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1. Bevezetés és célkitiizés

Amikor az egyetemi tanulményaim soran a sor- és szeszipari szakiranyt valasztottam, mar
tudtam, hogy a soriparhoz kapcsolodo kutatassal szeretnék foglalkozni. E teriiletnek a mélyebb
megismerése adta a lehetdséget, hogy a szakdolgozatom keretein beliill néhany nem-
Saccharomyces élesztotorzs fiziologiai és funkcionalis tulajdonsagait vizsgalhassam.

A sor az egyik legnépszerlibb ital vilagszerte. Hagyoméanyosan arpamalatabol, komlobol és
vizbol allitjak eld, és ¢élesztovel erjesztik. Kellemes érzékszervi tulajdonsagok jellemzik,
szakemberek altal ajanlott mennyiségben fogyasztva kedvezd taplalkozasi tulajdonsagokkal
rendelkezik, példaul B-vitaminokat, asvanyi anyagokat és antioxidansokat tartalmaz. Az
alkoholmentes és alacsony alkoholtartalmt sorok iranti érdeklédés ndvekszik, mig a nem
prémium kategoridba tartozd alkoholos téarsaik iranti kereslet egyre csokken. A nem
hagyomanyos ¢élesztok tobb kiillonbozo forrasbol is megtalalhatok és izolalhatok, tobbek kozott:
sz6l6must, hideg él6helyek, (példaul az Antarktisz), méz, erjesztett méz melléktermékek,
kombucha, masau gyiimdlcs, savanyusag, kovaszkultirak, bor- és szakéerjesztés, kiilonb6zo
egzotikus novények, valamint egyéb ipari alkalmazasokbdl, példaul biolizemanyag-
eldallitasbol. (Simdes és mtsai. 2023)

Bar a kiilonb6zd sorstilusok jellemz6 aromavegyiiletei leginkabb az arpa ¢és a beldle késziilt
malata, illetve a komlo6 alapanyagokbol szarmaznak, mégis az €lesztOnek is kozponti szerepe
van. Sorgyartasban az erjedés hatékonysaganak novelése érdekében, 11j sorok kifejlesztésénél,
illetve az érzékszervi komplexitas fokozasanak reményében hasznaljak a sormesterek.

Ezen érvek alapjan a szakdolgozatom célja, hogy négy nem-Saccharomyces fajba tartozo
¢lesztogombat vizsgaljak. FO cél, hogy végeredményben meggydzddjek arrdl, milyen
mértékben hasonlit ez a négy torzs a referenciaként hasznalt Saccharomyces pastorianus-ra.
Szaporodas kinetikajukat €s szénhidrat hasznositasukat tekintve mennyiben kiilonboznek a
hagyomanyos soréleszt6tdl. Vizsgalom tovabba a tolerancidjukat alkohollal és alfasavval

szemben, illetve a flokkulalo és szedimentacios, azaz iilepedési képességliket is.



2. Szakirodalmi attekintés

A téma irdnti egyre nagyobb figyelmet jol mutatja, hogy ebben a téméban megtalalhatd
tanulmanyok jelentés részét az elmult 15 évben publikaltak (1. abra). Az internetes Google
Scholar, valamint az Elsevier és a Royal Danish Library adatbazisokat hasznaltdk a kovetkezo

Nl

keresOkifejezésekkel: "sor", "erjesztés", "éleszt0", "nem hagyomdanyos élesztok", "nem-
Saccharomyces élesztok", "sorfézde", "sorfozés", "sorlé" (Miguel és mtsai. 2022).

Egyes iparagakban, mint példaul a borkészitésben ujraértékelodott a nem-Saccharomyces
¢lesztok szerepe €s kevert kultiraként torténd hasznalatuk (Canonico és mtsai. 2016).

A sorkészitésben betoltott szerepiik is egyes spontan erjesztéssel késziilt sortipusok esetében
régre nyulik vissza. A Kluyveromyces és Brettanomyces fajok gyakran megtalalhatok a lambic
és gueuze soOrokben, kiilondsen a Brettanomyces bruxellensis, amely a sor érlelése soran a
jellegzetes aromat produkalja. Az utobbi években viszont sokféle nem-Saccharomyces tiszta

kultira megjelent a piacon, amelyek hasznalatat alkoholos vagy nem-alkoholos, kiilonleges

sOrok eldallitasara javasolnak.

1. abra Publikalt tanulmanyok aranya az elmult évek alatt (Miguel és mtsai. 2022)
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2.1 Torulaspora delbrueckii

Eléfordulasa:

A Torulaspora nemzetséghez tartozo élesztoket a legkiilonbozébb él6helyeken figyelték meg,
példaul gylimolcsokben, rovarokban, talajban €16 gerinctelen allatokban, ndvényekben,
tengervizben, romlott élelmiszerekben és maldta kornyezetben, ahol mas nemzetségekhez
tartozo élesztok, példaul Saccharomyces és Zygosaccharomyces is jelen lehetnek (Fernandes és
mtsai. 2021). Vadon €16 és antropogén él6helyeken egyarant megtalalhat6 az emlitett két masik
fajjal egyiitt (Ramirez és Velazquez 2018). Bar nem tekintheté huméan patogénnak, a T.
delbrueckii faj klinikai izolatumként is megtalalhatd. A 2. dbra alapjan elmondhatjuk, hogy 6t

kontinensen, 37 orszagbol szarmaznak izolatumok (Fernandes és mtsai. 2021).

2. abra Torulaspora elofordulasa (Fernandes és mtsai. 2021)
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Rendszertani besorolasa és fiziologiai tulajdonsagai:

A T. delbrueckii az Ascomycota térzsbe, a Saccharomycotina altérzsbe, a Saccharomycetes
osztalyba, a Saccharomycetales rendbe és a Saccharomycetaceae csaladba tartozik. (Internet 1.)

A Torulaspora nemzetségbe tartoz6 fajok szaporodhatnak aszexualisan sejtosztodassal vagy
szexualisan aszkuszok utjan, amelyek 1-4 db gomb alaku aszkosporat tartalmaznak. Alakjat
tekintve a Torulaspora élesztdk elsésorban gomb alaku sejtek (innen a torulu terminologia), de
vannak tojasdad és ellipszoid alaku, koriilbeliil 2-6x3-7 um-es, a S. cerevisiae-nél kisebb
méretliek is. Jelenleg a csoport legalabb hat fajt foglal magaban: T. delbrueckii (anamorf

Candida colliculosa), T. franciscae, T. pretoriensis, T. microellipsoides, 7. globosa és T.



maleeae. Két masik fajt - 7. indica és T. quercuum - is javasoltak ebbe a nemzetségbe sorolni,
miutan molekularis szinten is sikeriilt megkiilonboztetni ¢ket. A T. delbrueckii mind a 15
rendelkezésre allo genomja egyetlen izolalt kladba tomoriilt, elkiiloniilve a T. pretoriensis, T.

franciscae, T. maleae, T. globosa és T. microellipsoides genomjaitdl. (Fernandes és mtsai. 2021)

Anyagcsere-tulajdonsagai:

A T. delbrueckii szaporodasahoz nem sziikséges az ¢hezés, azaz a sporak gazdag taptalajon,
példaul ¢lesztokivonat-pepton-dextréz (YEPD) agaron is képzOdhetnek, ahogyan ez a S.
cerevisiae egyes boraszati torzsei esetében is eléfordulhat(Ramirez és Velazquez 2018). A 3.

abran lathato a faj szaporodasa.

3. @bra T. delbrueckii szaporodasa (Ramirez és Velazquez 2018)
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Alves-Aratijo és mtsai (2007) altal kapott adatok azt mutatjak, hogy minden vizsgalt
szénhidratot (gliikkoz, szacharoz, malt6z) képesek hasznositani a vizsgalt Torulaspora fajok.
Tovabba azt is megfigyelték, hogy a szacharozt és a gliikdzt jobban preferaltak a vizsgalt fajok,
mint a maltozt. A T. delbrueckii gyenge frukt6z hasznositast mutatott magas etanol- és mérsékelt

Az ecetsavat, mint masodlagos anyagcsere-terméket a S. cerevisiae-nél kisebb mennyiségben
szintetizalnak. Emellett az acetaldehidet is kisebb mértékben termelik. Ami az almasav

lebontasat illeti, néhany egymassal ellentétes allitast is talalunk, amely szerint a T. delbrueckii
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20-25%-ban képes atalakitani at ezt a savat, mas vélemények szerint viszont egyaltaldn nem
hasznalja fel. Az 1. tablazatban néhany jellemz6 adatot szemléltetek a Saccharomyces-szel

Osszehasonlitva. (Fernandes és mtsai. 2021)

1. tablazat T. delbrueckii és S. cerevisiae savtermelése (Fernandes és mtsai. 2021)

Termék Torulaspora Saccharomyces
Delbrueckii Cerevisiae
Ecetsav 0,27-0,56 g/L 1,0-1,17 g/L
Felhasznalas 10,5-25%
Almasav e -
kozott
Citromsav 2,18-2,36 g/L 2,23 g/L
Borostyankdsav 0,84-1,11 g/L Max. 0,65 g/L

T. delbrueckii 25%-kal tébbet termel a S.
cerevisiae-nél
T. delbrueckii 50%-kal tobbet szabadit fel a
S. cerevisiae-nél
Glicerin 1-10,5 g/L Max. 9,1 g/L
Etanol 40,6-72,68 g/L 103-121 g/L

Mannoproteinek

Poliszacharidok

A T. delbrueckii fermentativ viselkedését illetben még nem alakult ki egységes vélemény.
Egyesek ugy gondoltak, hogy 9-10%-kal magasabb teljesitményt nyujt a S. cerevisiae fajnal,
masok szerint alacsonyabbat, és vannak, akik hasonlo erjesztési képességiinek irjak le.
(Fernandes és mtsai. 2021)

Osszehasonlitasképpen, mind a T. delbrueckii, mind a S. cerevisiae fajok meglehetésen
kiilonleges viselkedést mutatnak a rendelkezésre 4llo oxigén fiiggvényében. Az oxigénellatas
csokkenésével a S. cerevisiae atall a respiro-fermentativ anyagcserére, igy csokkent
oxigénmennyiség mellett alacsonyabb biomassza-hozamot mutat, szemben a T. delbrueckii-vel,
amely képes fenntartani a teljes 1égzést ilyen koriilmények kozott is, ami kisebb erjedési
aktivitast és lassabb novekedési sebességet jelent. (Fernandes és mtsai. 2021)

A T. delbrueckii fermentacioban valo felhasznalasanak tovabbi elénye a S. cerevisiae-vel
szemben az, hogy nagyobb mértékben képes 5 és 6 szénatomos poliolokat termelni, kiilondsen
D-arabitot, D-szorbitot és D-mannitot, amelyek lehetévé teszik az élesztésejtek fiziologiai
alkalmazkodasat a stresszes fermentacids koriilményekhez, ami pozitivan befolyédsolja az
ozmotikus koriilményekhez vald alkalmazkodast és a redox egyensulyt. (Santiago €s mtsai.
2021)



Torzstol fuggden a T. delbrueckii akar 10 V/V%-0s etanol-koncentracioig képes erjeszteni,
mikdzben kellemes aromaanyagokat szintetizal (gylimdlcsos észterek, laktonok, tiolok és
terpének), valamint csokkenti a nemkivanatos vegyiiletek (magasabb rendii alkoholok)
mennyiségét. A sor esetében a T. delbrueckii néveli az izoamil-alkohol és az etil-butanoat
szintet, valamint olyan terpéneket szabadit fel, mint a béta-kariofillén és a geranilaceton.
(Ogawa ¢és mtsai. 2022)

Kiilonosen a borkészités tekintetében a T. delbrueckii-t az aromas komplexitas és a szajérzet
javitasaért ismerik el. Az aromaprofil javuldsa specifikus gylimolcsds észterek, tiolok és
terpének megjelenésével, valamint az alacsony acetaldehid szinttel magyarazhat6. Mig a
kellemesebb szajérzet a teltebb, selymesebb hatast fokozd mannoproteinek vagy

poliszacharidok felszabadulasaval hozhatok dsszefiiggésbe. (Santiago és mtsai. 2021)

