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2.

Roviditésjegyzék

SDA Sabouraud-féle dextrozos taptalaj

SDA+C Sabouraud-féle dextroézos taptalaj kléramfenikollal
SDB Sabouraud-féle dextrézos tapleves

SDB+C Sabouraud-féle dextrézos tapleves kloramfenikollal

SDB-150 médositott Sabouraud-féle dextrozos taptalaj 150 g-L szacharoézzal

CMA kukoricalisztes taptalaj
TP Twines peptonoldat
MIC minimalis teljes mikroba novekedésgatlé koncentracio



3. Kivonat

Kutatdcsoportunk részben a fitoremediacios teriileteken nevelt névények 1) hasznositasi
lehetdségeire fokuszal, kiilonds tekintettel az alkohol-eldallitasra. Kiilonbség a kordbbi
technikdkhoz képest, hogy nem csak hdenergiat, hanem tobb célu felhasznélasra alkohol is
nyerhetd. A vanddium a kdrnyezetben szdmos esetben szennyezdként van jelen (meddéhanyok,
aluminium-gyartas).
¢s alkohol-kihozatalara. Ezen t0l vad ¢éleszttorzsek izolalasa, biokémiai karakterizacidja és

az igy nyert térzsek kondicionaltatasa és 6sszehasonlitasa a fajélesztokkel.

A vad torzsek izolalasat erjesztett gyliimolcsbdl végeztiik. Sikeresen izolaltunk négy
¢lesztotorzset, amelyeket morfologiai és biokémiai sajatossagok alapjan identifikaltunk;
megvizsgaltuk a maximalis alkohol-kihozatalukat. Ezen eredmények alapjan szelektaltunk két
magas alkohol-kihozatalu torzset (8,7-9,2 (V/V) %), amelyekre elvégeztiik a vanadat-toxicitasi
tesztet. Ennek alapjan megallapitottuk a vanadat-ion minimalis teljes ndovekedés-gatlo
koncentraciot (MIC) a vizsgalt torzsekre. A magasabb alkohol-kihozatalt izolalt torzset
kondicionéltattuk 130 mg/L vanadium-koncentracioig. A vizsgalt torzsekre elvégeztiik

a fermentacios kisérleteket.

A vad tipusu és a fajélesztd torzsek nem mutattak jelentOs eltérést a toxicitasi tesztek és
az alkohol-kihozatal esetében. A kondicionaltatott torzseknél eltérést tapasztaltunk
a fermentacio6 idétartamaban, ugyanis ezen torzseknél maximalis alkohol-kihozatal 2-3 nappal

korabbi alakult ki. A vizsgalt torzsek MICso-értéke 50 és 100 mg/L kozé esik.

A kondicionaltatott térzsek morfologiai vizsgalata sordn a kontrollokban rendre tipikus
¢lesztd sejteket talaltunk, mig a kezelt mintdkban alhifas formék jelentek meg. Az altalunk
tanulmanyozott sejtvonalak 0-50 mg/L tartomanyl vanadat-iont tartalmazd fermentacios

taptalajon alkalmasak bioremediacids- és hidrometallurgiai felhasznélasra.



4. Bevezetés és célkitiuzések

A kornyezetvédelem célja az emberi tevékenység kéaros hatdsainak visszaszoritasa.
Az altalunk vizsgalt atmeneti fém, a vanadium, sok esetben szennyezéként van jelen
a kornyezetben, példaul szénbanyak meddéhanyoi, kdolaj-finomitok és az aluminium-gyartas
altal. Hazénkban szdmos banya miikodott a multban és mikddik jelenleg is, amelyek
lehetdségeire koncentralunk, amely igazan fontos, akut probléma kiilondsen a vanaddium
esetében. Klasszikus fitoremediacioban, a rehabilitalni kivant teriileten, olyan ndvényeket
nevelnek, amelyek képesek nagy mennyiségben a kivant fém-iont abszorbealni (hiper-
akkumulatorok). Majd betakaritds utan a novényi részeket elégetik, ennek sordn csekély

mennyiségli hdenergia keletkezik, valamint a hamubol és fiistbdl a ritka fém kinyerhetd.

