpenzié homogén, sima allagt legyen, hiszen a gyongyok
formazasahoz alkalmazott injekcios tii konnyen eldugul.
Célom az volt, hogy a gyongyok 1,5-2 mm atméréjiek legyen. Irodalmi adatok szerint ilyen
méretnél még nem Iépnek fel anyagatadasi problémak, mind a szubsztratumok, mind a képzddd
termékek diffuzioval eljutnak a sejtekhez, illetve kijutnak a gélgydongybdl. A cél megvalositasdhoz a
gyongyok gyartasakor a kovetkezd paramétereket kellett figyelembe venni:
o Szuszpenzio adagolas: a perisztaltikus pumpa sebességét az adott szuszpenzidhoz kellett
beallitani. Ha tul gyors volt, akkor elnyult, csepp alaku gyongyok valtak le a tiirdl.
e A ti atmérdje: 0,6 mm-es bizonyult a megfelelének. Nagyobb atmérdjit hasznalva tul nagy
gyongyoket kaptam.
o Cseppentési magassag: a tiibol kinyomott gyongyok utjanak hossza a CaCl, oldatig kb. 20 cm
magassagnal bizonyult megfelelonek. Kisebb magassadg esetén csepp alaku gyongyoket

kaptam.
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A rogzitéshez a Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 hagyomanyos sorélesztot (40. abra), illetve

crer

(8/a abra, 5-0s telep) hasznaltam (40. dbra). A tovébbiakban a két torzsre ,,WS 34/70” és ,,WS
K7/5” jelolésekkel fogok utalni.

A (WS 34/70)
-~
\.'\ - '

i ’ I..‘L_ -\ £ ‘ X ; ! . o " ‘ .“-. ~ - ‘
40.abra. Rogzitett hagyomanyos (A) és Kkiller (B) soréleszto sejtek pasztazo
elektronmikroszkopos képe (1500x-0s nagyitas)

5.4.2.2 Folyamatos erjesztés rogzitett hagyomanyos és Killer sorélesztovel

A bioreaktor felépitése
Az erjesztések soran azt vizsgaltam, hogy a protoplaszt fuzioval 1étrehozott, killer aktivitast mutatd
¢lesztd rendelkezik-e a sorélesztd sziilohdz hasonld fermentéacios képességgel. A kisérletekhez egy

folyamatos erjesztésre alkalmas termosztalhatd toltott agyas bioreaktort allitottam Gssze, melyet a

B |
I'—' Hiitdszekrény

Toltott agyas oszlop

41. abra mutat be.

Termosztat

Perisztaltikus pumpa

41.abra. Rogzitett élesztos, toltott agyas bioreaktor

A sorlevet, amelyet a bioreaktorban erjesztettem, hiitdben taroltam (a kép jobb szélén lathato).
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A folyamatos fermentor bedllitisa
A tényleges vizsgalatok megkezdése elott be kellett allitani a folyamatos fermentort. Ehhez eldzetes
erjesztéseket hajtottam végre, megfigyelve a berendezés mitkddését.
Hoémérséklet: a proba erjesztés 4°C-on tortént, ami tal magas homérsékletnek bizonyult. Az
oszloprol lejové termék etanol tartalma meghaladta az 1-1,5 V/V%-os Kkitlizott értéket. A
tovabbiakban az erjesztéseket 2°C-on végeztem.
A sorlé betaplalasa: a proba erjesztés soran az oszlop tetején Iépett be a sorlé és alul 1épett ki. A
kiléps termékben 2-4 x 10° sejt/ml koncentracioban volt jelen élesztd, ami til magas érték,
nagyarnyu volt a kimosodas. A sorlé iranyat megforditottam: a betaplalas alul, a kilépés feliil
tortént, ami megoldotta a problémat, minimalis mennyiségii €lesztdsejt volt jelen a termékben.
A sorlé sterilizalasa: a proba erjesztések sordn azt tapasztaltam, hogy az oszlop befert6zddott, ha
nem sterilezett sorlevet hasznaltam. Ezért a tovabbiakban csak sterilezett sorlevet engedtem az
oszlopra, valamint hiitve taroltam azt erjesztés kozben is.
Az oszlop elhelyezkedése. Az elsé hasznalathoz az oszlopot fiiggdleges pozicidban rogzitettem. Az
erjesztés soran azonban jelentds mennyiségli szén-dioxid képzddott, ami nem tudott szabadon
tdvozni ¢és az alginat gyongyoket az oszlop felsé részébe nyomta. Ez dugulédst eredményezett. Az
oszlopot ezutan az 12. abran is lathatdo megkozelitéleg 45°-o0s szogben rogzitettem, igy a CO, ugy
tudott eltavozni az oszlopbo6l, hogy nem okozott dugulast.
Mintagyiijtés és -elemzés folyamatos erjesztések sordn
Az erjesztések soran a mintagyiijtd livegben Osszegyiilt terméket meghatarozott 1dok6zonként
megvizsgaltam, és a legfontosabb paramétereket regisztraltam. A minta mennyiségét lemértem,
majd az eltelt ido alapjan ebbdl szamitottam a tényleges térfogataramot. Ezt kovetéen a mintat
centrifugaltam (5000 rpm, 10 min) vagy redds sziirén kovafoldon lesziirtem, €és szén-dioxid
mentesitést végeztem. A tlikrosre sziirt mintakat tobbféle analizisnek vetettem ala:

o A sorokre jellemzd legfontosabb paramétereket (1asd 4.7.3 fejezet) soranalizatoron mértem.

e HPLC-n meghataroztam az erjeszthetd szénhidratok fogyasat (1asd 4.7.2 fejezet).

fejezet).

Az igy kapott adatokat Osszehasonlitva arra kerestem vélaszt, hogy a protoplaszt fazidval
létrehozott killer sorélesztd erjesztési tulajdonsdgai hasonlitanak-e ahhoz a hagyomanyos
sOrélesztéhoz, amibol 1étrehoztam. Az éleszté egyik ,,feladata™ a sorlé fermentalasa soran, hogy a
rendelkezésére allo erjesztheté szénhidratokbol alkoholt allitson eld. Ugy gondoltam, hogy a két

¢lesztd teljesitményének Gsszehasonlitasara az etanol termelés alkalmas lesz.
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Erjesztési tulajdonsagok

Folyamatos erjesztési rendszerek esetében az egyik legfontosabb paraméter a térfogataram, illetve
az ebbdl kovetkezd tartdzkodasi idd. A tartdzkodasi id6 pedig befolyéasolja, hogy a sejteknek
mennyi kontaktidé all rendelkezésiikre a szénhidratok felhasznélésara és fermentdldsara. Ha az
erjesztés alatt valtoztatom a térfogataramot, az hatassal lesz a képzddd etanol mennyiségére.