Hasznositasa az iparban:

A T. delbrueckii torzsek sorfézésben valo felhasznalasat illetéen is végeztek tanulmanyokat.
Kutatok arrol szamoltak be, hogy a T. delbrueckii képes atalakitani a koml6 aroma-terpenoidjait,
befolyasolva a végsd sor aromaprofiljat. (Canonico €és mtsai. 2016)

Egy masik példa azt mutatja, hogy egyes nem-Saccharomyces torzsek nagy mennyiségben
tartalmaznak olyan enzimeket, amelyek képesek a monoterpének atalakitasara. A monoterpének
a komld izének 6 alkotoi, példaul a nerol, a linalool és a limonén. A T. delbrueckii éleszt6 képes
volt a nerolt metabolizalni, hogy ndvelje a linalool mennyiségét. A magasabb linalool-tartalom
észrevehetéen megvaltoztatta a komloizt a sérben. (Michel és mtsai. 2016)

A T. delbrueckii olyan, a sorerjesztés szempontjabol fontos tulajdonsagokat mutatott, mint az
ozmotolerancia, a gyenge savakkal szembeni ellenallas, példaul a komld izo-a-savtermelés, a
nemkivanatos vegyiiletek, példaul az illékony fenolok, az ecetsav és az acetaldehid alacsony
aranya. (Santiago és mtsai. 2021)

A siitéiparban a T. delbrueckii a fagyasztott tésztatermékek eléallitasaban betoltott szerepe
miatt elismert valasztas, mivel nagymértékben ellenall az ozmotikus és fagyasztasi-olvadasi
stressznek. A kakaodipari agazatban a T. delbrueckii lenyligdz6 teljesitményt mutatott, és a
paraméterek valtoztak meg, mint a csokoladé¢ analitikai profilja és érzékszervi megitélése, ami

eltéré aromaprofilt eredményezett. (Santiago €s mtsai. 2021)



A T. delbrueckii egyik kiilonleges, csak feliiletesen vizsgalt felhasznalasi teriilete a mezcal
erjesztési folyamatdban vald részvétel. Az éleszté hasznalata B-fruktofuranoziddz enzim
aktivitasanak novekedését és magas fenil-acetat szintet hozott. A S. cerevisiae és a T.
delbrueckii kevert kultaraként torténd alkalmazasa elényOs a kiegyensulyozott aromas és
fermentativ profil elérése érdekében. Tovabba az almabor eldallitasa soran a T. delbrueckii
torzseket hasznalé monokultiras erjesztések valtozatosabb illékony vegyiileteket termelnek,
mint a S. cerevisiae torzsek. (Fernandes és mtsai. 2021)

Egy kiilonleges ital, a mézbor eldallitdsahoz is javasoltak ezt az élesztd fajt, amely méz és viz

crer

cukortartalmat eredményezett az alkalmazott Torulaspora éleszté. (Ogawa és mtsai. 2022)

2.2 Brettanomyces/Dekkera bruxellensis

Elofordulasa:

A Brettanomyces kifejezést eldszor 1904-ben Claussen vezette be az angol sorgyartasban
hasznalt élesztégomba leirdsara. A Brettanomyces 1920-ban valt elismert nemzetséggé, amikor
Belgiumban lambic sorokbol izolaltak. Borban 1930-ban mutattdk ki el8szor.
Brettanomyces/Dekkera ¢élesztok el6fordulasat szamos helyen megfigyelték: sz616bogyodkban,
borban, boraszati berendezésekben, sorben, sherrykben, tejtermékekben, kovészban,

almaborban, kombuchéban, olajbogydban, tequildban és tamarindban. (Agnolucci és mtsai.
2017)

Rendszertani besorolasa és fiziologiai tulajdonsagai:

Rendszertanilag egy atmindsitésben volt része. Mai nevén a Brettanomyces bruxellensis az
Ascomycota torzsbe (Crauwels ¢és mtsai. 2015), a Saccharomycetes osztayba, a
Saccharomycetales rendbe és a Saccharomycetaceae csaladba tartozo gombafaj (Bavcon Kralj
¢s mtsai. 2010).

A jelenlegi szakirodalmakban még mindig gyakori a Dekkera és a Brettanomyces
nemzetségnév hasznalata (Schifferdecker ¢és mtsai. 2014). A Brettanomyces az anamorf
(aszexualis) formara utal, mig a Dekkera nemzetségnevet a teleomorf (szexualis) formara

javasoltak. Jelenleg a Brettanomyces/Dekkera nemzetség ot fajt foglal magaban: B.



custersianus, B. naardenesis, B. nanus, B. anomalus és B. bruxellensis. A B. intermedius és a
B. lambicus fajokat a B. bruxellensis szinonimainak tekintik. Teleomorf formakat csak a B.
anomalus és a B. bruxellensis esetében talaltak, amelyeket Dekkera anomala és Dekkera
bruxellensis néven neveztek el. A Dekkera aszkuszok kozvetleniil diploid vegetativ sejtekbol
képzddnek, és egytdl négyig terjedd kalap vagy gomb alaki aszkosporakat tartalmaznak,
amelyek a felszabadulaskor hajlamosak agglutinalodni. A Brettanomyces/Dekkera fajok
tobboldalu sarjadzassal, vagy ritkabban kétpolusu sarjadzassal szaporodnak. Ahogyan a 4. abran
is lathato a sejtek alakja polimorfnak tlinik - ellipsoid, tojasdad vagy hengeres - 2 és 7 um kozotti
méretekkel, amelyek gyakran pszeudomicéliumokat alkotnak. A sejtek stressz hatdsara
kisebbek lehetnek, igy a 0,45-6s membranon keresztiil torténd sziirés néha hatastalan.
(Agnolucci és mtsai. 2017).

Ugy tiinik, hogy a hagyomaényos élesztokhoz hasonléan a Brettanomyces/Dekkera is jol
alkalmazkodik az erjesztési koriilményekhez a genomjanak kifejezodésében bekovetkezd

valtozasok vagy bizonyos morfo-fiziologiai jellemzoék révén. (Schifferdecker és mtsai. 2014)

4. abra B./D. bruxellensis (Schifferdecker és mtsai. 2014)

Anyagcsere-tevékenysége:

A B/D. bruxellensis alkalmazkodott az olyan zord és korlatozé kornyezeti feltételekhez, mint
az alacsony pH-érték, a "szegény" nitrogénforras és a nagyon magas etanolkoncentraciod
(Schifferdecker és mtsai. 2014). Conterno és mtsai (2006) kimutattdk, hogy ez az éleszt6 2,5 és
2,0 pH értéken is képes volt névekedni. A B/D. bruxellensis éleszté 19°C és 35°C kozott
megfeleld, 37°C és 42°C kozott valtozo ndvekedést mutat, 45°C-on pedig nem képes ndvekedni

(Schifferdecker és mtsai. 2014). A minimum homérsékletet tekintve néhany térzs még 10°C-on
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is képes volt szaporodni Conterno és mtsai. (2006) szerint. Egyes tanulmanyok a koloniak szinét
is jellemezték, amely a krémszint6l a vilagosbarndig terjed, feliiletiik altalaban fényes és sima
(Schifferdecker €s mtsai. 2014).

Tobb B/D. bruxellensis izolatum ndévekedési paramétereinek és szénhidrat anyagcseréjének
elemzései kimutattdk, hogy ez az élesztd aerob koriilmények kozott is képes cukrokat
fermentalva etanolt termelni, és képes oxigén nélkiil is novekedni, ezzel a Crabtree-pozitiv
fenotipust mutatja, hasonléan a S. cerevisiae-hez és legkdzelebbi rokonaihoz. Kimutattak, hogy
a Brettanomyces/Dekkera sokkal lassabban hasznositja a cukrokat és lassabban ndvekszik, mint
a S. cerevisiae. (Schifferdecker és mtsai. 2014)

A legtobb izolatum képes volt novekedni gliikozon, fruktozon, galaktéozon, valamint
szacharozon, maltozon, cellobidzon és trehalézon. Mas cukrok, mint az arabindz, a laktoz és a
raffindz nem tdmogattak a legtobb izolatum ndvekedését. A ndvekedési sebesség és az
etanolhozam malt6zon alacsonyabb, mint gliik6zon. (Conterno €s mtsai. 2006)

A B/D. bruxellensis és az ipari S. cerevisiae torzsek Osszehasonlitisakor a hagyomanyos
sorélesztd Otszor gyorsabban nétt, de alacsonyabb etanolhozam mellett. A termelt glicerin
mennyiségét tekintve szintén a S. cerevisiae teljesitett jobban, mivel hatszor nagyobb
mennyiséget volt képes termelni. (Schifferdecker és mtsai. 2014)

Az adonitol (ribitol), a glicerin és a mannitol cukoralkoholok szintén nem tdmogattak a legtobb
Brettanomyces/Dekkera izolatum novekedését. Az izolatumok koziil csak néhany novekedett a
tejsav, almasav, borostyankdsav és citromsav szerves savakon. Az izolatumok koriilbeliil 25%-
a tudott novekedni etanolon, mint egyediili szénforrason, mig kevesebb mint 10%-a oldhat6
keményitén. Egyik izolatum sem volt képes cellulozon vagy hangyasavon egyediili
szénforrasként ndvekedni ilyen koriilmények kozott. A ndvekedéshez valamennyi izolatumnak
sziiksége volt biotinra és tiaminra (Conterno és mtsai. 2006). A B/D. bruxellensis elényben
részesiti az ammoniumionokat, de képes nitratot is hasznositani (Schifferdecker és mtsai. 2014).

Conterno és mtsai. (2006) azt is kimutattak, hogy ennek a fajnak valamennyi torzse legalabb
10%-os etanol koncentraciot képes toleralni.

Aerob koriilmények kozott a Brettanomyces/Dekkera fajok nagy mennyiségii ecetsavat €s
etanolt termelnek. Az oxigén jelenléte serkenti a novekedést, ami kés6bb az ecetsav gatld

hatasara leall.
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Két kutato arrol szdmolt be, hogy 7-8 6ra oxigénmentes id6 utan a kultura alkalmazkodott az
anaerob koriilményekhez, ¢és a noOvekedés ujraindult, bar lassan ¢és alacsonyabb
etanoltermeléssel. (Agnolucci és mtsai. 2017)

A Brettanomycesrol kimutattak, hogy anaerob erjedési koriilmények kézott nagy mennyiségli
illékony zsirsavat, példaul izovaleridnsavat termel. E savak koziil soknak kellemetlen fanyar
szaga és/vagy ize lehet, ami romlott borokban vagy Brettanomyces-szel erjesztett sérokben
észrevehetd, mielott ezek a savak észterizalddnak. Valojaban az izovaleriansav a fent emlitett
mohas mellékizzel és fenolos vegyiiletekkel egyiitt a borban a nemkivanatos Brettanomyces
karakterhez jarul hozzd leginkdbb. Ezenkiviil ugy vélik, hogy befolyasolja az erjesztett
termékekben 1€v6 illékony fenolos vegyiiletek altalanos érzékelését vagy intenzitasat. A lambic
sorokben az izovaleriansav adja az izzadsagos ¢€s sajtos izt és szagot. (Crauwels és mtsai. 2015)

Az illoészterek az aromds vegyiiletek fontos csoportjat alkotjak, mivel ezek felelések az
erjesztett italok gyliimolcsds vagy viragos jellegéért. A Brettanomyces szamos etil-észter
(példaul etil-acetat, etil-laktat, etil-kaprat és etil-kaprilat) nagy koncentracidban torténd
képzésére képes, mig egyes acetdt-észtereket (példdul izoamil-acetatot) képes lebontani
észteraz-aktivitdsa révén. A lambic sordk erjedésének késdbbi szakaszaiban, amelyeket a
Brettanomyces ¢élesztok és kiilonb6zd baktériumfajok dsszetett mikrobialis keveréke jellemez,
az ¢észterfrakcid jellemzden nagyon kis mennyiségli izoamil-acetatbol €s jelentds mennyiségii

etil-acetatbol, etil-kapratbol, etil-kaprilatbol és etil-laktatbol all. (Crauwels és mtsai. 2015)