Munkacsoportunk meglatdsa szerint, folyamatos biomassza begylijtés mellett,
egy alacsony vanadium tartalmt, jo alkohol-kihozatali szubsztrat nyerhetd, ezzel novelve
az adott teriileten az energia-termelést. A maradék cellul6z-biomassza és a fermentacié soran
nyert szilard biomassza folyamatos centrifugalasaval a szilard maradékot és a pelleteket

hulladékégetdben elégetve a vanaddiumot kivonhatjuk a korabbi hidrometallurgiai Gton.

A magas alkohol-kihozatal eléréséhez elengedhetetlen egy nagy vanadium-tiirési élesztd
faj. Elokisérleteink megmutattak, hogy a szubsztrdt magas vanadium-tartalma hatasara
a Saccharomyces bayanus fajéleszté tipikus €lesztéformabdl pszeudohifas, majd valodi hifas

morfologiai formaba alakul at. Ezek biofilmet képezve csokkentik az alkohol-kihozatalt.

Munkéank sordn célunk volt a vanddium(V)-ion minimalis teljes novekedésgatld
koncentraci6 meghatarozasa a vizsgalt €lesztotorzsekre decimalis higitasi sort alkalmazva.
A kisérletsorozat altal tanulmanyoztuk az alkohol-kihozatal valtozasat a vanadium(V)-ion
koncentracié gradiens filiggvényében, meghataroztuk a fermentdcid sordn nyert Osszes
sejtszamot. A fermentacid lefolyasat gravimetrids modszerrel nyomon kovettik. Az

alkoholtartalmi meghatdrozashoz a laboratoriumunkban elérhetd modszereket Gsszevetettiik.

Ezental célul thztik ki a sarjadzd élesztok mikro-morfologiai valtozasat
vanddium(V)-ion koncentracié gradiens segitségével vizsgalni. Tovabba vad élesztétorzsek
izolalasat, biokémiai karakterizacidjat, az igy nyert torzsek kondicionaltatasat és azok
vanadium-tiir6képességének Osszehasonlitasat a fajélesztokéjével. Az igy nyert adatok az

alapkutatas részét képezik, amelyek felhasznalhatoak az ipari biotechnologia szamos teriiletén.



5. Irodalmi attekintés

5.1. A vanadium jelenléte az 6koszisztémaban, szerepe az €16 szervezetekben

A vanadium vizes oldatokban elsOsorban a +2; +3; +4; +5 oxidacidés szamokkal
fordul eld; természetes rendszerekben legfoképp a +4; +5 jellemz6. A vanadium +5 oxidacios
szammal pervanadil-ionként (VO2"), és a vanadilsav (HsVVO4) savmaradék-ionjaiként, vanadat-
oxoanionok formajaban (H2VOs / HVO4* | VOs*); +4 oxidaciés szammal pedig

vanadil-ionként (VO?*) van jelen.

Azt, hogy a vizes oldatban a vanadium-ion melyik forméja jelenik meg, a pH ¢és
a vanadium-koncentracié hatarozza meg. Semleges pH-nal a vanadium(V)-ion esetében
a foszfathoz hasonld vanadat forma domindl. A vanadium szamtalan szerves és szervetlen
ligandummal képez komplexet, amely reakcid a vanadium kornyezetbe jutasanak fontos 1épése.
Szervetlen ligandum példaul a halogén-, a kén- és a szén forrasok. A szerves vegyiiletek koziil
példaul a humuszban taldlhaté huminsavak és fulvosavak oxigén-tartalmu csoportjaival képez

komplexet. [1]

A vanddium kornyezetbe jutdsdnak szdmos termeészetes €s mesterséges forrasa van.

A vanadium természetes forrasaként szolgal a mallas, mely sordan a csapadék folyamatosan
mossa a vanadiumot a kdzetekbdl a talajba és a vizekbe. A Fold vulkanikus aktivitdsanak
hatasara vanadil-ion keriil a légkorbe, valamint a vizekbe. Példaul a tenger alatti vulkdnok
fontos forrasa a tengerviz vanadium-tartalmanak. [1] A vanadium kornyezetbe jutasaban oOridsi
szerepe van az emberiség ipari tevékenységének. A vanadium-kibocsatashoz hozzajarulo ipari
tevékenységek a kovetkezok: [2]

— Vanadium-banyaszat [2]

— Acélkohaszat [2]

— Aluminium gyartas (vorosiszap) [3]

— Szénbanyaszat [2]