Az erjesztések soran 4 kiilonbozo térfogataramot allitottam be, ami — 150 ml toltetet hasznalva — az

alabbi tartézkodasi idoknek felelt meg (27. tablazat):

27.tablazat Névleges térfogatairamok és annak megfelelo tartézkodasi idék

TERFOGATARAM TARTOZKODASI IDO
60 ml/h 2,5h

90 ml/h 1,66 h

120 ml/h 1,25h

150 ml/h l1h

Diagramon 4brazoltam a tervezett ¢és szamitott térfogataramot, illetve a képzddott etanol
mennyiségét az erjesztési id6 fliggvényében. Az 42. dbran a WS 34/70-es hagyomanyos soréleszto,
az 43. abran pedig a WS K7/5-0s killer sorélesztd fermentacioja soran mért adatok lathatok. Az dbra
bemutatja, hogy a két éleszt6torzs egyforman viselkedett az erjesztések soran: a térfogatiram
csokkentésével a termelt etanol mennyisége novekedett. S6t, ha nem csak a tendenciat veszem
figyelembe — amit a WS K7/5 élesztd esetében az abran szaggatott vonallal is jeloltem — hanem a
szamszer(i adatokat is, akkor megallapithatd, hogy a legalacsonyabb térfogataramnal (60 ml/h) a
killer sorélesztd jobban teljesitett. Mig hagyomanyos sorélesztd 1,4 V/V% koriili értéket ért el,
addig a killer sorélesztd 1,4 és 1,8 V/V% kozotti mennyiségben termelt alkoholt.
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42.abra. Folyamatos erjesztés Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 élesztével

A térfogataram ndvelésével az etanol koncentracid mindkét ¢Eleszté esetében csokkent.
Megfigyelhetd, hogy a killer soréleszté 120 ml/h térfogataram beallitdsakor mar alig allitott eld
alkoholt, az értékek 0 és 0,4 V/V% kozott valtoztak. A hagyomanyos sorélesztd 120-150 ml/h

névleges térfogataramnal is 0,8-1 V/V% koncentracioban termelt etanolt.
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43.abra. Folyamatos erjesztés WS K7/5 killer sorélesztovel
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Szénhidrat hasznositds

A jelenség okat jol mutatja a szénhidrat analizis eredménye. Megmértem a sorlében taladlhato
gliikdz, maltdéz és maltotriz mennyiségét, majd 3 kiilonb6z6 térfogatarammal (60, 90, 120 ml/h)
végzett folyamatos erjesztés utan a termékben maradt szénhidratokat. Az 44. abran azt dbrazoltam,
hogy a két ¢lesztotorzs a rendelkezésre alld szénhidratok hany szazalékat hasznalta fel. Az adatok
szerint 60 ml/h térfogataramnal a killer sorélesztd nagyobb szazalékban hasznositotta mindharom
szénhidratot, amibdl egyenesen kovetkezik a nagyobb etanol koncentracid. A 90 és 120 ml/h-es
térfogataram alkalmazasakor azonban malt6zbol és glilkdzbol a hagyomanyos sorélesztd erjeszt
nagyobb mennyiséget, ami meg is jelenik a képzddott alkohol mennyiségekben.

Ezek alapjan megallapitottam, hogy nagyobb térfogatiram esetén a hagyomdényos sorélesztod

hatékonyabban tudja felvenni a sérlében talalhato erjeszthetd szénhidratokat (44. ébra).

Felhasznalt szénhidrat (%)

Gliikoz

Maltotrioz

44.abra. A rogzitett soréleszto és Killer soréleszto szénhidrat hasznositasa kiilonb6z6
térfogatiramoknal

Aromatermelés

A sOrok esetében az aroma anyagok mennyisége meghatarozo6 tényezo. A folyamatos erjesztéskor
gyljtott mintakat gazkromatografias vizsgalatoknak is alavetettem, hogy a benniik jelen 1¢évo,
érzékszervileg aktiv vegyiiletek mennyiségét meghatarozzam. Az értékelést annak figyelembe
vételével végeztem el, hogy az altalam vizsgéalt mintdk csak fickosornek tekintheték, mivel

aszokolasuk nem tortént meg.
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28.tablazat Hagyomanyos és Kkiller soréleszté altal erjesztett mintak illékony aroma
komponenseinek mennyisége

TERFOGATELESZT(ST(")RZS ACETALDEHID| DMS ETIL,- PROPANOL|[-BUTANOL| I-~AMILALKOHOL |DIACETIL 233_
IARAM ACETAT PENTANDION
ml/h mg/1 pg/l | mg/l mg/1 mg/1 mg/1 ug/l ug/l
120 WS 34/70 15,1 150 0,9 1,5 0,8 34 200 90
WS K7/5 4,3 31,3| 04 0,9 04 39 67 22
90 WS 34/70 3,7 26,0 0,6 1,2 0,6 4,0 242 98
WS K7/5 9,2 4721 05 34 0,8 4,5 107 41
60 WS 34/70 3,9 230 1,0 1,6 0,8 4,7 248 88
WS K7/5 12,0 28,0 0,7 4,0 0,9 6,0 119 47
[rodalmi adatok
(KRUGER&ANGER 1990) 2-10 <100| 10-40 7-16 5-20 30-70 <100 <50

DMS: dimetil-szulfid

A gazkromatografids mérések alapjan a killer sorélesztd az adott koriilmények kozott nagyon
hasonlo teljesitményt nytjtott, mint a hagyomanyos sorélesztd. Néhany esetben a killer sorélesztd
altal erjesztett mintak jobb eredményeket adtak (ezeket kiemeltem az 28. tdblazatban). Lathato,
hogy a killer sorélesztd észter szintézise némileg elmarad a hagyomanyos soréleszt6jétél, am a
kozmaolajok (propanol, izo-butanol, izo-amilalkohol) mennyisége kedvezdébb, kiilondsen a kisebb
térfogataram alkalmazasanal. Kiilon kiemelném a diacetil koncentracidra kapott adatokat, amelyek
arra utalnak, hogy a killer soréleszté kevesebbet termel ebbdl a sér mindsét karosan befolydsold
vegyiiletb6l. A hagyomanyos sorélesztd mintaibol mért 200-250 pg/l-es értékek is megfelelnek az
ipari gyakorlatban tapasztalt mennyiségnek (MISINSZKI 2000). A sorélesztd képes redukdlni az
altala szintetizalt diacetilt, de kétségteleniil eldnyos, ha a szintetizalt mennyiség eleve alacsony. A
diacetilt indikator vegyiiletnek tekintik: amikor mennyisége 100 pg/l ala csokken, az 4szokolas
befejezddott, a sor kereskedelembe kiadhatd. A tabldzat utols6 sordban a kész sorben elvart
aromaanyag mennyiségeket tiintettem fel (KRUGER&ANGER 1990). Ezektdl, természetesen az
altalam mért értékek jelentdsen elmaradnak a folyamatos erjesztésbdl adodo rovid kontaktidd, az
aszokolds hidnya és az alacsony erjesztési hdmérséklet miatt (2°C) is.

A munkam sordn hasznalt hagyomanyos sorélesztd, a Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 iparban
is széles korben alkalmazott torzs, melynek erjesztési tulajdonsagai €s aroma termelése is kivalo. A
(WS K7/5) a molekularis vizsgalatok szerint genetikai allomanyat tekintve nagyon hasonlonak
bizonyult a sorélesztd sziildi torzshdz, és kétségkiviil rendelkezik killer aktivitassal. A rogzitett
sejtekkel elvégzett folyamatos fermentaciok soran kapott adatok is azt bizonyitjak, hogy a vizsgalt
koriilmények kozott a killer sorélesztdé a hagyoményos sorélesztohoz nagyban hasonlito

képességekkel rendelkezik.
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6 OSSZEFOGLALAS

A sOr piacanak visszaszoruldsa miatt a csucstechnoldgiaval felszerelt tizemek kapacitasuk egy
részét nem tudjak kihasznalni. Ez talan jelzésként szolgalhatna a gyartoknak, hogy érdemes ujszerti
termék(ek) fejlesztésében gondolkodni, egyrészt kapacitdsuk kihasznalasa, masrészt a fogyasztok 1j
csoportjanak meghdditasa érdekében. A termékfejlesztést — mint minden kutatast — alapkutatas kell,

hogy megeldzze.