Hasznositasa az iparban:

Ez az éleszt6faj a boraszatban és a soriparban betoltott jelentéségérdl ismert (Schifferdecker
¢és mtsai. 2014). A fent emlitett tipikus Brettanomyces-aromak mellett a B./D. bruxellensis
tovabbi aromakat is bevihet az erjesztett termékekbe. Az aromaaktiv illékony vegyiiletek szabad
formaban valo jelenléte mellett a gyiimdlcsok, viragok és mas ndvényi részek, amelyeket
gyakran hasznalnak az élelmiszer- ¢és italfermentacidban, olyan illékony anyagokat
tartalmaznak, amelyek glikozidosan kotott cukrokba vannak "bezarva", és vizben oldodo,

n

szagtalan vegyiileteket eredményeznek. Ezeket a "zart" illdanyagokat B-gliikoziddz enzimek
szabadithatjak fel, amelyek példaul a Brettanomyces/Dekkera torzsekben megtalalhatok, de az
S. cerevisiae-ben nem. Ez teszi a Brettanomyces/Dekkera-t alkalmassa olyan (ijszeri alkoholos

italok eldallitasara, amelyek a komlobol, gyliimolcsokbdl €s mas novényi részekbdl szarmazo
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természetes aromaanyagokkal és aromakkal gazdagodnak. Raadasul a B./D. anomalus B-
glikoziddz enzim kdozelmultbeli jellemzése kimutatta, hogy magasabb pH-n (5,75) és
alacsonyabb homérsékleten (37 °C) képes miikodni, mint a jelenleg elérhetd kereskedelmi B-
glikozidazok, ami 1j lehetoségeket kindl ennek az enzimnek bizonyos italok
,bioflavorizalasara”. Erdekes médon a kozelmultban végzett vizsgalatok kimutattak, hogy
egyes B./D. bruxellensis torzsek két kiilonbozo B-gliikozidaz gént tartalmaznak, mig mas
torzsek a két gén koziil csak az egyiket. (Crauwels €s mtsai. 2015)

A B./D. bruxellensis faj vilagszerte a borromlas egyik f6 okozodjanak tekinthetd. A fert6zott
borokban a faj altal termelt illékony fenolok miatt jellegzetes, kellemetlen aromak alakulnak ki,
amelyeket Brett-foltoknak is neveznek ¢és altalaban az égett milanyag aromajahoz tarsitjak
(Schifferdecker és mtsai. 2014). A Brettanomyces/Dekkerdval szennyezett borok szagat masok
"gyogyszeresnek", "flistosnek" vagy "vizes lonak" jellemezték, ezt elsdsorban két kémiai
vegyliletcsoport okozza. A "dohossag" a karbonilvegyiiletek kovetkezménye lehet. E
nitrogéntartalmu vegyiiletek koz¢ tartozik a 2-acetil-3,4,5,6-tetrahidropiridin, a 2-acetil-1,2,5,6-
tetrahidropiridin és a 2-etil-3,4,5,5,6-tetrahidropiridin. A masodik csoportot az illékony fenolok,
mint a 4-vinil-fenol, 4-vinilguiacol, 4-etil-fenol és 4-ctilguiacol alkotjak. A
Brettanomyces/Dekkera szinte egyediilallo a tobbi éleszt6 kozott, mivel képes a
hidroxifahéjsavakat - a sz6ldmustban jelen 1évé antimikrobidlis, nem illékony vegytileteket -
etilszarmazékkd alakitani. (Schifferdecker €s mtsai. 2014)

A Brettanomyces/Dekkera fajok a bor- és sorgyartason tul a savanyl tészta gyartasban Is
fontosak. Nagy mennyiségben val6 jelenlétiik esetén €¢lelmiszerromlas kovetkezik be. Azonban
a Brettanomyces/Dekkera fajok kis mennyiségben hozzajarulnak a kenyérben, a lambic és
felsderjesztésti sorben, és a kombucha tedban kivanatos anyagcseretermékekhez. A relativ
koncentraciok tehat eltérd hatdsokat hataroznak meg a kiilonb6zdé élelmiszerekben.

(Schifferdecker ¢és mtsai. 2014)

2.3 Wickerhamomyces anomalus

Eléfordulasa:
A Wickerhamomyces anomalus széles korben elterjedt a természetben, eléfordul a talajban,

ndvényi anyagokban, valamint az emberek ¢és allatok opportunista korokozdjaként. A faj

13



elsédleges élohelyének feltehetéen a novényeket tekinthetjik. A W. anomalus a szlovakiai
Kiskarpatokban termé 10 kiilonb6z6 fafaj levelébdl és tillevelébdl izolalt élesztdgombak kozott
az egyik leggyakoribb. (Kurtzman 2011)

Rendszertani besorolasa és fiziologiai tulajdonsagai:

AW. anomalus élesztégomba faj szintén az Ascomycota tdrzsbe, a Saccharomycetes osztalyba,
a Saccharomycetales rendbe, a Wickerhamomycetaceae csaladba és a Wickerhamomyces
nemzettségbe tartozo faj (Kurtzman 2011). A Wickerhamomyces anomalus-t, korabbi nevén
Pichia anomala, Hansenula anomala, Candida pelliculosa, nemrégiben a génszekvenciak
filogenetikai elemzése alapjan a Wickerhamomyces nemzetségbe soroltak, ami jelentds
valtozasokat okozott az élesztdk osztilyozasaban (Padilla, Gil, és Manzanares 2018).

Sarjadzassal szaporodik, amely tobboldalu, keskeny alapon torténik. A sejtek az 5. abran jol
lathatdé modon gdmb alakuak, tojasdadok vagy hosszukasak. Egyes fajok pszeudohifakat és
valodi hifakat termelnek (Kurtzman 2011).

5. abra Aszkosporaszerii tenyészet 5%-os malatakivonat-agaron (Kurtzman 2011)
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Az aszkuszok lehetnek konjugaltak, vagy konjugaciot mutatnak egy sejt és annak bimbodja
kozott, illetve fliggetlen sejtek kozott. Az aszkosporak egy-négy aszkosporat képeznek, amelyek
lehetnek kalap alakuak vagy gomb alakuak.
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25 °C-on 3 nap utan a sejtek gombolydedek vagy hosszukasak, 1,9-4,1 x 2,1-6,1 um-esek, és
egyenként, parban vagy kis csoportokban fordulnak elé. Vajszinii és halvanyan barnas szintiek,
szagukat tekintve egészen kellemesek. A Wickerhamomyces anomalus heterotallikus, de a
természetbdl altalaban a sporogén diploid format izolaljak. (Kurtzman 2011)

A novekedését az oxigénhidny erdsen akadalyozza, anaerob koriilmények kozott altalaban
alacsony novekedési sebességet és biomassza-hozamot mutat. (Padilla, Gil, és Manzanares
2018)

Anyagcsere-tevékenységek:

Ben Atitallah és mtsai (2020) kimutattak, hogy a torzs képes volt szinte valamennyi vizsgalt
cukrot, azaz D-gliikozt, D-fruktdozt, D-manndzt, szacharozt, D-xilozt és L-arabinozt
asszimilalni, de cellobiozt nem. Ahogyan a 6. 4bra mutatja Kurtzman (2011) vizsgalata hasonlo,

de mégis eltérd példaul a cellobioz esetében.

6. abra W. anomalus hasznositasi képessége kiilonbozo osszetevok tekintetében
(Kurtzman 2011)

Glucose + n-Ribose v
Inulin - Methanol -
Sucrose -+ Ethanol +
Raffinose +  Glycerol +
Melibiose —  Erythritol -
Galactose v Ribitol v
Lactose - Galactitol -
Trehalose - p-Mannitol +
Maltose + p-Glucitol +
Melezitose +  myo-Inositol =
Methyl-a-p-glucoside +  pi-Lactate +
Soluble starch + Succinate +
Cellobiose - Citrate +
Salicin - p-Gluconate v
1-Sorbose - p-Glucosamine -
t-Rhamnose = N-Acetyl-p-glucosamine -
p-Xylose v Hexadecane -
-Arabinose v Nitrate +
p-Arabinose - Vitamin-free +

Jelmagyarazat: - : nem tudta hasznositani, + : hasznositotta az adott komponenst,
V: torzsfiiggd eredmény
Bar a W. anomalus jelenléte altalaban talzott etil-acetat-termeléssel jar, ami komoly hatranyt
jelent a borkészitésben valo felhaszndlads szempontjabol, ez a faj jelentds szerepet kapott a

boraszatban, mivel érdekes és potencidlisan hasznosithatdo fiziologiai és metabolikus
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jellemzoket mutat. A W. anomalus olyan gliikozidazokat termel, mint a B-D-gliikozidaz, a-L-
arabinofuranozidédz, o-L-ramnoziddz ¢és p-D-xiloziddz, amelyek részt vesznek az
aromavegyiiletek felszabaditasaban a prekurzorokbol. (Padilla, Gil, és Manzanares 2018)

A W. anomalus élesztok hatékonyabban tudtak az aminosavakat aromavegyiiletekké alakitani,
valészintileg az elagazo lanci aminosav-transzaminazoknak koszonhetéen. Emellett korabban
beszamoltak arrdl is, hogy a W. anomalus magas izoamil-acetat-termelést produkalt.

A zavarosodast okozo fehérjék enzimek altali lebontdsa vonzo alternativdja a bentonit
hasznalatdnak, mivel minimalisra csokkentené a bor térfogat- €s aromaveszteségét. A
fehérjebontd enzimeket kivalasztd borélesztok biotechnologiai szempontbol nagy jelentdséggel
birnak a fehérjezavarosodas megeldzése szempontjabol, mivel kozvetleniil a sz6lomusthoz

adhatok indit6 kulturaként. (Lombard 2016)

Hasznositasa az iparban:

A W. anomalus egy biotechnologiailag relevans éleszt6faj, amelynek ¢élelmiszeripari,
kornyezetvédelmi, ipari és orvosi alkalmazasai vannak. Sokoldalunak tekinthetd faj, mert képes
elviselni az olyan szélsdséges kornyezeti feltételeket, mint az oxidativ, sos és ozmotikus stressz,
valamint a pH- ¢és hoémérsékleti sokkok. Ezek miatt ez az élesztd romlast okozo
mikroorganizmus lehet példaul magas cukortartalmt élelmiszerekben (Padilla, Gil, és
Manzanares 2018).

A W. anomalus szamos kiilonbozé szerepet tolt be a mezdgazdasagban ¢és az
¢lelmiszeriparban. A W. anomalus gyakran a sorromlassal, valamint a pékaruk romlasaval
Osszefliggésbe hozott "filmképzo" élesztok kozé soroljak. Ezzel szemben a W. anomalus azon
¢leszték €s mas mikroorganizmusok csoportjaba tartozik, amelyek a kakad- és kavébab
erjedéséhez sziikségesek, amely magéaban foglalja a kdrnyezd ndvényi szovetek pektinjének
lebontasat. A W. anomalus-t széles korben tesztelték az alma betakaritas utani tarolasa és a
gabona légmentesen torténd taroldsa soran kialakuld penészgombasodas biokontrolljara.
(Kurtzman 2011). Az éleszt6 javitotta a takarmanyhigiéniat a nedves zuzott arpaszem tarolasa
soran a penészgombak és az Enterobacteriaceae csokkentésével. Tovabba javitotta a takarmany
taplalkozasi mindségét hasznosithatd fehérjetartalom novelésével. (Padilla, Gil, és Manzanares
2018)
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A W. anomalus szélsOséges kornyezeti stressz koriilmények kozott is képes novekedni,
beleértve az anaerobidzist is, ami a tarolasi koriilmények kozott erdsen versenyképessé teszi a

romlast okozd penészgombakkal szemben (Kurtzman 2011).