— Koéolaj-kitermelés, finomitas [2]

— Fosszilis energiaforrasok elégetése [2]

A vanadium egy olyan elem, mely széles korben megtalalhatd épp tigy a foldkéregben,
mint a tengerekben és a rétegvizekben. Ezen tal fellelhetd a pala- és kdolajban, példaul
a porfirin gytriikkel alkotott komplexben. A vanadium mindeniitt jelen van a kdrnyezetben,
ennek okan minden ¢él6lényben 4ltalanosan jelen van. A tengervizben a vanadat

(alt. HoVOy) atlagosan ¢ = 30 nM koncentracioban fordul elé (a molibdént kovetden



a masodik leggyakoribb fém a tengervizekben), amely részben nélkiilozhetetlen
energiaforrasként szolgdl a tengeri ¢€l6lények szdmara (mikroalgdk, aszcididk). Ezen tul,
a vanadat szerepet jatszik a halogenidek hipohalogén-savakkd alakitdsdban (t6bbek kozott
tengeri hinarokban), ezéltal a halogenidek és/vagy szingulett oxigén légkorbe jutdsaban,

amelynek kovetkezményei lehetnek a 1égkor kémidjara nézve.

Néhany szarazfoldi é161ény (zuzmok és gombak) tartalmaznak egy amavadin nevii, aktiv
funkcidval rendelkezd vanadiumvegyiiletet. Szamos baktérium faj hasznalja ki a redox
egyensilyt a V> (alt. HoVO4 / VO?) és V#* (alt. VO?*) kozott. A bakterialis aktivitassal
Osszefliggésben figyelemre mélto az Azotobacterben 1év6 vanadium-nitrogenaz, amely felelds
a légkori nitrogén ammonium-ionnd alakitdséért. Azt, hogy a vanadium alacsony
koncentracidban nélkiilozhetetlen-e az ember (és esetleg mas eml6sok) szamara, mint a foszfat
antagonistaja és kovetkezésképpen a foszfatazok szabalyozdja, még nem tisztaztak
végérvényesen. [4]

Hazankban a pécs-vasasi kiilfejtéses szénbanyak banyaszati és banyaszattal felhagyott
terliletein végeztek geokémiai vizsgaltot. A nyomelemvizsgilatok soran a vanadium
koncentracidja a vizsgalt mintdkban 60—-479 mg/kg kozott van széntelepekben, ami a felsd
foldkéreg atlaganak 0,62—4,94-szerese. A vanadium felsé foldkéregbeli atlaga 97 mg/kg. A
vanadium a szénben el6forduld asvanyokban (pl. muszkovit), illetve szerves kotésben is
eléfordul. Ez utdbbit mutatja, hogy a legnagyobb vanadium-koncentracidkat kivétel nélkiil a

készenes rétegekben mérték. [5]

1. tablazat Pécs-vasasi lelohelyek atlagértékei és azok viszonya a felsé foldkéreg,
illetve a szénhamu vilagatlagahoz képest. [5]

Vanadium-koncentracié | Lel6helyek

200,3 Pécs-Vasas atlag (mg/kg)

108,1 Székvolgy atlag (mg/kg)

106,8 Felsényarad atlag (mg/kg)
97 Felso kéreg atlag (mg/kg)
155 Szénhamu vilagatlag (mg/kg)
2,1 Pécs-Vasas dusulas (a felsé kéreg atlagara normalva)
1,3 Pécs-Vasas dasulas (szénhamu vilagatlagra normalva)
1,1 Székvolgy dusulas (a felsé kéreg atlagara normalva)
0,7 Székvolgy disulas (szénhamu vilagatlagra normalva)
11 Felsonyarad (a fels6 kéreg atlagara normalva)
0,7 Felsonyarad (szénhamu vilagatlagra normalva)
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Szintén jelent0s vanadium-terhelésre lehet szamitani a kéolaj-finomitas soran. [6]
A koéolaj-finomitds soran keletkez6 nehéz flitdolaj fémtartalma a kiinduldsi kdolaj
fémtartalmanak négy-6tszordse. A kdolaj kémiailag kotott vanddium-tartalmat sotalanitassal
nem lehet eltavolitani. A finomitas soran jelentds részecske-kibocsatas torténik, amely jelentOs
mennyiségben tartalmaz nehézfémeket. Ez jelentds problémat okoz az egészségi artalom miatt