1.  Killer soréleszt6 létrehozasa protoplaszt fuzioval és vizsgalata

A jo sor eldéllitaisa nagyban fligg az erjesztés mindségétol. Maga a folyamat a fermentacios
koriilmények és az alkalmazott sorélesztd torzs tokéletes kombinacidja kell, hogy legyen. Akar a
koriilményekben, akar az élesztében bekdvetkezd legkisebb valtozas is élvezhetetlen terméket
eredményezhet. Emiatt a sorgyartok igen vonakodva fogadjak, ha barmilyen moédon moddositjak az
¢lesztdsejtet. A bor erjesztésében résztvevo €lesztok kozott természetes jelenség a killer aktivitds, a
stitdiparban pedig sikerrel alkalmaznak olyan — genetikai manipulacidval l1étrehozott — élesztdket,
amelyek killer toxin termeld képességiik révén ,,védik” a sajat tevékenységiiket.

Kisérleti munkam sordn protoplaszt fuzidval létrehoztam egy killer aktivitdssal rendelkezo
sorélesztét. Ehhez tobblépéses szelekcioval a Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 torzset
valasztottam sorélesztd sziilének, mely vildgszerte alkalmazott élesztétorzs a soriparban, kivalo az
erjesztési képessége és az aroma termelése. A rendelkezésemre 4all6 killer élesztd torzsek koziil a
K1 tipust Saccharomyces cerevisiae K7 jelii bizonyult megfelelének. A fizids termékek genetikai
tulajdonsagait kariotipizalassal és dsRNS plazmid izolalassal vizsgaltam.

Ezt kovetden a sorélesztd killer aktivitdsat tobb szempontbol is tanulmanyoztam. Az elvégzett
kisérletek azt igazoltdk szdmomra, hogy egy protoplaszt fuzidval 1étrehozott killer sorélesztd akkor
is képes hatékonyan toxint termelni az erjesztés soran, és érzékeny (vad)élesztoket elpusztitani, ha
relative kis mennyiségben van jelen a karos €lesztéhdz viszonyitva. A vizsgalatok szerint a killer
élesztd erre az optimalis 23°C alatt is képes, noha csokkent aktivitassal. Végezetiil pedig a

vizsgélatok azt mutattak, hogy a toxint kddold plazmid tartdsan megmaradt az élesztétdrzsben.

2.  Kevert kulturas erjesztések sorélesztékkel és idegen élesztokkel

Sorgyartéi  korokben eretnek gondolatnak szamit a hagyomdnyos sorélesztén kiviil mas
¢lesztOtorzset is alkalmazni az erjesztés soran. Az viszont ismeretes, hogy az alkoholmentes vagy
alkoholszegény sorok eldallitasanak egyik lehetséges mddja olyan specidlis élesztOk alkalmazésa,
amely szénhidrat hasznositdsa eltér a soréleszt6étél. Az Un. maltdéz negativ éleszték nem
hasznositjak a sorlében legnagyobb mennyiségben jelenlévd erjeszthetd cukrot, a maltozt, igy

csekély koncentracidban termelnek alkoholt. Ezen torzsek felhasznéldsaval kapcsolatban nagyon
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kevés adat all rendelkezésre a szakirodalomban. A sorre nem jellemzo, hogy erjesztésében tobb
mikroorganizmus venne részt, kivételt a belga lambic (gueze) s6rok és a német Weissbier
képviselnek.

Az elvégzett kisérlet sorozattal az volt a célom, hogy a rendelkezésemre all6 specialis élesztok
koziil — amelyek nem erjesztenek maltéozt — kivalasszam azt (vagy azokat), amelyet a
Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 soOrélesztd torzzsel kevert kultirdban alkalmazva
alkoholszegény (< 2V/V%) terméket eredményez. Feltétel volt, hogy a termék aromai a
hagyomanyos sor aromaival dsszevethetdk legyenek.

Ezen kritériumoknak a Saccharomycodes ludwigii élesztd felelt meg. Ugy taldltam, hogy ha a
kezdeti S. cerevisiae - Saccharomycodes Iludwigii arany 1:10 és 1:20 kozott van, akkor az
utoerjesztést kovetden egy alkoholszegény és megfeleld aroma Osszetételli terméket kapok. A
keverési arany pontositasa érdekében ujabb erjesztési kisérletet végeztem, €s az 1:15 ardnyt talaltam

megfeleldnek.

3.  Elesztétorzsek kozotti kolesonhatasok vizsgalata

A Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 sorélesztd és a Saccharomycodes Iludwigii élesztd
kolcsonhatasat vizsgaltam munkam harmadik részében. Az elézéekben ismertetett kevert kultiras
erjesztések soran — melyeket sorlében végeztem — azt tapasztaltam, hogy ha a sorélesztd -
nem-Saccharomyces €élesztd kezdeti sejtszama 1:10 vagy ennél nagyobb volt, akkor a S. cerevisiae
soréleszt6t tlndtte a nem-Saccharomyces élesztd. A jelenség azért volt érdekes szamomra, mert a
sOrélesztonek idedlis tapkdzeg a sorlé, mig a maltézt nem hasznositd S’codes ludwigii élesztonek
nem.

Kolcsonhatasukat vizsgalva eldszor az idegen élesztd killer aktivitasat térképeztem fel. Killer toxin
— ha kis mennyiségben van jelen — esetleg okozhatja a szaporodds gatlasat. A metilénkékes
taptalajon agar diffuzidoval elvégzett vizsgalatok azonban nem utaltak killer aktivitasra a
S. cerevisiae WS 34/70 sorélesztdvel szemben ezért ezt a feltételezést elvetettem.

Tovéabbiakban kevert kultiras erjesztéseket végeztem 8 és 20°C-on, kiilonbozd kezdd sorélesztd-
idegen élesztd sejtaranyokkal (1:1, 1:10, 1:15, 1:20, 1:30, ill. 10:1), nyomon kovettem a sejtszamok
alakulasat €és a szénhidratok felhasznalasat. Kétféle modszert alkalmaztam: az egyik azt mutatja ki,
ha a nem-Saccharomyces élesztd olyan jellegli vegyiiletet termel, ami lassitja a sorélesztd
szaporodasat, mig a masik modszer a sejt-sejt kontaktus szaporodast szabalyozo szerepét vizsgélja.
Feltételezésem szerint a jelenségnek két magyarazata lehet.

(1) A nem-Saccharomyces €leszt6 olyan vegyiiletet termel, ami lassitja a sorélesztd novekedését. A
kozepes szénlancu zsirsavak koziil a kaprilsav (oktansav) és kaprinsav (dekansav), valamint az

ecetsav gatlo hatasat a Saccharomyces ¢€lesztokre BISSON (1999), VIEGAS és munkatarsai (1989),
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valamint LUDOVICO és munkatarsai (2001) is kihangsulyoztak, megjegyezve azt is, hogy a
nem-Saccharomyces €lesztok szintetizalnak ilyen vegytileteket.