2.4 Lachancea thermotolerans

Eléfordulasa:
A L. thermotolerans élesztofaj altalaban sz6loben, de mas ¢él6helyeken, példaul talajban,
rovarokban ¢és novényekben is megtalalhatd, és vilagszerte sz€éles korben elterjedt. (Morata és

mtsai. 2018)

Rendszertani besorolasa és fiziologiai tulajdonsagai:

A korabban Kluyveromyces thermotolerans néven ismert L. thermotolerans-t (Hranilovic és
mtsai. 2017) a multigén-szekvenciaelemzés alapjan nemrégiben a Lachancea nemzetségbe
soroltak vissza (Morata és mtsai. 2018).

Az Ascomycota torzsbe, a Saccharomycetes osztalyba, a Saccharomycetales rendbe tartozik,
a Saccharomycetaceae csaladon beliil az egyik legalapvetébb nemeztség (Lachance és
Kurtzman 2011). A K. thermotolerans-t elkiilonitették a tobbi Kluyveromyces-fajtol, és a
Lachancea nemzetségbe soroltak, genetikai és anyagcserebeli eltérések, valamint a (Lachancea
nemzetség tobbi tagjaval vald genetikai hasonlosdg miatt (Domizio és mtsai. 2016). A
nemzetséghez tartozo fajok a kovetkezok: Kluyveromyces aestuarii, Kluyveromyces africanus,
Kluyveromyces bacillisporus, Kluyveromyces blattae, Kluyveromyces delphensis és
Kluyveromyces dobzhanskii.

Az aszexualis szaporodds ebben a nemzetségben keskeny alapon torténd tobboldala
sarjadzassal torténik. A 7. dbran lathatd, hogy a sejtek tojasdadok, ellipszoidok, hengeresek vagy
hosszukasak. Pszeudomicélium is képzodhet, bar valodi hifak nem keletkeznek. (Lachance
1998) A szexualis szaporodast tekintve a konjugacid megel6zheti az aszkuszképzddést. Az

aszkosporak aszkuszonként 1-4 sporat tartalmaznak, amelyek sima, gdmb alakuak.
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1. abra L. thermotolerans mikroszkopos képe (Morata és mtsai. 2018)

B

Ezen tulmenden ugy tinik, hogy a L. thermotolerans tartés vitalitdsdhoz az oxigén
rendelkezésre allasanak sziikségessége jelentdsebb, mint a S. cerevisiae esetében. J6 ndvekedést

mutatnak 25-30°C-on és 20°C alatt lassabban szaporodnak. (Porter, Divol, és Setati 2019)

Anyagcsere-tevékenységei:

Kurtzman tobbek kozott vizsgalta a szénhidrat hasznositast is, amelybdl kideriilt, hogy gliikoz,
szachar6z, raffindz ¢€s maltoz jelentétében szaporodik, ezzel szemben melibiozt és laktozt
tartalmazo taptalajon viszont nem volt képes a ndvekedésre. Egy masik kisérlet alapjan az deriilt
ki, amelyet Domizio €s mtsai végeztek, hogy a maltotridozt nem képes erjeszteni ez az élesztofa;.
(Porter, Divol, és Setati 2019)

Lachancea egyediilalld az élesztonemzedékek kozott, mivel képes tejsavtermelésre, ami
hatassal lehet az izhatasra. A Saccharomyces mellett a sorerjesztésekben is hasznalhaté a pH
gyors csOkkenésének eldidézésére. Ennek koszonhetéen ezek a nagy mennyiségii tejsavat
termeld torzsek tejsavbaktériumok hozzdadasa nélkiil is felhasznalhatok lennének a savanyu
sorok eldallitasahoz, ezaltal egyszeriisitve a folyamatot. (Domizio és mtsai. 2016)

A vizsgalt észterek koziil egyértelmii tendenciakat az etil-laktat (vajas, krémes aroma) és az
etil-hexanoat (z6ldalma és anizs aroma) esetében figyeltek meg, amelyek mennyisége nagyobb
lett, valamint a feniletil-acetat (gyiimolcsds aroma) tekintetében, ahol pedig csokkenés volt
tapasztalhatd. (Porter, Divol, és Setati 2019)

Az L. thermotolerans mérsékelt fermentativ képességgel rendelkezik, és 5-9 V/V% Kkoriili
etanol koncentraciot képes toleralni. Ami az id6beli ellenalloképességet illeti, megfigyelték,

hogy 9 V/V% etanol jelenlétében tobb napig is képes tulélni, és jo a toleranciaja akkor is, ha az
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erjedésben a S. cerevisiae dominal (Porter, Divol, és Setati 2019). A borban val6 felhasznalasat
alacsony illosavtartalom-termeléssel (0,3-0,5 g/l) jellemezték. Az illosavtartalom
csokkentésének hasznos biotechnologiai eszkozeként is tekintenek ra. A L. thermotolerans
mérsékelten termel magasabb rendii alkoholokat és az etil-acetat termelése is meglehetsen

alacsony (40-60 mg/). (Porter, Divol, és Setati 2019)

Hasznositasa az iparban:

Boraszati vonatkozasban van ipari jelentdsége elsésorban. Az egyik legkiemeltebb szerepe a
glicerintermelés a bor erjedése sordn. Ez a glicerinszint-ndvekedés spontan erjedés, valamint a
L. thermotolerans és a S. cerevisiae egymas utani beoltasa soran volt megfigyelhetd. A
szekvencialis beoltasok esetében azonban a f6 elény az, hogy a glicerin termelddése csdkkent
illoésavtartalom ¢€s ecetsavkoncentracid mellett torténik (Morata és mtsai. 2018). Mas
kutatasokban, ahol kevert kultaras erjesztésben masik harom Lachancea torzzsel hasznaltak a
L. thermotolerans-t, azt az eredményt kaptak, hogy a novekedett glicerin édes izt kdlcsonzott és
ezaltal pozitivan befolyasolta a szjérzet teltségét (Porter, Divol, és Setati 2019). A kiilonb6z6
illékony vegyiiletek termelddése jelentdsen befolydsolhatja a bor daltaldnos megitélését.
Elemzések szerint a 2-feniletanol a kiillonbozo erjesztési koriilményektol fiiggetleniil novekedett
a S. cerevisiae monokultaras erjesztésekhez képest 1,22-1,91-szeres novekedést mutatva

(Porter, Divol, és Setati 2019).

2.5 Soripari kisérletek

Ebben a fejezetben a fentebb bemutatott nemzettségekkel, illetve fajokkal kapcsolatos
sOripari kutatasokbol kivanok bemutatni részleteket.

Postigo és mtsai (2022) harmincnégy nem-Saccharomyces éleszt6torzset vizsgaltak,
amelyeket madridi sz6l6bdl, mustbol, szdéldiiltetvényekrdl €s pincékbdl izolaltak, illetve
azonositottak. Ezek az éleszt6torzsek 15 fajbol szarmaznak és hét kiillonb6z6 nemzetséghez
tartoznak. Ezek koziil én 3 éleszt6faj torzseit emelem ki, amelyeket 2. tablazatban tiintettem fel.
A kisérletek soran kontrollként SafAle S-04 (S. cerevisiae) kereskedelmi torzset (Fermentis,

Lesaffre, Franciaorszag) hasznaltak.
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2. tablazat Kisérletben szereplé altalam is hasznalt torzsek

Eleszt6torzs Faj
CLI1 Wickerhamomyces anomalus
CLI 64 Torulaspora delbrueckii
CL1120 Torulaspora delbrueckii
CLI186 Torulaspora delbrueckii
CLI 330 Torulaspora delbrueckii
CLI 894 Lachancea thermotolerans
CLI1900 Torulaspora delbrueckii
CLI902 Torulaspora delbrueckii
CL1918 Torulaspora delbrueckii
CLI996 Lachancea thermotolerans
CL11028 Wickerhamomyces anomalus
6-5A Wickerhamomyces anomalus
CLI1232 Lachancea thermotolerans
9-6C Lachancea thermotolerans
7A-3A Torulaspora delbrueckii
19A-10B Torulaspora delbrueckii

Az erjesztési vizsgalatok el6tt értékelték a 34 torzs maltoz erjesztésére valo képességet €s a
H2S-termelés szintjét. A Durham-teszttel végzett COz-termelés alapjdn minddssze néhany
¢élesztOtorzs bizonyult maltézpozitivnak (CLI 1, CLI 920, CLI 996, CLI 1232, 9-6C), mig a
tobbi élesztotorzs maltéznegativ volt. Mind a 34 torzsre vonatkozdéan a HpS-termelés
tekintetében a torzsek 38,2%-a magas, 47%-a kozepes kén-hidrogén termelést mutatott, mig a
torzsek 14,7%-nal figyeltek meg alacsony szintet vagy egyaltalan nem termelt H2S-t. A maltozt
asszimilalo élesztétorzsek kozepes és magas kén-hidrogén termelést mutattak.

A laboratoriumi Iéptékii erjesztési vizsgalatok soran 11,1 °P, pH 5,54, szabad aminonitrogén
232,89 mg/L, kemeényit6 0,61 g/L, 33 IBU és 6sszes maltdz tartalom 76,33 g/L. paraméterekkel
rendelkezo sorlevet hasznaltak. Az erjesztéseket harom parhuzamosban 20 °C-on és 120
fordulat/perc fordulatszdmon torténd razatassal végezték. Az élesztotorzseket 10° sejt/ml
koncentracioban oltottak be.

Az erjesztést kovetden a marad€k cukortartalom tekintetében egyértelmli kiilonbség volt
megfigyelhetd a maltdzt jol hasznositod élesztétorzsek (kb. 15 g/l maradék maltdz) és azon
¢lesztétorzsek kozott, amelyek nem voltak képesek a sorben 1év6 cukrok jelentds részét

metabolizalni (60-79 g/L maradék maltdz).
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Harom L. thermotolerans torzs (CLI 996, és 9-6C, CLI 1232) mutatott kielégitd
erjesztoképességet, amelyek a Durham-tesztben is maltézpozitivak voltak, mig a masik L.
thermotolerans torzs (CLI 894) nem adott jo eredményt. A T. delbrueckii és a W. anomalus
egyéb torzsei is valtozé mértékben képesek a maltoz fermentalasara és asszimildlasara. Ez
érzékszervi szempontbol Iényeges, mivel a maradék maltdéz édes, viszkdzusabb soroket
eredményezhet, amelyek hozzajarulnak a testességhez és a szajizhez.

Az etanoltermelés tekintetében az S-04 kereskedelmi torzs mutatta a legjobb teljesitményt 6,3
V/IV% értékkel. Az 5,7 V/IVY% és 3,9 V/V% kozotti etanol-tartalommal jellemezhetd csoportba
a CL1996, 9-6C és CLI 1232 (L. thermotolerans fajhoz tartozo) torzsek, mig a tobbi toérzs abba
a csoportba, amelynek etanol-tartalma 1V/V% koriil volt. A L. thermotolerans fajok a vizsgalt
torzstol fliggden valtozékonysagot mutattak. Emiatt a harom térzsbdl csak kettd volt képes a
kontroll toérzsh6z hasonld alkoholszintet eldallitani, mig a torzs (CLI 894, 1,1% v/v) alacsony
etanol tartalmu sor eléallitasara volt alkalmas. A T. delbrueckii és a W. anomalus is 1% (v/v)
koriili etanoltermelést mutatott.

A szerves savak koziil a tejsavtermelést emelték ki, ugyanis egyes torzsek fokozott
tejsavtermeléssel rendelkeznek. E vegyiilet koncentracioja a CLI 1232 ¢és 9-6C a L.
thermotolerans térzseknél volt nagyobb 3283,5 ppm és 2720,5 ppm koncentracioval, mig a CLI
894 ¢és a CLI 996 hasonlo értékeket mutatott, mint a tobbi faj (230,5 ppm €s 277 ppm). A
Lachancea egyediilalld az élesztonemzedékek kozott a tejsavtermeld képességében, amely
hatassal lehet a szajizre. Azonban nem minden L. thermotolerans torzs képes magasabb
tejsavkoncentraciot termelni, mint ahogy ez kideriil a cikkbdl is. A tobbi vizsgalt torzs esetében
az értékek 150 és 274 ppm kozott voltak, a kereskedelmi S-04 torzs esetében pedig 263,3 ppm.
A keserl értékek tekintetében azt a tapasztaltak, hogy a legkisebb kesertiérték (13,5 IBU) a L.
thermotolerans CLI 1232 torzzsel erjesztett sorben alakult ki, amelynek valosziniileg az az oka,
hogy ez az ¢lesztd volt képes legjobban megkdtni a keserlisavakat és egyéb komloalkotokat,
amelyek igy a tartaly aljan az élesztovel egyiitt kitilepedtek.