(1égszennyezés). [7]

2. tablazat Két EU finomité vanadiumkibocsatasa [7]

. L Vanadium-kibocsatas
Finomitoi kapacitas - - — -
e . Fajlagos terhelés, Koncentraciotartomany
(millié tonna/év) .
t/Mt feldolgozott kéolaj (mg/nm3)
15,3 0,327 0,3-2,1
12,3 1,66 0,05-5,1

A vanadiumnak szamos enzimben van szerepe. A vanadat-fliggé haloperoxidaz (lasd

1. dbra) enzimet tengeri algakbol és fonalas gombakbol izolaltak, de bizonyos
hipohalogén-savakka két elektron leadasaval (1a). Ezek a keletkez6 hipohalogenitek erds
oxidald szerek, amelyek valoszinilileg az algdk parazitaellenes reakcioiban vesznek részt.
A hipohalogén-savak kés6bb elemi halogénné valnak szinproporcios folyamat soran (1b).
Az elemi halogén a légkorben fény hatasara halogéngyokké bomlik (1c). Ezek pedig
hozzajarulnak az 6zonréteg karosodasahoz (1d), ezért a talzott mitragyazas miatt kialakult
algaviragzasoknal figyelembe kell venni a meteorologiai szempontokat. [4]

(1a) Br, + H,0, —» 2 HOBr

(1b) HOBr + Br~ + H* - Br, + H,0

(1c) Br, fe—m; 2 Br

(1d) Br' + O3 —» BrO + 0,

1. dbra A vanadat-fiiggé bromoperoxidaz enzim szerkezete (Ascophyllum nodosum) [8]
(Az alegységek Kiilonbo6zo szinekkel; kozepiikon pirossal a vanadat-ion)
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Egy masik vanadiumot tartalmazo enzim a vanadium-fiiggd nitrogenaz (lasd 2. dbra),
amelyet a nitrogén koto [2] aerob baktériumbol, az Azotobacter vinelandii-bdl izolaltak, ezen
kiviil olyan molibdén hianyos baktériumokbol, amelyek egyébként molibdént alkalmaznak

az enzimekben (pl. Rhodobacter capsulatus).

Szamos mas a Nostocaceae csaladba tartozd baktérium torzs és szimbionta
kékbaktérium is mutat vanadium-fiiggd nitrogenaz aktivitast. A nitrogendz hatasara képz6do
ammoniumionok késébb hasznosulnak, mint aminosavak, majd azok a fehérjék szintézisében

toltik be szerepiiket.

A vanadium-fiiggd nitrogendz az enzim molibdén analogjaval szemben hatékonyan

redukalja a szén-monoxidot és szén-dioxidot szénhidrogénekké, az etént etanna, valamint

crer

()N, + 14 H* + 12 e~ > 2 NH} + 3 H,
(3) 2CO+ 10H* +10e~ - C,Hg + 2 H,0
(4) CO, + H + e~ »—> C Hyp 42 (+H,0)
(5) C,H,+2HT +2e™ - C,H,

2. dbra A vanadium-fiiggé nitrogenaz [9]
(Az alegységek kiilonbo6zo szinekkel; kdzepiikon sargaval a vanadium komplex formajaban)
A vanadium szamos talajban, foldalatti viztdrozoban, kutakban €16 baktériumok
szamara energiaforrasként szolgal a vanadium(V)-formabol (alt. HoVOs47) vanadium(IV)-

formava (alt. VO®") alakulasa altal. [4]

A vanadium novényekben elsésorban a levelekben jelenik meg (~10-15 ppm), a

magvakban és a termésekben csak alacsonyabb koncentracioban van jelen (néhany ~1-5ppm).