(2) A nem-Saccharomyces nagyobb tdpanyag sziikséglete révén (NISSEN et al 2003) kimeriti a
tapkozegnek egy olyan komponensét, ami a soOrélesztd normalis szénhidrat-felvételéhez,
anyagcseréjéhez sziikséges, aminek hianyaban szaporodéasa lassul. Ez esetben a tovabbiakban
behaton kell tanulményozni (1) a soréleszté szénhidrat-anyagcseréjét, elsOsorban a maltdéz és
maltotrioz felvételét befolydsold tényezdket, valamint (2) a tdpkdzeg nitrogén- és vitamin-
tartalmanak valtozasat.

A nitrogén hidny az egyik, amit mint erjedést és €lesztd szaporodast gatld tényezd emlitenek. A
sOrélesztoknél nitrogén hidny esetén a tapkozegben 1€évo gliikkdéz indukél egy folyamatot, ami a
maltéz transzporterek inaktivalasat eredményezi. Ebben az esetben nem csak hogy akadalyoztatva
van az Uj maltéz transzporterek szintézise, hanem a mar létezd transzporterek is eltlinnek
(RAUTIO&LONDESBOROUGH 2000).

BISSON (1999) 06sszefoglald cikkében leirta, hogy a kevert kultiras fermentacidk vitamin
szlikséglete a szokasosnal nagyobb. A vitaminok nagyobb fogyéasat eredményezi, ha alacsony
hémérsékleten végeznek Saccharomyces €s nem-Saccharomyces élesztok keverékével erjesztést.
Az alacsonyabb hémérséklet a nem-Saccharomyces élesztéknek kedvez, és ez szintén a vitaminok
gyors fogyasahoz vezet, lelassitva ezzel a Saccharomyces ¢lesztd tovabbi fermentéacids

tevékenységét.

4. Biotechnologiai modszerek alkalmazasa alkoholszegény sorok eléallitasara

Napjainkban az alkoholmentes és alkoholszegény sorok gyartasanak technologidja altalaban két
modszerrel torténik. Egyfel6l a normal erjesztési technologiaval eldallitott sorbél evaporacioval,
dializissel vagy reverz ozmozissal tavolitjak el az alkoholt (KUNZE 1999, PILIPOVIK&RIVEROL
2005). Masfeldl un. megszakitott erjesztést végeznek, amikor vagy nagyon rovid érintkeztetési idd
(0,5-8 ¢6ra) és magas hémérsékletet (15-20°C), vagy kicsit hosszabb érintkeztetési idot (24 ora) és
alacsony homérsékletet (0-5°C) alkalmaznak (VAN IERSEL et al. 1998).

A specialis ¢€lesztok alkalmazéasat, melyek a soréleszt6tol eltérd szénhidrat hasznositasuk révén
(els6sorban a maltdézt nem erjesztik) termelnek kisebb mennyiségben alkoholt, emlitik a
szakirodalomban (KUNZE 1999), am gyakorlati alkalmazasar6l iizemi méretekben nincs
tudomasom.

A kordbbi eredményeket 0sszegezve megallapitottam, hogy amennyiben a beoltaskor 12-20-szor
tobb Saccharomycodes ludwigii élesztét alkalmaztam, mint S. cerevisiae élesztot, akkor az alkohol
koncentracidja a végtermékben 1,5 V/V% alatt maradt. Az aroma anyagokat illetéen az észterek
igen alacsony szintje jelenti a legnagyobb hidnyossagot, am a sorélesztd némileg potolja a specialis

¢lesztd fogyatékossagait.
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Modositott szénhidrattartalmu sorlé elodllitasa laboratoriumi koriilmények kozott

Az erjesztéses vizsgalatok sordn tobbszor is bebizonyosodott, hogy a Saccharomycodes ludwigii
¢lesztd szdmara a sorlé nem tekinthetd idedlis tipkdzegnek. Az erjesztés utdn nagy mennyiségben —
kozel 50 g/l - marad maltéz a termékben. Ugyan a maltdz édesitdereje elmarad a szachar6zétol,
ekkora mennyiségben mar befolyasolhatja a termék érzékszervi tulajdonséagait édes izt okozva, ami
a sor egyik alapvetd izhibaja lehet. A hagyomanyos technoldgiatol eltérve ugy allitottam eld
Iényegesen kevesebb erjeszthetd szénhidratot — gliikkozt, fruktozt, maltdzt, maltotriézt — tartalmazéd
sorlevet, hogy (1) a megszokott pilseni malata mellett miincheni és karamell malétat is hasznaltam,
valamint (2) a cefrézés soran — elhagyva a B-amildz miikddéséhez optimalis 62°C-os hdmérsékleti
pihendét — csak az a-amildz mikodéséhez megfeleldé 72°C-on tartottam homérsékleti pihendt a
keményitd bontasdhoz. Az igy kapott sorlevek erjeszthetd szénhidrat tartalma 25-50%-kal kevesebb

lett, mint a hagyomanyos sorlé cukor tartalma.

Sor készitése laboratoriumi koriilmények kozott

A Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 sorélesztd és a — korabban ismertetett modon kivalasztott
maltozt nem erjesztd specidlis élesztd — Saccharomycodes Iudwigii 1:15 aranyban kevert
kultirdjaval, modositott szénhidrat osszetételii sorlé erjesztésével alacsony alkoholtartalmu sort
készitettem (< 2 V/V%).

A termékek illata kifejezetten aromds volt, ami az izében is megjelent. Minden bizonnyal a
kozmaolajoknak koszonhetd a gyiimolesos, kifejezetten mézes illat és iz. A termékben maradt
maltdoz nem okozott érezhetden édes izt. A testesség nem volt jellemzd egyikre sem, bar ez az
alkoholszegény sorokre 4ltaldban is elmondhatd. Osszességében kellemes, fogyasztasra
mindenképpen alkalmas terméket kaptam. A tovabbiakban féliizemi méretben is tervezem a termék
eloallitasat.

Alkoholszegény sor elodllitasa folyamatos erjeszto rendszerben, rogzitett hagyomdnyos és killer
sorélesztovel

Az alkoholmentes és alkoholszegény sorok eldallitdsa rogzitett élesztdsejtekkel is lehetséges. Az
Irodalmi attekintés 2.5.4 fejezetében részletesen targyaltam azokat a fiziologiai valtozasokat, amiket
a rogzités okoz az é€lesztdsejtekben. Alacsony homérséklettel, rovid — néhany oras — érintkeztetési
idével kombinalva a rogzitést, kis alkoholtartalmt termék keletkezik.