A vizsgélatok sordn még a szint elemezték, amely a sor egyik 1ényeges mindségi jellemzdje.
A szin értékek 9,5-22 EBC kozott volt. Az erjedés soran az élesztd anyagcseréje negativan
befolyasolhatja a zavarossagot, a habstabilitast, valamint a sorok szinét. A sorok zavarossagat
elsésorban szerves komponensek, példaul fehérjék, polifenolok és szénhidratok (pl. a-gliikkanok,

B-gliikanok) okozzak. A polifenolok az erjedési folyamat sordn oxidalédhatnak, ami
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befolyasolja a sor szinét. A legalacsonyabb értékeket a CLI 996 és CLI 1232 torzseknél talaltak.
Ezt mas kutatok is megfigyelték a vizsgalataikban, akik a L. thermotolerans-szal erjesztett
sorben alacsonyabb értékeket figyeltek meg. Ez azonban nem minden L. thermotolerans torzs
esetében volt megfigyelhetd (példaul a 9-6C esetében nem), ezért torzstiiggd paraméternek
tekinthetd.

Aromadsszetétel alakuldsa

A kiilonbozo torzsek altal termelt 0sszes magasabbrendi alkoholtartalom egyetlen esetben
sem haladta meg a kereskedelmi torzs altal termelt legmagasabb koncentraciét (119,55 mg/L).
A sorok két legjellemzébb magasabbrendii alkoholja az izo-butanol és az izoamil-alkohol. Az
eredmények azt mutattak, hogy a W. anomalus térzsek (30,01-45,67 mg/L) a magasabbrendii
alkoholok gyenge/kdzepes termeldi voltak a S. cerevisiae-vel szemben (119,55 mg/L). A t6bbi
vizsgalt torzs atlagos termelést mutatott (47,03 és 82,24 mg/L kozott) az S-04 torzshez képest,
bar a L. thermotolerans CLI 894, T. delbrueckii CL1 902, CLI 918 és 7A-3A torzsek termelése
kiemelkedd, annak ellenére, hogy az erjedési folyamat nem fejez6dott be.

Az észterek a legmeghatdrozobb aromavegyiiletek a sérben. Ezzel kapcsolatos eredmények
azt mutatjak, hogy a L. thermotolerans CLI 1232 ¢és a 9-6C torzseknek volt a legmagasabb az
észtertartalma, ami foként a savanyt soérokben megtalalhaté komponens, az etil-laktat (vaj- és
gylimolcsaroma) magasabb szintjének tulajdonithat6. Az etil-hexaonat szintje CLI 996, CLI
1232, 9-6C L. thermotolerans és CLI 902, CL1 918 T. delbrueckii térzsek esetében kiiszobérték
feletti volt. Az etil-butirat kiiszobértéket a kereskedelmi torzs mellett csak a CLI 1232 haladta
meg. Izoamil-acetatot a L. termotolerans és a kereskedelmi torzsekkel erjesztett sorben mutattak
Ki.

A legtobb minta tartalmazott zsirsavakat, amelyek magas koncentracioban hozzajarulhatnak a
sOr savanyu és sos izéhez, valamint a sajtos és izzadtsagos mellékizekhez. A hexansav, az
oktdnsav €s a dekansav kiiszobértékiik (8, 15 és 100 mg/L) felett kellemetlen izeket hoznak a
sorbe. A CLI 512 és CLI 894 torzsek kiemelkedoek voltak a hexansavtermelés tekintetében, de
mindig az érzékelési kiiszobérték alatti értéket adtak. A kapott oktdnsav- és dekansav
mennyiségek az S-04 kontrolltorzs altal elért szintek alatt voltak, kivéve a CLI 996 torzset,
amely hasonldé mennyiségli oktansavat termelt.

Az aldehid- és ketontermelés tekintetében a torzstol fiiggden eltéré koncentraciokat figyeltek

crcr
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keletkezik, amely egy kevésbé izaktiv vegyiilet, é&s magas kiiszobértékkel rendelkezik (50
mg/L). E vegyiilet tekintetében az L. thermotolerans CLI 894 torzs nagyobb termelést mutatott,
mint a kereskedelmi térzs. Masrészt a T. delbrueckii (CL1 902, CL1 918, 7A-3A) és a tobbi L.
thermotolerans torzs (CLI 996, 9-6C) alacsonyabb (vagy nulla) koncentraciot mutatott, mint az
S-04.

Osszességében megallapithatd, hogy a CLI 918, 7A-3A, CLI 1232 és 9-6C torzsek markans,
gyiimolcsos jegyeket mutattak. A CLI 1232 és a 6-5A torzsek gyiimolcsos almaboros jegyekkel
tintek ki. Az érzékszervi elemzés soran szinte valamennyi torzs fenolos aromak jelenlétét
mutatta ki, a CLI 918, CLI 1028, 6-5A és 9-6C torzsek, valamint az S-04 kontrolltorzs
markéansabb profillal rendelkezett. A fenolos aroma azonban integralodott a tobbi aromaval,
nem emelkedett ki azok koziil. A Wickerhamomyces fajokkal erjesztett sorokben kapott

aromaprofilok hasonlonak tlintek, a domindns leird jellemz6 az édesség volt.

Brettanomyces/Dekkera bruxellensis fajjal kapcsolatos kisérlet

Mivel az el6z6ekben bemutatott kutatasban nem volt Brettanomyces/Dekkera faj, ezért tigy
gondoltam, hogy bemutatok egy ezzel kapcsolatos vizsgalatot is.

Cioch-Skoneczny és mtsai. (2023) végeztek egy szokatlan kutatast soripari vonatkozasban
nem- Saccharomyces élesztoket tesztelve. A vizsgalatban a Saccharomyces cerevisiae Safale
US-05, a BrettanomycesDekkera bruxellensis 3429 és a Metschnikowia pulcherrima
MG970690 élesztotorzseket hasznaltdk, amelyek a Krakkéi Mezégazdasagi Egyetem
Fermentacios Technologiai €s Mikrobiologiai Tanszékének sajat gylijteményébdl szarmaznak.
Sorlevekhez szO016torkolyt, mustot és szOlOpépet adtak és igy vizsgaltdk az erjedési
folyamatokat.

A Summer Ale stilusu sorlé elkészitéséhez 12,8 1 vizet 67 °C-ra melegitettek, majd hozzaadtak
3 kg-ot a Viking Pale Ale malatabol, 1 kg-ot a Viking Pilsner tipusbol és 0,25 kg-ot a Viking
bliza malatabol. A kivant kesertiérték (18 IBU) elérése érdekében 25 g lunga PL 2019 (10%
alfasav) és 25 g Crystal US 2017 (3% alfasav) komlo pelleteket hasznaltak. A sorlé
extrakttartalma 12,1°P lett. Harom fajta kisérlet volt €s mindharombol 3 mintat vizsgaltak, sima
sorlé, sorle 20% szOlotorkoly/must/pép hozzaadasaval ¢és 40% sz6l6torkoly/must/pép
hozzdadasaval. Az erjesztési folyamatot 14 napon keresztiil 20 °C-os hdmérsékleten végezték.

Az erjesztés elétt megvizsgalt sorlé értékeit a 8. abra tartalmazza.
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8. dbra Sorlé pH, szabad aminonitrogen és szin értékei az erjesztés elott. (Cioch-
Skoneczny és mtsai. 2023)

Sample pH FAN [mg/L] Color [EBC)

Wort 4.64(+0.00) 102(+0.50) 13.8g(+0.50)
Wort with a 20% addition of grape must 4.08(+0.00) 124(+0.80) 10.6 (£ 0.26)
Wort with a 40% addition of grape must 3.44(£0.00) 136(£0.95) 10.0e(£0.35)
Wort with a 20% addition of grape marc 4.85(£0.01) 97.3(20.56) 5.79b(£0.20)
Wort with a 40% addition of grape marc 4.46(+0.01) 42.1(£0.19) 8.98d(+0.20)
Wort with a 20% addition of grape pulp 4.36(+0.01) 85.6(+0.59) 6.68c(+0.11)
Wort with a 40% addition of grape pulp 4.28(£0.00) 104(£1.20) 5.30a(20.15)

Erjesztés utani vizsgalatok:

Az erjedési folyamatokat tekintve a két nem hagyomanyos éleszté koziil a D. bruxellensis
alkalmazkodott a leggyorsabban a kornyezethez a szolopépes, -torkolyds €s mustos minta
esetében, hasonléan a S. cerevicisae-hez. A kiegészités nélkiili sorlé esetében is a
Saccharomyces kultara utan a Dekkera torzs alkalmazkodott a leggyorsabban.

A kiegészités nélkiili sérokben a legalacsonyabb etanol-tartalmat a D. bruxellensis-szel
erjesztett sorokben figyelték meg (3,32 VIV%). A 20% sz616pép, must és torkoly hozzaadasaval
késziilt sorok 4,53 VIVY% és 4,91 VIVY% kozotti alkoholtartalommal rendelkeztek. A sz616pép,
must és torkoly nagyobb mértékii (40%) hozzadadasa még nagyobb etanoltermeléshez vezetett
(5,53 VIV%-t06l 5,86 VIV%-ig).

A pH-érték csokkenését az €lesztd altal termelt metabolitok okozzak, amelyek hozzajarulnak
az italok savassaganak noveléséhez. A D. bruxellensis éleszték sok ecetsavat, valamint kapril-
¢és kaprinsavakat termelnek, igy savanyt sorok eldallitasara hasznalhatok. A legmagasabb pH-
értekeket a sz016 hozzédadasa nélkiili sorokben figyelték meg. A sz616torkoly, sz016pép és must
hozzaadasaval késziilt valtozatokban a kémhatas 3,56 és 4,87 kozé csokkent. Savak tekintetében
a legalacsonyabb szerves savtartalmat a kiegészités nélkiili sorokben figyelték meg, mig a
legmagasabbat a sz6l6torkolyt tartalmazd mintdkban (40%). Nagy mennyiségii borkdsavat is
észleltek a 40%-0s szO016pép hozzaadasaval késziilt sorokben a D. bruxellensis és S. cerevisiae
torzsek esetén. Vizsgélataik szintén nem mutattak jelentds kiilonbségeket a
borkdsavtartalomban a nem erjesztett mintakban €s a sorokben, viszont magas ecetsavtartalmat

talaltak a 20%-o0s sz016torkoly hozzaadasaval késziilt sorokben.
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A nitrogénvegyliletek asszimilacidja a kiegészités nélkiili sorokben hasonld volt a D.
bruxellensis és a S. cerevisiae fajokat tekintve (59,5 mg/L, illetve 52,8 mg/L). A sz6lémust és a
sz616torkoly esetében mindkét koncentracional jobban teljesitett a Dekkera éleszté a
Saccharomyces-vel szemben. Egy tanulmany szerint a D. bruxellensis képes az alternativ
forrasokbdl szarmazo nitrogén asszimildlasara. Képes a nitratok felhasznalasara, ha a tapkozeg
mas forrasai kimertiltek. Ez is magyardzza a faj kiemelkedd eredményeit ebben a tekintetben.
Az eredmények azt mutattak, hogy a Dekkera bruxellensis éleszté a Saccharomyces cerevisiae
¢élesztéhoz hasonldan erjedt. Megallapitottak, hogy a vizsgalt nem-Saccharomyces térzsek

képesek a sziikséges fizikai-kémiai paraméterekkel rendelkezd sorok eldallitasara.
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3 Anyagok és modszerek

3.1 Felhasznalt élesztétorzsek
Az altalam elvégzett kisérletek soran felhasznalt élesztégombakat a Mezdgazdasagi és Ipari

Mikroorganizmusok Nemzeti Gyljteményébdl kaptam (késobbiekben: NCAIM). Referencia

torzsként egy kereskedelmi forgalomban kaphatd porélesztt hasznéltam.