A vanddium alacsony koncentracioban (<2 mg/talaj kg) serkentéen hat a klorofill
szintézisre. A novények az elsddleges forrasai a vanadium taplaléklancba jutdsanak azaltal,

hogy kozvetleniil felveszik a talajbol és akkumulaljak azt. [10]
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A vanadium az ultranyomelemek k6zé sorolhatd. [10] A vanadium a bioldgia folyamatok
széles korében részt vesz, melyek a kovetkezok:

— Gliikoz- és lipid-anyagcsere: a vanadium gétolja az inzulinreceptor B-alegységének
defoszorilalo-enzimét  (protein-tirozin-foszfataz), ezaltal elésegiti a sejt
gliikozfelvételét, ha van jelen inzulin. [10]

— Csokkenti a vérplazma koleszterin és triglicerid szintjét. [10]

— Vizelethajto. [10]

—  Antikarcinogén. [10]

—  Osszehiizza az ereket. [10]

— A hemoglobin és a mioglobin oxigén-affinitasdt néveli. [10]

— Befolyasolja szamos enzimrendszer miikodését:. fosztatdzokat (foszfodiészteraz,
gliik6z-6-foszfataz), ATP-azokat (Na*™—K*-pumpa, miozinok), ATP-szintetazokat,
peroxidazokat, ribonukleadzokat, ribozimeket, helikazokat, protein kinazokat és

oxidoreduktazokat. [10] [11] [11] [12]

Az emberi szervezet a vanadiumot az emésztérendszeren ¢és 1égzérendszeren keresztiil
veszi fel. Az atlagos napi vanadium bevitel 2 mg. A vanadat a sejtekbe a foszfation csatornakon
keresztiil jut be. Toxikologiai és gydgyaszati szempontbol kiillondsen érdekes a vanadat-foszfat

analogia.

Fiziologias koriilmények kozott elsdsorban a HPO4? és a HoVO4 ionok fordulnak elé.
Ezen anionok méretiikben hasonldéak, szamos rakcidoban hasonldéan viselkednek
(pl. észterképzés), ,,ionos mimikri” figyelhetd meg, viszont némileg eltér a fehérjék aktiv

centrumahoz valo kotodés a vanadat és a foszfat esetében. [12] [4]

A vanadium toxicitasa a szamos pozitiv hatdsa ellenére a dozis mértékében rejlik. Magas
vanadium dozisnal megfigyelték az oxidativ foszforilacio gatlasat. A vanadium vegytiletek
genotoxikus hatdsa is megmutatkozott, amely a kromoszoéma aberracioban és DNS-szal

torésben jelenik meg. [10]
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5.2. A fermentacié lefolyasat befolyasolé tényezok

A fermentacids eljarasok kulcskérdése a megfeleld nitrogén- és szénforras biztositasa,
amellyel nem csak a megfeleld szubsztrat ellatottsdgot, hanem a megfeleld sejtmorfoldgiat is

biztositani kell, hogy a mikroorganizmus mindig tipikus éleszt6sejtes formaban legyen.

Az ¢lesztégombak fontos jelatviteli mechanizmusa a cAMP-fliggd protein-kinaz-A
(CAMP-PKA) 1tvonal, amely szabalyozza az élesztd novekedését, morfologiajat,
sporaképzését, szekunder-metabolit termelését és kornyezeti stressztlirését. [13] A CAMP-PKA
a Saccharomyces cerevisiae szénhidrat-haztartasanak elsédleges szabalyozodja. Ezen rendszer
segitségével a sejt érzékeli a kornyezetben 1évo tapanyagok (pl. gliikoz) mennyiségét. A CAMP-
PKA szabalyozé mechanizmus karosodasa rontja a sejt kornyezeti stressztlirését, példaul

a tapanyaghiannyal szembeni érzékenységét. A tObbszOrds stresszhatassal szembeni

érzékenység (beleértve a hé- és oxidativstresszt) korrelal a sejt cAMP-szintjével. [14]

A cAMP-PKA altal szabalyozott fejlodési valasz abban nyilvanul meg, hogy a sejtek
megnyulnak, unipolaris modon sarjadzanak és a fizikai kapcsolat megmarad az anyasejt és
a lednysejt kozott. A diploid sejtek hifaképzésének adekvat ingere a nitrogénhidny, mig
a haploid sejtek szamara pedig a glilkoz hianya. Ha a fermentacié soran a nitrogén-forras
mennyiségét csokkentjiik és a glilkoz mennyiségét noveljiik, akkor a CAMP-PKA jelatviteli
utvonal szamos transzkripciés faktoron keresztill a fonalas novekedéshez sziikséges
gliikoproteid (FLO11 sejtfaladhezin) szintjét noveli, igy az élesztosejt valodi hifas novekedést
mutat. A kialakult hifas forma pedig biofilmet alkotva rontja fermentacio hatasfokat, ezzel
csokkenti az alkohol kihozatalt. [15] [16]