Kisérleti munkdmban nem csupan egy kis alkoholtartalommal rendelkezd termék eléallitasa volt a
cél. Azt is vizsgaltam, hogy az altalam protoplaszt fhzidval létrehozott killer soréleszté — az
alkalmazott koriilmények kozott — képes-e hasonlo erjesztési teljesitményre, mint a protoplaszt
fazioban sziiloként hasznalt sorélesztd. Ezt rogzitett sejtes, folyamatos rendszerben végzett

erjesztéssel vizsgaltam.
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Mind a S. cerevisiae WS 34/70 sziil6i sejteket, mind a killer sorélesztét Ca-alginat gyongybe
gélbezarassal rogzitettem, majd folyamatos rendszerben erjesztéseket végeztem. A sorlevet
60-150 ml/h sebességgel aramoltatva 4t az oszlopon vizsgaltam a szénhidrat felhasznalast, az
alkohol- és aromatermelést.

¢lesztotorzs a molekuldris vizsgalatok szerint genetikai dllomanyéat tekintve nagyon hasonldonak
bizonyult a sorélesztd sziildi torzshoz, és kétségkiviil rendelkezik killer aktivitdssal. A rogzitett
sejtekkel elvégzett folyamatos fermentaciok sordn kapott adatok is azt bizonyitjak, hogy a vizsgalt
korilmények kozott a killer sorélesztd a hagyomanyos sorélesztohdz nagyban hasonlito
képességekkel rendelkezik.

Ezzel a modszerrel, hasonldan a kétféle élesztdvel inditott kevert kulturds erjesztéshez, 2 V/V%
alatti alkoholtartalmu terméket kaptam, bar — az utderjesztés elmaraddsa miatt — aroma anyagokban

szegényebb volt a termék.
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7 SUMMARY

Due to the shrinking of the beer market production capacity of high-tech breweries are not fully
exploited. This should be a “sign” for brewers that development of novel products could help to (1)
use more of their capacity and (2) win over new groups of consumers. Product development should

be preceded by basic research.

1.  Construction of a killer brewer’s yeast by protoplast fusion and its examination
Production of good beer depends on the quality of the fermentation to a great extent. The process
itself should be the faultless combination of fermentation conditions and the applied brewer’s yeast
strain. Even the slightest change in the conditions or the yeast may result a product of reduced
quality. For this reason beer producers are reluctant to accept any kind of change regarding the
brewer’s yeast.

In my research work I constructed a brewer’s yeast possessing killer activity by protoplast fusion. In
a multi-step selection I had chosen the world-wide applied Saccharomyces cerevisiae
WS 34/70 yeast strain as brewer’s yeast parent, which is well-known of its excellent fermentation
and aroma producing ability. Of the killer yeast strains that were available the Saccharomyces
cerevisiae K7, a K1 Kkiller type strain proved to be adequate. Genetic properties of the fusion
products were investigated with kariotyping and dsRNA plasmid isolation.

In the followings I studied the killer activity of the constructed killer brewer’s yeast. Examinations
proved that the killer brewer’s yeast is effectively during fermentation. It is capable of producing
sufficient amount of the toxin, and destroys sensitive yeast cells; even when present in a relatively
small concentration compared to the sensitive yeast. According to the tests, the killer brewer’s yeast
is capable of that at temperatures below the optimal 23°C, although with reduced activity. Finally,
control examinations have shown that the plasmid responsible for encoding the toxin remained

stable in the yeast strain after several years.

2.  Mixed-culture fermentations with brewer’s yeast and non-brewer’s yeast

In the world of brewing one might consider it as a heretical thought to deliberately apply
non-brewer’s yeast for the production of beer, in spite of the fact that one of the solutions to
produce non-alcoholic or low-alcoholic beer is the use of special yeast having altered carbohydrate
metabolism. The so-called maltose-negative yeast strains are incapable to ferment maltose, which is
present in the largest concentration among fermentable carbohydrates in the wort. Due to this,
special yeast strains produce small amount of alcohol. Information is scarce on the application of
such yeast in the literature. It is not typical of beer that more than one microorganisms participates

in the fermentation, except for Belgian lambic (gueze) beer and German weissbier.
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My goal with the performed test series was to select one from the available maltose-negative yeast
strains, which is suitable to use in mixed-culture fermentation with the Saccharomyces cerevisiae
WS 34/70 brewer’s yeast to make a product with less than 2 percent (v/v) alcohol content. Further
condition was that the resulted product should have similar aroma profile as beer.

The yeast Saccharomycodes Iludwigii met the requirements. I found that an initial
brewer’s yeast - non-brewer’s yeast cell ratio of 1:10 to 1:20 is suitable to obtain low-alcoholic

product with the desired aroma profile.

3. Investigation of interaction between yeast strains

In the third part of my work I have investigated the interaction of Saccharomyces cerevisiae
WS 34/70 brewer’s yeast and Saccharomycodes ludwigii yeast. During the previously outlined
mixed-culture fermentations (all performed in all-malt wort) I experienced that if the fermentation
is initiated with 1:10 to 1:20 brewer’s yeast - non-brewer’s yeast cell ratio, then by the end of the
process the S’codes ludwigii cells were present in higher number than the S. cerevisiae. This
phenomenon is interesting because all-malt wort is an ideal medium for the brewer’s yeast, while
for the maltose-negative S codes ludwigii yeast not.

First I investigated the possibility of killer activity by S’codes ludwigii yeast. I performed agar well
diffusion assay on medium containing methylene blue, but the results did not indicate that the non-
brewer’s yeast would produce any toxin.

Next [ performed mixed-culture fermentations at 8 and 20°C with different initial
brewer’s yeast - non-brewer’s yeast cell ratios (1:1, 1:10, 1:15, 1:20, 1:30 and 10:1), followed the
process by determining the cell concentrations and carbohydrate utilization. I used two methods:
one reveals whether the non-brewer’s yeast synthesises any compound that might slow the growth
of brewer’s yeast, while the other examines the possible growth controlling effect role of cell-cell
contact.

According to my assumption the phenomenon has two explanations.

(1) The S’codes ludwigii yeast synthesises such compound that slows down the growth of brewer’s
yeast. Of the medium chain fatty acids, caprylic acid (octanoic acid) and capric acid (decanoic
acid), and also acetic acid are known of their inhibitive effect on Saccharomyces yeasts. It is also
well-known that non-Saccharomyces yeasts do synthesis these compounds. (BISSON 1999,
VIEGAS et al. 1989, LUDOVICO et al. 2001)

(2) Due to the greater nutritional requirements of non-Saccharomyces yeast (NISSEN et al. 2003),
S’codes ludwigii depletes one or more components of the medium that is needed for the normal
carbohydrate utilization, metabolism and growth of the brewer’s yeast. In this case a thorough

investigation should be performed on factors effecting the carbohydrate (especially maltose and
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maltotriose) metabolism and uptake of brewer’s yeast, as well as on the change of nitrogen and
vitamin content of the medium.

One of the factors mentioned as having inhibitory effect on the fermentation ability and growth of
brewer’s yeasts is nitrogen deficiency. In case of nitrogen shortage, glucose in the medium induces
a process that causes the inactivation of maltose transporters. In this case not only the synthesis of
new  maltose transporters are  hindered, but existing transporters  disappear
(RAUTIO&LONDESBOROUGH 2000).

In a review article BISSON (1999) wrote that vitamin requirement of mixed-culture fermentations
are greater than the usual. Vitamins are used up faster if fermentation is made at low temperature
with the mixed culture of Saccharomyces and non-Saccharomyces yeasts. The low temperature
favours the non-Saccharomyces yeasts, and that leads to faster vitamin consumption, slowing

further down the fermentation activity of Saccharomyces yeast.