3.1.1. Tolulaspora delbrueckii
Az Y.01593-as szamu T. debrueckii torzset cirok brandy-bél izolaltak.

3.1.2. Dekkera bruxellensis
Az altalam hasznalt D. bruxellensis torzs az Y.01007-es szamot kapta, amelyet lambic sor

uledékébol szelektaltak.

3.1.3. Wickerhamomyces anomalus
Az Y.00545-6s szammal rendelkez6 torzs volt a Wickerhamomyces anomalus, amelynek régi

elnevezése Pichia anomala. Ezt a leiras alapjan sorbol izolaltak.

3.1.4. Lachancea thermotolerans
Az Y.01728-as szamu torzs volt a Lachancea thermotolerans, amely régebbi elnevezése

Kluyveromyces thermotolerans. Ebben az esetben sz616bdl tortént az izolacio.

3.1.5. Saccharomyces cerevisiae
A Saccharomyces pastorianus torzs esetében egy kereskedelmi forgalomban kaphatd

poréleszt6t hasznaltam, melynek szama WS-34/70 volt.

3.2. Tovabbi felhasznalt anyagok

3.2.1. Téapleves és tapagar
A Mezbgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyljteményébdl kapott négy

vizsgéalandd mintat €s a referencia mintat atoltottam ¢€s felszaporitottam YEPD (Yeast extract —

Peptone — Dextrose) ferdeagaron.

YEPD agar 6sszetétele: 100 ml-re készitve 0,5% éleszt6kivonatot, 0,5% peptont, 1% gliikozt és
1,5 % agart tartalmazott.
Egyéb vizsgalatok esetében YEPD taplevest alkalmaztam, melynek az elkészitése 100 ml-re

vonatkoztatva a fent emlitett modon tortént az 1,5 % agar hozzdadasa nélkiil.

3.2.2. Komlozatlan sorlé
100 %-ban Pilseni malatabol készitettem, amely 11,5 °B extrakt-tartalommal rendelkezett.
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3.3. Alkalmazott modszerek

3.3.1. Inokulum készitése
A ferdeagaron 1év6 tenyészetekbdl friss tenyészeteket készitettem atoltds segitségével. A

vizsgélatok elott ezekbdl a friss tenyészetekbdl egy kacsnyi mennyiséggel beoltottam a
sterilezett inokulum tapkozeget, amely 150 ml volt. Inokulum tapkozegként minden esetben
YEPD taplevest hasznaltam. Ezeket a beoltott tapkozegeket — B./D. bruxellensis torzs
kivételével - 18-20 6ran keresztiil 26-28°C-on razétermosztatban tartottam. B./D. bruxellensis
torzs esetében ez az iddtartam 38-40 ora volt. Ezt kovetéen Biirker-kamras sejtszamlalas (MSZ
3640/2-74) segitségével hataroztam meg az inokulumban 1év6 sejtszamokat sejt/ml egységben.

Majd ennek tudataban tortént az egyes vizsgélatok soran a beoltas.

3.3.2. Szénhidrat hasznositas:

Felhasznalt anyagok:
e Elore elkészitett YEPD tapleves

e Téapleveshez hozzaadott 6 kiilonbdz6 szénhidrat — 19/100 ml
e Bromkrezol bibor indikator — 10 mg/I
e NaOH a pH beallitasahoz

Modszer leiras:
Ennél a vizsgalatnal csak a négy alternativ sorélesztével dolgoztam, a Saccharomyces

pastorianus nem keriilt a mintak koz¢é.

A 6 kiilonb6z6 szénhidratot tartalmazé steril, indikatorral kiegészitett, pH=7-re beallitott
taplevesbe beoltottam a torzseket (~10° sejt/ml). Ahogy a pH valtozik, ugy fog véltozni az
indikator altal a tapleves szine is. A semleges kozeli pH érték miatt eleinte lila szinii, de ahogy

savassa valik a szénhidratok felhasznalasaval a kozeg, ugy sargas szint tapasztaltam.

3.3.3. Szaporodaskinetika

Felhasznalt anyagok
e YEPD téapleves

e Komlozatlan sorlé

e Vizsgéalandé mikroorganizmusok
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Moédszer leiras:

Els6 lépésben mintat vettem a felszaporitott oltokultirabol és a sejtszamanak a pontos
sejt/ml mértékegységben. Az eldkészitett 250 ml mennyiségli steril sorleveket 2-10° sejt/ml
induld sejtszdmmal kivantam beoltani. Ennek kiszdmitdsdhoz a keverési egyenletet
alkalmaztam:

C1 - Vi = Cossz " Visssz

Az egyenlet alapjan kiszamolt inokulum térfogatokkal oltottam be a fermentacios
tapkozegeket. Ezeket razoinkubatorban 28°C-on inkubaltam. A szaporodas mértékét az
erjesztési vizsgalat alatt optikai denzitds (600 nm-en) méréssel kovettem nyomon 2 dranként
torténd mintavételezéssel. Ahhoz, hogy ezt sejtszamban is ki tudjam fejezni kalibracids egyenest
vettem fel. Ennek a folyamata roviden: Az oltdkultura sejtszuszpenzidjabol 10 kémcsdbe
higitasi sort készitettem, ugy, hogy a mintdk abszorbancidja 0,7-0,8 érték kozé essen 600
nanométeren. Majd spektrofotométerrel meghataroztam a 1-10 kémcsovekben 1évo
szuszpenziokhoz tartozd abszorbancia értékeket 600 nm-en. Az értékeket Excel tablazatban
abrazolva kaptam meg a kalibracios egyenest.

A kalibracios egyenes segitségével meghatarozott sejtszdmokbol megszerkesztettem a
szaporodasi gorbét, valamint kiszamoltam a kinetikai jellemzdket (a szaporodasi sebességet (1)

és az osztodasok kozt eltelt id6t, generacios idot (tgen)).

3.3.4. Alfasav tolerancia

Modszer elve
A tapkozeghez izo-alfasav koncentratum hozzdadasaval vizsgaltuk, hogy altalam kialakitott

keseriertékek mellett milyen mértékben képesek szaporodni az élesztdsejtek.
Spektrofotométerrel mért adatok alapjan a sejtszam valtozasa kalibracios egyenes segitségével

allapithato meg.
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Felhasznélt anyagok
e |zo-alfasav koncentratum

e 96%-os Etil alkohol
e YEPD téapleves

e 20 db csavaros lombik

Modszer leiras
1,5 g izo-alfasav koncentratumot bemértem egy 50 ml-es mér6lombikba, majd jelre toltottem

96%-o0s etanollal. 10x-es higitast végeztem, majd megmértem az optikai denzitasat 275 nm-en
¢s ebbdl szamoltam kesertiértéket. Majd a kapott IBU érték és a keverési egyenlet segitségével
kiszamoltam, hogy mekkora térfogat oldatra lesz sziikség 100, 50, 25, 10 és 0 IBU értékek
esetében.
C1 Vi = Cossz " Vissz
A kapott térfogatokat hozzaadtam a tapkozegekhez és lemértem a torzsek nélkiil az
abszorbancijat. Ezutan beoltottam a mikroorganizmusokkal (2*10° sejtszam) és 24, 48 és 96

ora elteltével is megmértem az OD értéket 600 nm-en.

3.3.5. Alkohol tolerancia

Modszer elve
Az ¢lesztétorzsek adott alkoholtartalmu tapkozegekben vald szaporodasanak mérésére

szolgald vizsgalat. Spektrofotométerrel mért adatok alapjan, kalibracids egyenes segitségével

allapithaté meg a tolerancia mértéke.

Felhasznalt anyagok
e 96%-0s Etil alkohol

e YEPD téapleves
e 12 db lombik

Modszer leiras
Az eldre elkészitett tapkozegbdl kimértem minden lombikba 30 ml-t. Ezutan kiszdmoltam,

hogy a 96 v/v %-os etilalkoholbol mekkora mennyiségre lesz sziikség 0%, 5% és 10% esetén.
C1 Vi = Cissz * Visssz
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Az adott mennyiségeket hozzdadtam a tapkozegekhez és lemértem az optikai denzitasukat 600
nm-en. Ezutan beoltottam 2*10° sejtszdmmal és szintén mértem az abszorbanciat 600 nm-en

24, 48 és 96 ora elteltével.

3.3.6. Flokkulacio
Modszer elve

A flokkulacié az ¢élesztésejtek Osszekapcsolodd képessége. Az é€lesztdszuszpenziokhoz a
lentebb részletezett oldatok hozzdadasaval ¢és spektrofotométer segitségével mérhetd a
szuszpenziok optikai denzitasa, amelybdl szazalékos formaban kiszamithaté a flokkulacids

képesség mértéke.

Felhaszndlt anyagok

Natrium-acetat oldat: 500 ml 50 mM-o0s CH3COONa-os oldat elkészitéséhez, 43 ml 1 n-0s
NaOH oldathoz 100 ml 1 n-os ecetsavat adtam, majd kiegészitettem 500 ml-re desztillalt vizzel.
EDTA oldat: 500 ml 5 mM-os EDTA oldat készitéséhez 0,94 g EDTA-t oldottam fel desztillalt
vizben.

Kalcium-kloridos oldat:500ml 5 mM-os kalcium-Kklorid oldathoz 0,74 g CaCl»-t oldottam fel
desztillalt vizben.

Moso oldat: 1 1 mos6 oldathoz 500 ml 50 mM-os natrium acetat és 500 ml 5 mM-os EDTA
oldatot kevertem 0ssze, pH-t 4,5-re éllitottam be.

Flokkulaciés puffer: 1 | pufferhez 500ml 50 mM-os natrium-acetat és S00ml 5 mM CacClz

oldatot kevertem 0ssze. A pH-t szintén 4,5-re allitottam.

Modszer leiréas
Eleszt6torzsenként 2 db centrifugacsére volt sziikségem, amelyekbe 10-10 ml élesztd

szuszpenzi6t tettem és A, B jelzéssel ellattam a csdveket. 900 g-n 10 percig centrifugaltam a
mintékat, majd ledntottem a feliiluszot.

Az A jelt csovekbe 8 ml mosé oldatot ontéttem majd Gjra ugyan olyan koriilmények kozott
centrifugaltam. Leontottem a feliiliszot, majd megismételtem a 1épést. Ennek célja a flokkulacio
megakadalyozéasa volt. Majd 10 ml desztillalt vizet adtam hozza, vortexeltem és 600 nm-en

vizsgaltam az optikai denzitasat.
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A B jelolést centrifugacsdvekben 1€v6 élesztohdz az fentihez hasonléan 8§ ml mos6 oldatot
ontottem és centrifugaltam, a feliiliszo ledntése utan kétszer megismételtem ezt a 1€épést, majd
10 ml desztillalt vizet adtam hozzd, szintén centrifugaltam ¢és ledntottem, majd ezt is
megismételtem még egyszer. Ezutan 10 ml flokkulacids puffer oldatot adtam hozza, ezzel
szuszpenzi6 felso rétegébdl 0,5 ml mintat 4,5 ml desztillalt vizbe pipettaztam, majd vizsgaltam
spektrofotométerrel szintén 600 nm-en.

Az A és B csovek abszorbanciaja alapjan lehet kovetkeztetni a flokkulaciora %-os értékben.

(A—B)-100

y = Flokkulacié %

3.3.7. Szedimentacios vizsgalat

Modszer elve

A szedimentacios vizsgalat soran az élesztdsejtek lilepedését vizsgaltam.