A vanadium fermentacidéra gyakorolt hatasanak vizsgalatit a szakirodalomban alul
reprezentaltnak talaltuk. fgy célul tiiztiik ki, hogy a munkéank folyaman a vanadium(V)-ion

hatasat vizsgaljuk, Saccharomyces cerevisiae ¢s S. bayanus fajvonalokon.
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6. Anyagok és modszerek
6.1. Taptalajok, higito oldatok és sejtszuszpenziok eléallitasa

A folyékony taptalajok ¢és higitdo oldatok elkészitéséhez 1000 mL tisztitott vizben
felvettiik az alabbi tablazatban megadott anyagokat (G-45-0s szaji mintatarto iivegben), majd
a pH-t kalibralt pH-méré mellett az eléirt pH-ra allitottuk. Ezutan validalt ciklus szerint 2 atm
nyomason, 121 °C-on autoklavoztuk, 15 percen keresztiil. A fentiekhez hasonldéan késziiltek
a szilard taptalajok, azzal az eltéréssel, hogy az livegekbe 20 g agart mértiink be, majd '4 6rés

duzzasztasi id6t kovetve a fentiek szerint jartunk el (pH, sterilezés).

A szilard taptalajokat, miutan 45-47 °C-ra visszahiltek, 9 cm atmér6jii Petri-csészébe
megontottiikk az aszepszis szabalyai szerint. A felhasznalt lemezeket 24 o6ran at pihentettiik

a kondenzviz keletkezés elkeriilése végett.

3. tablazat A felhasznalt taptalajok és higité oldatok osszetételei

Taptalaj/higité neve | Osszetevo neve Mennyiség
dextroz 40 g-L*
epton 10 g-L*
SDA pep g -1
agar 20 gL
pH 5,60,2
dextroz 40 g-L*
pepton 10 gL
SDA+C agar 20 gLt
kloramfenikol 0,05 g-L!
pH 5,6+0,2
dextréz 20 g-L?
SDB pepton 10 g-L!
pH 5,60,2
dextroz 40 g-L*
SDB 2x pepton 20 g'L?
pH 5,6+0,2
pH 5,6+0,2
epton 10 g'L?!
SDB+C Pep , g
kloramfenikol 0,05 g-L!
pH 5,6+0,2
szacharoz 150 g-LL!
pepton S5¢gL?
SDB-150
MgCl,+6 H.O 1,67 g-L!
pH 5,6+0,2
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kukoricaliszt 409
agar 209
CMA pH 5,6
A kukorica lisztet 260 mL vizzel fézziik,
dekantaljuk és a feliilliszohoz hozzaadjuk az
agart, majd Kkiegészitjiik 1000 mL-re.
szacharoz 250 g-L?
Ozmo-tolerancia | pepton 5¢gL?
teszt taplevese K:HPO, 5gL?
pH 7,00,2
Triton X-100 10 mL-L?
e pepton 5gL?
NasPO412 H20 SgL!
pH 6,8+0,2
.0 -1
0,85% NaCl-oldat ':30' 8750i OL :

Az SDA ¢és az SDB nem szelektivizalo taptalajok gombak tenyésztésére. Az éleszto és

fonalas szelektivitas elérhetd a taptalaj kloramfenikollal valo kiegészitéssel.

Sejtszuszpenziok torzsoldatanak készitéséhez 15 mlL-es Falcon centrifugacs6ben
0,85%-o0s sooldattal felvettiink egy Gram-festéssel igazolt telepet steril vattapalca segitségével
az aszepszis szabalyai szerint. Azt 1 percen keresztiil Vortex segitségével szuszpendaltuk.
A sejtszamot a  laboratériumunk  altal  adaptalt =~ McFarland-tipust  relativ
sejtszam-meghatarozassal allapitottuk meg, melynek soran UV/VIS-spektrofotométer
(Shimadzu UV-1641) segitségével az abszorbancia értéket 600 nm-en A = 0,600-ra allitottuk,
amely 2 McF-nek fel meg. (1 McF = 1,0-107 élesztésejt.) A torzsoldat térfogatat, amelyet
a kivant szuszpenzio elkészitéséhez be kell mérniink, Ggy szamitottuk ki, hogy a végoldat
elmélet abszorbancia-értékét (0,060) elosztjuk a mért abszorbancidval és a kapott tortet
szorozzuk a végtérfogattal (lasd aldbbi egyenlet). Az igy kapott sejtszuszpenziot hasznaltuk
minden altalunk végzett kisérletben az inokulalashoz.