4.  Application of biotechnological methods for the production of low-alcoholic beer
Nowadays, two technological methods are used for the production of low-alcoholic and non-
alcoholic beers: (1) alcohol is removed by evaporation, dialysis or reverz osmosis from beer
produced with traditional technology (KUNZE 1999, PILIPOVIK&RIVEROL 2005); (2) stopped
fermentation is performed at high temperature (15-20°C) and short contact time (0.5-8 hours) or at
low temperature (0-5°C) and longer contact time (up to 24 hours) (VAN IERSEL et al. 1998).
Application of special yeast that produce less alcohol due to their altered carbohydrate utilization
(not fermenting maltose) are mentioned in the literature (KUNZE 1999), but I have no knowledge
of its practical use.

Assessing my previous results I found that if fermentation is initiated with a 1:12 to 1:20 ratio of the
mixed culture of Saccharomycodes ludwigii and Saccharomyces cerevisiae WS 34/70, then ethanol
concentration in the final product remains below 1.5 percent by volume. Regarding aroma
compounds low concentration of esters causes problems, but to some extent brewer’s yeast
compensates some of the deficiencies of the special yeast. I performed further fermentations to

specify the initial cell ratio, and I found that 1:15 ratio is suitable.

Laboratory scale production of modified carbohydrate content wort

During fermentations it was proved on several occasions that normal wort is not an ideal medium
for the Saccharomycodes ludwigii yeast. Great amount of maltose (approx. 50 g/l) is left in the
product after fermentation. Although sweetening power of maltose is less than of sucrose, this
amount may cause sweet taste in the final product and may lead to microbiological spoilage.
Modifying the traditional technology I made wort containing significantly less fermentable

carbohydrates — glucose, fructose, maltose and maltotriose — by (1) using mixture of pilsner, dark
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and crystal malts, and (2) by omitting 62°C temperature rest that favours the activity of f-amylase
during mashing, thus letting a-amylase to perform starch degradation at 72°C. Carbohydrate content

of these worts was 25 to 50 percent less than that of normal wort.

Laboratory scale production of beer

By fermenting the above mentioned modified carbohydrate content wort with 1:15 ratio of the
mixed culture of Saccharomycodes ludwigii (maltose negative) yeast and Saccharomyces cerevisiae
WS 34/70 brewer’s yeast | made low-alcoholic beer (< 2 V/V%).

Scent of the product was quite fragrant that appeared in its taste, as well. Most probably due to the
special yeast the beer was fruity and definitely honey-like flavoured. Residual maltose did not cause
sweet off-flavour. Beer lacked body, which is characteristic of low-alcoholic beers in general. Upon
the whole, the product was pleasant and suitable for consumption. As a next step I plan the scaling

up of production to pilot plant size.

Production of low-alcoholic beer with immobilized traditional and killer brewer’s yeast in a
continuous fermentation system

Production of low-alcoholic and non-alcoholic beer is possible with immobilized yeast cells.
Immobilization induces several physiological changes in the yeast cells. Combination of low
temperature, short contact time and immobilization will result product with low alcohol content. In
my research work I aimed not only to produce such beer, but to compare fermentation abilities of a
traditional and well-known brewer’s yeast (Saccharomyces cerevisiae WS 34/70), and a killer
brewer’s yeast that was constructed by protoplast fusion (as described previously). Examination of
the two yeast strains was performed in a continuous fermentation system.

Both the S. cerevisiae WS 34/70 (which was one of the parental strains in the protoplast fusion) and
the killer brewer’s yeast cells were immobilized in Ca-alginate beads with the standard dripping
procedure. During the continuous fermentation flow rate of wort was changed between 60 and
150 ml/h, carbohydrate utilization, alcohol and aroma compounds were analyzed.

Based on molecular analysis, genetic composition of the parental brewer’s yeast and the fusion
product killer brewer’s yeast were very similar. Data collected during continuous fermentations
with the two yeast strains proved that the killer brewer’s yeast possesses very similar fermentation
ability as the parental brewer’s yeast.

With this method a low-alcoholic product (< 2 V/V%) was made, just like with the mixed-culture of

a brewer’s yeast and a non-brewer’s yeast.
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8 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 sorélesztd torzs és a Saccharomyces cerevisiae K7
(K1 killer tipusu) killer ¢élesztotorzs felhasznaldsaval, protoplaszt fuzidval 1étrehoztam egy
killer aktivitdssal rendelkezd sorélesztd torzset, mely hosszi idén keresztiil, genetikailag
stabilan megtartja killer aktivitasat.

Szelektaltam egy maltdzt nem erjeszto €lesztotorzset — Saccharomycodes ludwigii —, amelyet
a Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 sorélesztovel kevert kultirdban alkalmazva
alkoholszegény termék 4allithatdo eld, mely a hagyomdnyos sorokhéz hasonlitdé aroma
Osszetétellel rendelkezik. Megéllapitottam a soréleszt6-idegen élesztd optimalis aranyat.
Kisérletesen igazoltam, hogy a Saccharomycodes ludwigii a Saccharomyces cerevisiae
WS 34/70 sorélesztore gatld hatast fejt ki és megallapitottam, hogy ez nem sejt-sejt
kontaktus, illetve killer aktivitds eredménye.

Igazoltam, hogy a Saccharomycodes ludwigii €lesztd altalam vizsgélt térzse nem rendelkezik
killer aktivitassal, killer toxint nem termel.

A modositott szénhidrattartalm sorlevet Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 sorélesztd €s
Saccharomycodes ludwigii élesztd 1:15 aranyt kevert kultirajaval erjesztve alkoholszegény

sort allitottam elo.
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10 MELLEKLETEK

I. tablazat Kevert kultiras féerjesztés. Kezdeti és végsd sejtkoncentraciok és soréleszté-idegen
¢lesztd aranyok (Il.a erjesztési kisérlet)

I1. tablazat Kevert kulturas utderjesztés. Kezdeti és végsd sejtkoncentraciok és sorélesztd-idegen
¢lesztd aranyok (IL.b erjesztési kisérlet)

III. tablazat Kevert kultirads erjesztés megnovelt idegen ¢€lesztd arannyal. Kezdeti és végso
sejtkoncentraciok és sorélesztd-idegen ¢€lesztd aranyok (III. erjesztési kisérlet)

IV. tablazat Kevert kultards erjesztés Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 sorélesztovel és
Saccharomycodes Iludwigii élesztével. Kezdeti és végsd sejtkoncentraciok és soréleszté-idegen

¢lesztd ardnyok (IV. erjesztési kisérlet)

I. abra. Szénhidrat felhasznalds az ,,A” moddszerrel végzett kdlcsonhatés vizsgalat féfermentacidja
soran. Kezdo sejtarany 1:10 (S. cerevisiae WS 34/70 és S’codes ludwigii), erjesztési homérséklet
8°C.

II. abra. Szénhidrat felhaszndlds az ,,A” modszerrel végzett kolcsonhatds vizsgalat eld- és
fofermentacidja soran. Kezdd sejtarany 1:15 (S. cerevisiae WS 34/70 ¢és S’codes ludwigii),
erjesztési hdmérséklet §°C

III. abra. Szénhidrat felhasznalds az ,,B” moddszerrel végzett kolcsonhatas vizsgalat eld- és
fofermentaciodja soran. Kezd6é sejtarany 1:10 (S. cerevisiae WS 34/70 és S’codes ludwigii),
erjesztési hdmérséklet 8°C.