Felhaszndlt anyagok

e Sorlé

e Me¢érbhengerek (1000 ml tirtartalom)

e YEPD tapleves

e lombik
Modszer leirds
kiilonbozé torzseket YEPD taplevesben folyamatos réazatassal felszaporitottam. Az
inokulumokbél beoltottam az méréhengerbe kimért 900 ml sorleveket. A sejtszdmot a
szaporodas kinetika vizsgalathoz hasznalt mennyiségek alapjan szamoltam ki, igy nagyjabol
2*10° sejtszammal tortént a beoltas. Naprol napra kovettem a sejtek iilepedését. Majd a sorlébol
és a sorokbol kiilonbozd idépontokban mintat vettem. Ezeket lesziirtem és Anton Paar
segitségével analizaltam a sor paramétereit, amelybdl nekem az erjedésfok, az alkoholtartalom

€s a latszolagos extrakttartalom volt fontos.
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4 Eredmenyek ¢€s értekelésiik

4.1. Szénhidrat hasznositas
A mérésem elve, hogy a torzsekkel beoltott taplevesekhez bromkrezol-bibor indikatort adtam,

ami egy sav-bazis indikator. Savas kozegben elszinezddik és az alapvetOen lilas szine sargaba
fordul.

Az éltalam kivalasztott 6 db szénhidrat a kovetkezd volt: gliikdz, melibidz, fruktdéz, maltotridz,
maltdz és végiil a szacharoz. Ezeket a tapleves 0sszeallitasanal vettem figyelembe, az alap recept

100 ml-hez 1% gliikozt ir, ezaltal én ezt kémcsovenként az adott cukorral helyettesitettem.

3. tablazat Szénhidrathasznositds

Cukor/torzs 1007 1593 1728 545
Gliikoz ++ ++ +++ +++ ++ ++ +++ +++
Melibioz - - - - - - - -
Fruktoz - ++ +++ +++ ++ ++ +++ +++
Maltotrioz - + +++ +++ - - + +
Maltoz - - +++ +++ - - ++ ++
Szacharoz - - +++ +++ ++ ++ +++ +++

Jelmagyarazat: -:nem hasznositotta, +:kis mértékben hasznositotta, ++: kdzepes

mértékben hasznositotta, +++: kiemelkedoen hasznositotta az adott szénhidratot

A 3.tablazat, illetve a 9. abra alapjan kijelenthetd, hogy a négy mikroorganizmus koziil a 1593-
as szamu torzs volt az, amelyik az altalam Kivalasztott cukrok koziil egy kivételével mindet
kiemelkedden felhasznalta anyagcsere tevékenységéhez. Jol lathatd ugyanakkor az is, hogy a
gliikozt mindegyik é€leszt6 tudta hasznositani. Az B./D. bruxellensis 1007-es torzs esetében a
fruktéz €és a maltotrioz hasznositas tekintetében nem kaptam egyértelmii eredményt, igy csak
azt jelenthetjiilk ki, hogy valodsziniileg képes az emlitett cukrokat valamilyen mértékben
felhasznalni. A L. thermotolerans 1728-as torzs esetében azt az eredményt mutatta a kisérlet,
hogy képes volt erjeszteni a szachardzt. Ez a cukor egy diszacharid, amely egy gliikkoz és egy
frukt6z molekulabol all dssze, igy nem meglepd modon a gliikdzt és a fruktozt is képes volt
hasznositani a vizsgalt éleszt6. A W. anomalus 545-6s szamt torzs egyediil a melibiézt nem

erjesztette, mig a tobbi szénhidratot igen, bar a maltotriozt csak kis mértékben.
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9. abra 1593-as torzs szénhidrat hasznositdsa

A szakirodalmi adatok alapjan a B./D. bruxellensis faj az altalam valasztott szénhidratok koziil
a gliikkozt, fruktozt, szachardzt és maltozt is jol hasznositotta. Ennek ellenére az altalam vizsgalt
1007-es torzs nem hasznalta fel a tapkozegbdl a maltozt és a szacharozt. A glikoz esetében
megkaptuk a vart eredményt, a fruktdzt tekintve pedig nem kaptunk egyértelmii képet, hiszen a
tablazat alapjan egyszer egyaltalan nem hasznositotta, maskor pedig kozepes szinten hasznalta
fel a rendelkezésre allo fruktozt.

A T. delbrueckii 1593-as torzst6l a gliikkoz, maltdz és a szachardz hasznositasat vartuk, ahogy

az a szakirodalmi részbodl is kideriil. Azt Osszehasonlitva az altalam végzett kisérlettel
maximalisan hozta a kivant pozitiv eredményeket. Mindharom felsorolt cukrot kiemelkedd
mértékben hasznositotta. Ezentdl a maltotridzt és a fruktozt is kivaloan felhaszndlta az
anyagcser¢je soran. Egyediil a melibidézt nem volt képes hasznositani.
Az altalam hasznalt L. thermotolerans 1728-as torzs a gliikozt, a fruktozt és a szacharozt
hasznositotta kdzepes mértékben, amelyet a szakirodalom alapjan is vartunk. A melibi6zzal
kapcsolatos varakozas is beigazolodott, hiszen nem mutatott sargéas elszinezddést a tapkozeg.
Ugyanakkor a maltézt sem volt képes felhasznalni anyagcsere tevékenységéhez az elvarasokkal
ellentétben.

A W. anolamus 545-6s torzs eltéré mértékben, de felhasznalta a gliikozt, fruktozt, szachardzt
¢s maltozt, amelyet az irodalmi adatok aldtdmasztanak. A melibiéz hasznositds is a vart

eredményt hozta, hiszen nem hasznalta fel az éleszt6 a tapkozegbdl.

4.2Szaporodasi jellemzok vizsgalata

A kisérletet az altalam vizsgalt torzsek szaporodasi képességének megallapitdsa miatt
kivantam elvégezni. A vizsgalat soran egy standard sorlében felvettem az €élesztok szaporodasi

gorbéit és ez alapjan szaporodas-kinetikai jellemzdket szamoltam. A sorlé egy kifejezetten
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idedlis kozeg, vagyis tartalmazza mindazon tdpanyagokat, amelyek sziikségesek az élesztok
szaporodaséhoz.

A sorléhez, mint tapkozeghez, illetve az adott koriilményekhez leggyorsabban az L.
thermotolerans 1728-as torzs alkalmazkodott, ugyanis ahogy a 10. abran is lathat6 a vizsgalat
6. Ordjaban mar exponencialis szakaszban volt az éleszté. Ekkor 2,66-107 sejt/ml
sejtkoncentracidé volt tapasztalhato ennél a torzsnél, mig a hagyomanyos Saccharomyces
esetében a 6. draban még joval kisebb, 6,30-10° selt/ml volt a koncentracié. A L. thermotolerans
torzsnél viszonylag szakaszosnak latszik a szaporodas vége, (tobb lassu szaporodasi szakasz
tapasztalhatd), tehat kis mértékben novekszik a sejtszdm, majd stagnal, utdna megint novekszik
¢s megint stagnal. Ez akar annak is lehet kdszonhetd, hogy valamely tapanyagforras kimertilt,
igy sajat maganak kellett eldallitania a szaporodashoz sziikséges vegyiileteket.

10. abra Szaporodasi gorbék az egyes torzsekhez

T. delbrueckii 1593 L. thermotolerans 1728
7,00E+08 1,40+08

6,00E+08 1,206+08

Sejtkoncentracié (Sejt/ml)

E
5
=
w

2,00E+07
0,00E+00
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Szaporodasi idé (éra) Szaporodasi idd (6ra)

B./D. bruxellensis 1007 W. anomalus 545
1,60E+08 —
1,40E+08
1,20E+08
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Szaporoddsi idé (6ra)

S. pastorianus WS-34/70

Szaporoddsi id (éra)
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A Torulaspora (1593) torzsnél a 10. 6ranal kezdddott a gyorsuld exponencialis fazis 6,08-107
selt/ml sejtkoncentracioval. A Brettanomyces/Dekkera bruxellensis (1007 kultara) volt a
leglassabb mind koziil, amely 18 6ras lappangasi szakaszt jelentett. Az inokulum készitése
folyaman mar lehetett latni, hogy ez a torzs szaporodik a leglassabban, igy nem meglep6 ez az
eredmény. Ezen a torzson kiviil latszolag mindegyik elérte a stacioner fazist 30-32 6ra kortil. A
legmagasabb sejtkoncentraciot a T. delbrueckii érte el 5,56-10° sejt/ml. Ebben a fazisban az é16
¢s holt sejtek egyensulyban vannak. Az 1007-es torzset, ha tovabb vizsgaltuk volna, lehet, hogy
még egy rovid szakaszon folytatddott volna az exponencialis fazis.

4. tablazat Vizsgadlt torzsek szaporoddsi sebessége és generdcios ideje

Szaporodasi <
Eleszt6torzs | sebesség Gen R
(1/h) idS (h)
1593 0,07 9,9
1728 0,20 3,5
1007 0,11 6,3
545 0,20 3,5
WS-34/70 0,15 4,62

Az exponencialis szakaszban szaporodasi sebességeket tekintve a Torulaspora delbrueckii
(1593) volt a leglassabb a nem-Saccharomyces fajok koziil. Ahogy 4. tablazatban 1évo
adatokbol latszik az is, hogy a W. anomalus, illetve a L. thermotolerans szaporodasa volt a
leggyorsabb. A Saccharomyces pastorianus torzsnél is gyorsabban szaporodott ez a két

alternativ tOrzs.

4.3. Alfasav tolerancia

A modszer leirasban emlitettek alapjan vizsgaltam az alfasav toleranciat a négy éleszt6torzs

esetében. Négy féle kesertiértéket vizsgaltam: 0, 10, 25, 50, 100 IBU.
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11. d@bra Sejtkoncentracio valtozdsa az ido fiiggvényében kiilonbozo keseritiértékek esetében

Torulaspora delbrueckii 1593 Lachancea thermotolerans 1728

1,00E+09 1,006409

1,00E+08 1,006+08

£ £
= —e—0BU = —e—01BU
g 2
c 1018U = 1018U
g 2518U g 25 1BU
£, 1,00E+07 2, 1,00E+07
& 501U & 508U
—e— 100 BU —e—100 BU
1,00E+06 1,00E406
0 20 0 60 20 100 120 0 20 20 60 80 100 120
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1d6 (6ra) da (6ra)

Elmondhatjuk a 11. abra alapjan, hogy nem volt szamottevé kiilonbség a kiilonb6z6 alfasav
koncentraciok kozott, hasonlo tendencidkat figyeltem meg, tehat a vizsgalt élesztok ugyan olyan
mértékben szaporodtak 0 IBU értéken, mint 100 IBU-n. A T. delbrueckii 1593 és a B/D
bruxellensis 1007-es torzsek esetében viszont egy nem megmagyarazhatdé tendenciat
tapasztaltam, ugyanis 25 IBU-s mintanal ezek a torzsek meredekebb exponencialis szakaszt
adtak a 0. és a 48. iddintervallum kozott. A 1007-es torzs sejtkoncentracioja a 24. ordban
3,62-107 sejt/ml volt, a 1593-as torzs esetében pedig 1,08-108 sejt/ml. Ezek koriilbeliil egy
nagysagrenddel magasabb értékek, mint a tobbi kesertiértéknél tapasztalt koncentraciok. Ugy
tlinik, hogy ezek a torzsek gyorsabban alkalmazkodtak ezen koriilményekhez.

Osszességében megallapithatd, hogy az altalam valasztott alfasav koncentraciok nem
befolyasoltak a torzsek szaporodasat, ebbdl kifolyolag az iparban barmekkora IBU értéket
alkalmazhatnak.

4.4. Alkohol tolerancia

Ahogy a tobbi kisérletnél, itt is a modszer leirds alapjan elkészitett mintdknak 600 nm-en
mértem az optikai denzitasat, majd a kalibracios egyenesek segitségével felvettem szaporodasi
gorbéket, amely a 12. abran lathato. Az alkoholmentes és az 5 V/V % alkoholtartalmi mintak

kozott nem volt jelentds a kiillonbség. A 10 V/V%-os alkoholkoncentracio mar kiilonbozo
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mértékben befolyasolta az éleszt6torzsek szaporodasat. A B./D. Dbruxellensis (1007)
alkalmazkodott a legnehezebben az alkoholos kériilményekhez. A kezdeti 1-10° sejt/ml
sejtkoncentracid a 24. orara az 5 V/V%-os kdzegben csak 1,52-10° sejt/ml-re volt képes
felszaporodni. Ezzel szemben a tobbi torzsnél tobb, mint egy nagysagrendnyi sejtkoncentracio
novekedés volt tapasztalhatd. Példaként emlitve a T. delbrueckii torzset, amelynél a kezdeti
1-10° sejt/ml koncentracié 9,07-10° sejt/ml-re emelkedett.