IV. abra. Sz¢énhidrat felhasznalas az ,,B” modszerrel végzett kolcsonhatas vizsgalat féfermentacioja
soran. Kezdd sejtarany 1:20 (S. cerevisiae WS 34/70 és S’codes ludwigii), erjesztési homérséklet
8°C

V. abra. Szénhidrat felhasznalas az ,,A” modszerrel végzett kolcsonhatas vizsgalat féfermentacioja
soran. Kezdd sejtarany 1:10 (S. cerevisiae WS 34/70 és S’codes ludwigii), erjesztési homérséklet
20°C.

VI. abra. Szénhidrat felhasznalas az ,,A” modszerrel végzett kdlcsonhatas vizsgalat fofermentacioja
soran. Kezdd sejtarany 1:30 (S. cerevisiae WS 34/70 és S’codes ludwigii), erjesztési hdmérséklet
20°C.

VII. abra. Szénhidrat felhasznalas az ,B” modszerrel végzett kolcsonhatds vizsgalat
fofermentacidja soran. Kezddé sejtarany 1:30 (S. cerevisiae WS 34/70 ¢és S’codes ludwigii),

erjesztési hdmérseklet 20°C
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La tablazat Kevert kultiras fOerjesztés. Kezdeti és végsd sejtkoncentracidk €s sorélesztd-idegen
¢lesztd ardnyok (S. cerevisiae-S ’codes ludwigii, S. cerevisiae-S. exiguus)

S. cerevisiae — S’codes ludwigii S. cerevisiae — S. exiguus
SEJT . .| IDEGEN SEJT . i IDEGEN
. . |SORELESZTO| A . . |SORELESZTO| . A
KONCENTRACIO % ELESZTO |KONCENTRACIO % ELESZTO
(SEJT/ML) % (SEJT/ML) %
1:1 KEZDETI| 791 x 10° 50 50 1,63 x 10’ 50 50
: VEGSO 1,14 x 10’ 75,5 24,5 3,42 x 107 72 28
sy |KEZDETI] 621 x 10° 33 67 1,34 x 10’ 33 67
: VEGSO 1,65 x 10’ 70 30 3,69 x 107 71,1 28,9
1:5 |KEZDETI 1,04 x 10’ 16,6 83,4 1,18 x 10’ 16,6 83,4
: VEGSO 1,93 x 107 58,5 41,5 8,80 x 10’ 67,6 32,4
1:10 KEZDETI 9,66 x 10° 9,1 90,9 1,09 x 10’ 9,1 90,9
) VEGSO | 5,03 x 107 41,3 58,7 8,53 x 10’ 66,3 33,7

Lb tablazat Kevert kulturas féerjesztés. Kezdeti és végso sejtkoncentraciok €s soréleszté-idegen
¢lesztd ardnyok (S. cerevisiae-S. delbrueckii, S. cerevisiae-T. delbrueckii)

S. cerevisiae — S. delbrueckii S. cerevisiae — T. delbrueckii
SEJT . .| IDEGEN SEJT . 9 IDEGEN
. . |SORELESZTO| 9 . . |SORELESZTO| . 3
KONCENTRACIO A ELESZTO |KONCENTRACIO o ELESZTO
(SEJT/ML) % (SEJT/ML) %o
1:1 LKEZDETI| 1,66 x 10 50 50 1,52x 107 50 50
) VEGSO 2,83 x 10’ 82,8 17,2 3,57 x 10 82,4 17,6
13 |KEZDETI 1,37 x 10’ 33 67 1,24 x 10 33 67
) VEGSO 2,24 x 10’ 73,1 26,9 2,48 x 107 72,1 27,9
1:5 KEzDETI | 1,16 x 10’ 16,6 83,4 1,13 x 10 16,6 83,4
) VEGSO 1,04 x 10° 52,5 47,5 7,63 x 10 73,7 26,3
1:10KEZDETL | 1,07 x 10’ 9,1 90,9 1,05 x 10’ 9.1 90,9
) VEGSO 1,33 x 10° 33 67 9,10 x 10’ 54,7 453
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IL.a tablazat Kevert kulturas utoerjesztés. Kezdeti €s végsd sejtkoncentraciok és sorélesztd-idegen
¢lesztd ardnyok (S. cerevisiae-S ’codes ludwigii, S. cerevisiae-S. exiguus)

S. cerevisiae — S’codes ludwigii S. cerevisiae — S. exiguus
SEJT . .| IDEGEN SEJT . i IDEGEN
. . |SORELESZTO| A . . |SORELESZTO| . A
KONCENTRACIO % ELESZTO |KONCENTRACIO % ELESZTO
(SEJT/ML) % (SEJT/ML) %
1:1 KEZDETI| 165 x 10 50 50 1,84 x 10’ 50 50
: VEGSO 3,69 x 107 69,9 30,1 5,51 x 107 61,7 38,3
sy |KEZDETI] 127x 10’ 33 67 1,41 x 10’ 33 67
: VEGSO 1,79 x 10’ 67,6 32,4 3,45x 107 54,4 45,6
1:5 |KEZDETI 1,15x 107 16,6 83,4 1,03 x 10’ 16,6 83,4
: VEGSO 1,21 x 107 50 50 3,34 x 10’ 55,1 44,9
1:10 KEZDETI 1,06 x 10’ 9,1 90,9 9,52 x 10° 9,1 90,9
’ VEGSO 1,80 x 10’ 21,8 78,2 3,30 x 10’ 42,9 57,1

IL.b tablazat Kevert kultaras utoerjesztés. Kezdeti €s végsé sejtkoncentraciok és sorélesztd-Idegen
¢lesztd ardnyok (S. cerevisiae-S. delbrueckii, S. cerevisiae-T. delbrueckii)

S. cerevisiae — S. delbrueckii S. cerevisiae — T. delbrueckii
SEJT . .| IDEGEN SEJT . 9 IDEGEN
. . |SORELESZTO| 9 . . |SORELESZTO| . 3
KONCENTRACIO A ELESZTO |KONCENTRACIO o ELESZTO
(SEJT/ML) % (SEJT/ML) %o
1:1 LKEZDETI| 184 10 50 50 1,69 x 107 50 50
) VEGSO 1,97 x 10’ 62,6 37,4 4,56 x 10’ 58,9 41,1
13 |KEZDETI 1,41 x 10’ 33 67 1,29 x 10’ 33 67
) VEGSO 2,92 x 10’ 60 40 2,08 x 107 66,9 33,1
1:5 KEzDETI | 1,15x 10’ 16,6 83,4 1,08 x 10 16,6 83,4
) VEGSO 2,73 x 10’ 48,8 51,2 4,45 x 10’ 45,8 54,2
1:10KEZDETL | 1,06 X 10’ 9,1 90,9 9,94 x 10° 9.1 90,9
) VEGSO 438 x 10’ 34,3 65,7 3,23x 10’ 35,4 64,6
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IIL.a tablazat Kevert kultards erjesztés megnovelt vadélesztd ardnnyal. Kezdeti és végsd
sejtkoncentraciok ¢és soréleszté-idegen ¢Elesztd aranyok (S. cerevisiae-S’codes Iludwigii, S.
cerevisiae-S. exiguus)

S. cerevisiae — S’codes ludwigii 8. cerevisiae — S. exiguus
SEJT . .| IDEGEN SEJT . 9 IDEGEN
. . |SORELESZTO| . A . . |SORELESZTO| . 3
KONCENTRACIO o ELESZTO |[KONCENTRACIO o ELESZTO
(SEJT/ML) % (SEJT/ML) %
1.1 |KEZDETI| 9.43x 10° 7,6 92.4 1,06 x 10’ 7,6 92.4
VEGSO 2,21x 107 41,1 58,9 6,46 x 10’ 74,8 25,2
1:15 KEZDETL| 9.24x 10: 6,25 93,75 1,04 x 103 6,25 93,75
VEGSO 1,97 x 10 31,2 68,8 5,96 x 10 68,1 31,9
1:17 KEZDETI| 9,13x 1oj 5,55 94,45 1,03 x 10: 5,55 94,45
VEGSO 1,90 x 10 24,9 75,1 5,69 x 10 65,8 34,2
120 KEZDETI| 9.01x 10° 4,76 95,24 1,02 x 10’ 4,76 95,24
) VEGSO 1,99 x 10’ 18,5 81,5 5,35 x 107 71,4 28,6

IIL.b tablazat Kevert kultiras erjesztés megndvelt vadéleszté ardnnyal. Kezdeti és végsod
sejtkoncentraciok és sorélesztd-idegen élesztd aranyok (S. cerevisiae-S. delbrueckii, S. cerevisiae-T.
delbrueckii)

S. cerevisiae — S. delbrueckii S. cerevisiae — T. delbrueckii
SEJT . .| IDEGEN SEJT ., 9 IDEGEN
. . |SORELESZTO| . A . . |SORELESZTO| . 3
KONCENTRACIO o, ELESZTO |KONCENTRACIO o, ELESZTO
(SEJT/ML) %o (SEJT/ML) %o
1:12 | KEZDETI 1,09 x 10’ 7,6 92,4 1,06 x 10 7,6 92,4
) VEGSO 1,10 E+08 29,2 70,8 9,50 x 10’ 55,8 44,2
115 KEZDETL | 1,07 x 10’ 6,25 93,75 1,04 x 10’ 6,25 93,75
) VEGSO 1,12 x 10° 32,1 67,9 7,35x 10 51,4 48,6
12171 KEZDETL | 1,06 x 10’ 5,55 94,45 1,03 x 10’ 5,55 94,45
) VEGSO 1,62 x 10° 23,8 76,2 1,05 x 10° 50 50
1220/ KEZDETL | 1,05 x 10’ 4,76 95,24 1,02 x 10’ 4,76 95,24
) VEGSO 1,45 x 10° 19 81 8,85 x 10’ 42,9 57,1

135



IV. tablazat Kevert kulturds erjesztés Saccharomyces cerevisiae WS 34/70 sorélesztOvel és
Saccharomycodes Iludwigii élesztével. Kezdeti és végsd sejtkoncentraciok és soréleszté-idegen
¢lesztd aranyok

SEJT . i IDEGEN
. . | SORELESZTO , .
KONCENTRACIO o, ELESZTO
(SEJT/ML) 0 %
112 KEZDETI 1,03 x 10’ 7,6 92,4
: VEGSO 1,45 x 107 22,41 77,59
112 KEZDETI 1,03 x 10’ 7,6 92,4
) VEGSO 1,45 x 107 18,28 81,72
112 KEZDETI 1,03 x 10’ 7,6 92,4
) VEGSO 1,43 x 10’ 19,93 80,07
KEZDETI 1,01 x 10’ 6,25 93,75
1:15 — 7
VEGSO 1,27 x 10 15,41 84,59
1:15 KEZDETI 1,01 x 10’ 6,25 93,75
’ VEGSO 1,21 x 107 14,88 85,12
1:15 KEZDETI 1,01 x 107 6,25 93,75
: VEGSO 1,33 x 10’ 11,32 88,68
KEZDETI 1,01 x 10’ 5,55 94,45
1:17 — 7
VEGSO 1,21 x 10 16,94 83,06
.17 |_KEzDETI 1,01 x 10’ 5.55 94,45
’ VEGSO 1,41 x 107 14,18 85,82
1:17 KEZDETI 1,01 x 107 5,55 94,45
: VEGSO 1,58 x 10’ 16,14 83,86
KEZDETI 6,98 x 10° 4,76 95,24
1:20 — 7
VEGSO 1,37 x 10 16,42 83,58
1:20 KEZDETI 6,98 x 10° 4,76 95,24
’ VEGSO 1,22 x 107 25,51 74,49
1:20 KEZDETI 6,98 x 10° 4,76 95,24
: VEGSO 1,43 x 107 14,74 85,26
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Koncentracio (g/100ml)

Erjesztési ido

(h)

I. abra. Szénhidrat felhasznalas az ,,A” modszerrel végzett kolcsonhatas vizsgalat fofermentacidja
soran. Kezdo sejtarany 1:10 (S. cerevisiae WS 34/70 és S’codes ludwigii), erjesztési hdmérséklet
8°C.
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II. abra. Szénhidrat felhaszndlds az ,,A” modszerrel végzett kolcsOnhatds vizsgalat eld- és
fofermentacidja soran. Kezdd sejtarany 1:15 (S. cerevisiae WS 34/70 ¢és S’codes ludwigii),
erjesztési hdmérséklet 8°C.
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III. abra. Szénhidrat felhasznalds az ,,B” moddszerrel végzett kolcsonhatas vizsgalat eld- és
féfermentacidja soran. Kezddé sejtarany 1:10 (S. cerevisiae WS 34/70 és S’codes ludwigii),
erjesztési hdmérséklet 8°C.

Koncentracio (g/100ml)

Erjesztési ido

(h)

IV. abra. Szénhidrat felhasznalas az ,,B” modszerrel végzett kolcsonhatas vizsgalat féfermentacioja
soran. Kezdo sejtarany 1:20 (S. cerevisiae WS 34/70 és S’codes ludwigii), erjesztési homérséklet
8°C.
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Koncentracio (g/100ml)

Erjesztési ido

(h)

V. abra. Szénhidrat felhasznalas az ,,A” modszerrel végzett kolcsonhatas vizsgélat féfermentacioja
soran. Kezdo sejtarany 1:10 (S. cerevisiae WS 34/70 és S’codes ludwigii), erjesztési homérséklet
20°C.

Koncentracio (g/100ml)

Erjesztési ido

(h)

VI. abra. Szénhidrat felhasznalés az ,,A” modszerrel végzett kolcsonhatas vizsgalat féfermentacidja
soran. Kezdd sejtarany 1:30 (S. cerevisiae WS 34/70 és S’codes ludwigii), erjesztési hdmérséklet
20°C.
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VII. abra. Szénhidrat felhasznalas az ,B” modszerrel végzett kolcsonhatds vizsgélat

fofermentacidja soran. Kezdd sejtarany 1:30 (S. cerevisiae WS 34/70 ¢és S’codes ludwigii),
erjesztési hdmérséklet 20°C.
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