A szakirodalomban emlitett (Porter, Divol, és Setati 2019) munkaja alapjan a L.
thermotolerans faj képes 5-9 V/V% alkoholtartalmat toleralni és 9 V/V%-0s kozegben tobb
napig tulélni. Az én kisérletem eredménye azt mutatja, hogy 5 V/V%-os kdzegben normal
moédon szaporodik és képes tulélni tobb, mint egy napig, azonban a 10 V/V%-0s
alkoholtartalmat mar nehezen tudta megszokni és nem is toleralta sokdig. A 12. abra alapjan
ellentmondast lathatunk az alkoholmentes kozeget illetéen a L. thermotolerans torzsnél. A
latszolagos hanyatlas kovetkezhet mérési hibabdl is, ha nem lett vortex segitségével kelléen
homogenizalva a szuszpenzio.

12. abra Alkohol tolerancia vizsgalati szaporoddasi gorbék

Torulaspora delbrueckii 1593 Lachancea thremotolerans 1728

1,006+09 1,00E409

1,00E+08 /"'\‘

1,006+07 ——0%
5%

1,006+06 10%

1,00E+05 1,00E+05

1,00E+08

1,00E+07 / \ ——0%
5%
1,00E+06 / 10%

/

Sejtszam (sejt/ml)
Sejtszam (sejt/ml)

0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
1d6 (6ra) 1dé (6ra)
Brettanomyces/Dekkera bruxellensis 1007 Wickerhamomyces anomalus 545
1,00E409 1,006409
—3
= 100408 — ~ 1,00E+08
3 g
7 Py
< 1006407 ——0% 8 ——0%
g U 4 = 1,00€407
& £ 5%
E_a 5% g 3
3 T 10%
10% g P
& 1,00E+06 4 B Lgoeece
1,00E+05
0 20 40 60 80 100 120 L00E+05
0 20 0 60 80 100 120

1d6 (ora) 1d6 (6ra)

37



4.5 Flokkulacio
A megadott EBC modszer alapjan vizsgaltam a flokkulaciot. Az elokészitett mintak optikai

denzitasat 600 nm-en spektrofotométer segitségével mértem meg. Az egyes mérési fazisokban

kapott adatokat tiintettem fel az 5. tdblazatban.

S. tablazat 600 nm-en mért OD értékek flokkulacio vizsgalathoz

A oldat Abs B oldat Abs
1007 1.991 1007 0.301
1593 2.174 1593 0.769
1728 1.900 1728 0.468
545 2.185 545 0.799

WS-34/70 | 2.157 | WS-34/70 0.071

Az alabbi képlet és az 5. tablazatban szerepld adatok alapjan kiszamoltam a flokkulacio
szazalékos étékét, amelynek eredményei a 6. tablazatban talalhatoak.
(A—B)-100 o
— = Flokkulacié %

6. tablazat Flokkuldcio %

Torzsek | Flokkulacio %
1007 84,9
1593 64,6
1728 75,4

545 63,4
WS-34/70 96,7

A flokkulaci6 szamszeriisitésére szolgalod jelenlegi protokollok tobbsége a flokkulalo
kultaraban 1€v6 szabad sejtek szaman alapul, amelyet 6sszehasonlitanak az 6sszes sejt szamaval.
Az legtdbb ipari sorélesztd az erjedés vége felé 40-90 %-os flokkulaciot mutat (Verstrepen és
mtsai. 2003).

A WS-34/70 eredménye lett a legkiemelkeddbb, nem véletleniil, ez volt a referencia torzs, azaz
a Saccharomyces pastorianus. Az W. anomalus (545) és a T. delbrueckii (1593) torzsek hasonlo

mértékben flokkulaltak, de sszességében jelentdsen eltértek a S. pastorianus élesztégombatol.
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A B./D. bruxellensis (1007) szintén viszonylag eltér a hagyomanyos soréleszt6t6l, de nem

akkora mértékben, mint az el6bb emlitett mintak.

4.6. Szedimentacios vizsgalat

Szedimentécio alatt mért adatok
Beoltottam a sorleveket az €lesztotorzsekkel, majd a harmadik, a tizedik és tizennegyedik

napokon mintat vettem, majd ezeket Anton Paar soranalizator segitségével vizsgaltam. A 7.
tablazatban lathatoak a kapott adatok a termelt alkohol mennyiséget, a latszolagos extraktot €s

az erjedésfokot tekintve.

1. tablazat Sorok analitikai paraméterei az egyes torzsek esetében

Beoltastdl . E? Latszélagos
- v Alkohol Latszoagos .
szamitott Torzs 0 Erjedésfok
idépont [%V/V] extrakt %]
[m/m%]
0. nap Sorlé 0,00 11,29 0,00
3. nap 1007 - - -
3. nap 545 0,36 10,84 5,68
3. nap 1593 1,21 9,18 19,52
3. nap 1728 1,27 8,63 21,48
3. nap 34/70 5,02 2,32 80,34
10. nap 1007 1,74 8,14 28,37
10. nap 545 0,72 10,14 11,53
10. nap 1593 3,87 4,33 62,58
10. nap 1728 2,97 5,52 50,21
10. nap 34/70 5,18 2,28 80,63
14 nap 1007 2,98 5,83 48,84
14 nap 545 0,82 9,95 13,22
14 nap 1593 4,34 3,48 70,08
14 nap 1728 3,3 4,96 55,51
14 nap 34/70 5,1 2,26 80,92

Soripari tekintetben megfeleld végerjedésfok 70-80% kozott mozog, az én vizsgalatom
esetében csak a S. pastorianus (WS-34/70) torzs érte el a 80%-os erjedésfokot. A T. delbrueckii
(1593) torzs volt a nem-hagyomanyos éleszt6torzsek kozil a legkiemelkedébb, ugyanis

70,08%-o0s értéket ért el, ami mar beleesik az idealis tartoméanyba. A tobbi torzs koziil a W.
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anomalus (545) erjesztett a legrosszabbul, és a latszolagos extraktértéke is nagyobb volt a
tobbinél.

Szedimentacido mértéke a vizsgalt idopontokban:

Az elobb emlitett beoltott a sorleveket hasznaltam. Ezesetben a harmadik, a tizedik és
tizenhatodik napokon néztem meg a szedimentacié mértékét. Az utolsé harom napon 0-4°C

kozott voltak tarolva a mintak.

13. @bra Szedimentacio az egyes torzsek esetében

S. pastorianus WS-34/70:
03.23 03.26

T. delbrueckii 1593:
03.23
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L. thermotolerans 1728:

03.23

B./D. bruxellensis 1007:
03.23

u\'~$

W. anomalus 545:
03.23

Szedimentacio lezajlasa a 13. abran is lathat6, hogy egyediil a Saccharomyces (WS-34/70)
torzsnél tortént meg. A tizedik napon késziilt kép alapjan lathato, hogy elkezdddott a kitilepedési
folyamat, majd a szedimentacid teljesen végbement a kovetkez6 mintavételi idGpontra,

amelyhez az alacsony héfokon tartés is hozzasegitett.
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A tobbi torzs esetében ez nem mondhat6 el. Az élesztd sejtek nem kezdtek el kitilepedni, annak
ellenére, hogy a B./D. bruxellensis 1007-es torzs kiemelked6 flokkulacios képességet mutatott.
A flokkulacio és a szedimentaci6 akkor kezdddik meg, amikor a sorbol kimeriiltek a

tapanyagok, amelyr6l a nem-Saccharomyces térzsek esetében nem beszélhetiink.
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5 Osszefoglalas

A vizsgalataim célja az volt, hogy feltarjam milyen fizioldgiai tulajdonsdgokkal, toleranciaval
rendelkeznek az altalam vizsgalt nem-Saccharomyces éleszt6torzsek. Egyszeriien fogalmazva
alkalmasak-e soripari alkalmazasra.

A szénhidrat hasznositas tekintetében dsszességében elmondhato, hogy a T. delbrueckii 1593-
as ¢élesztOtorzs tudta a legnagyobb mértékben hasznositani az anyagcsere tevékenységéhez az
altalam vizsgalt szénhidratokat. A maltoz taldlhatdo meg legnagyobb aranyban a sérlében, igy
kifejezetten elony, ha ezt kiemelkedé mértékben képes hasznositani az élesztd. A szedimentacio
soran mért analitikai adatok azt is mutatjak, hogy a latszolagos extrakt értéke a nem-
hagyoményos ¢éleszt6torzsek koziil a legalacsonyabb volt, és a legkozelebb esett a
Saccharomyces torzsnél mutatkoz6 értékhez. Annak ellenére, hogy a W. anomalus szinte
minden cukrot felhasznalt valamilyen mértékben, mégis ennek a térzsnek lett a legalacsonyabb
az erjedésfoka, ezaltal alkoholt is ez a torzs termelt a legkisebb mértékben.

A szaporodasi jellemzdket tekintve az 6sszes tdrzs 6-10 oOra alatt alkalmazkodott a taipkdzeghez
és elkezdett exponencialisan szaporodni. Kivételt képez a B./D. bruxellensis, hiszen ennek a
torzsnek tobb idore, 18-20 oOrdra volt sziiksége az alkalmazkodéashoz. Ez a lassabb tendencia a
tovabbi vizsgalataim soran is mutatkozott. Azonban kicsivel nagyobb sejtkoncentraciot ért el
néhany tarsanal az exponencialis szakasz végére, a Saccharomyces-nél is nagyobbat.

Az alfasav toleranciat tekintve nagyjabol azonos mértékben tudtak alkalmazkodni a
tapkozegekhez a kiilonb6zo torzsek, nem tapasztaltam szamottevo kiillonbségeket. Elmondhato,
hogy nem befolyasolta a szaporodasukat még az altalam vizsgalt legmagasabb 100 IBU
kesertiérték sem.

Az alkohol toleranciat emlitve az 5 V/V%-ot hasonl6an jol toleralta az 6sszes vizsgalt torzs,
mig a 10 V/V% esetében mar kiillonb6z6 mértékben voltak képesek alkalmazkodni.
Flokkulacié mértékét tekintve az ipari torzsek irodalmi hivatkozasok alapjan 40-90%-ban
flokkulalnak. Az altalam kapott eredmények mindegyike beleesett ebbe a tartomanyba, igy
kijelenthetd, hogy a vizsgalt torzsek jo flokkuldcids képességgel rendelkeznek. A
legkiemelkedébb a hagyomanyos sorélesztd volt, azonban a B./D. bruxellensis a
Saccharomyces-¢hez kozeli, magas érétket mutatott.

Szedimentacidt tekintve gyakorlatilag egyik torzsnél sem volt tapasztalhato iilepedés az

alternativ torzsek koziil még hiités hatasara sem. Egyediil a Saccharomyces torzsr6l mondhato
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el, hogy végbement a teljes szedimentacio és kitisztult a sor. A vizsgalat soran kapott analitikai
adatok alapjan az is elmondhatd, hogy kis mennyiségii alkoholt termelnek ezek a torzsek.
Leginkabb a Torulaspora delbrueckii esetében kaptam kozeli értékeket a hagyomanyos,
sOriparban leggyakrabban hasznalt lager éleszt6hoz, a Saccharomyces pastorianus-hoz. Mivel
alkoholt kis mértékben termelnek, igy alkalmasak lehetnek alacsony alkoholtartalmu sorok
eléallitasara. Illetve a kesertiérték tekintetében is nagyobb teret kapnak a sorfézok, hiszen nem
befolyasolta a tdrzsek szaporodasat az alfasav koncentracio. Osszességében a vizsgalataim

alapjan kijelenthetd, hogy soripari alkalmazasra alkalmas lehet mindegyik torzs.
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