0,060
VtZS = A—S " V‘Uég’ ah0|

Vs : a torzsoldat térfogata; Ays : a torzsoldat abszorbancia értéke;

V¢ : a végoldat térfogata; A, = 0,060 : a végoldat abszorbancia értéke.
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6.2. Gram-festés

A Gram-festés technikajat mikroszkdpos morfologia igazolasra hasznaltuk, amennyiben
a készitmény nem Vvolt egynemi (nem tipikus éleszté format mutatott, egyéb mikrobiologiai
kontaminaciot tartalmazott), akkor a készitményt elvetettiik, a vizsgalatot friss készitménybdl

végeztiik el.

10 mL 0,85 %-os sodoldatban felvettiink egy makroszkoposan egynemii telepbdl
kis mennyiségli sejtmintat, homogénre kevertiik, majd oltdkacs segitségével a targylemez

feliiletére egyenletesen kihuztuk, vagyis kenetet készitettiink (preparatum).

Az igy késziilt preparatumot targylemez szariton vagy levegon szaritottuk, majd langgal
fixaltuk. Eldszor 2 percen keresztiil festettiik a mintat 0,5 %-os kristaly-ibolyaval, ezutan
1 percig kezeltiik Lugol-oldattal. Alkoholos mosast kovetéen utofestést alkalmaztunk 0,5 %-0s
neutralis fuxinnal vagy szafraninnal 3-4 percig. A festések kozott minden esetben vizes mosast
végeztiink. A festett preparatumokat mikroszkopban immerzids 100x objektivvel vizsgaltuk.

[17]
6.3. Vad és ipari éleszt6 torzsek

A kornyezeti mintdkat a Tokaj-Hegyaljai Borvidék 5 kiilonalld dildjérdl gytijtottiik
Tokaj, Tarcal és Abaujszanto teriiletérdl 2022. 06.19-én harslevelii, furmint, kovér, muskotaly
¢s kabar sz0616 fajtak levelérdl és terméskezdeményérodl (lasd 4. tabldazat). A sz6l6fajtakon tal
almafajtdk terméskezdeményeirdl is vettiink mintdkat IDARED, REDSPUR, GOLDEN fajtakbol,
Rakamaz teriiletén. A mintavételt steril palcas vattatamponnal végeztiik SDA+C transzport

taptalajra 50 mL-es Falcon centrifugacsdbe.

A mintakat begytijtés utan htitve (8 °C) taroltuk a laboratériumba érkeztetésig. Ezutan
24 6ran keresztiil 36 °C-on eléinkubaltuk, majd a vattatamponokat 10 mL SDB+C dusitoba
helyeztiik. A vattatamponokat 48 oran keresztiil 36 °C-on inkubaltuk, majd a dasitéo 1 mL-ébdl

0,85 % sboldattal decimalis higitasi sort készitettiink, s azok 100 pL-eit SDA lemezre oltottuk.

A 36 lemezekrdl 3 mucor torzset izolaltunk. Ennek hatterében a jelentds mennyiségii
napsugarzas és a kevés csapadék miatti alacsony paratartalom allhat, igy az izolaciot lemoso

technikaval folytattuk a vattapalcas mddszer sikertelensége miatt.
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4, tablazat Mintavételi jegyzokonyv

Minta Hely Nivé Névénvi
oven ovenyl
sor- Telepiilés, GPS fai tay részy Megjegyzés Taptalaj
szama pontos teriilet koordniatak )
Tolcsva 21°26°4.686” E 4. téke
1, ‘ Hi Levél ) SDA+C
Nagynyakvigé | 48°16°19.849” N ars eve jobbrol
Tolcsva 21°26°5.046” E 6. toke
2. ‘ Ha Levél SDA+C
Nagynyakvigé | 48°16°29.849” N ars eve balrél
Tolcsva 21°26°6.000” E 2. toke fentrél
3. ! Ha Bogyé . SDA+C
Nagynyakvigé | 48°16°30.144” N ars 08Y0 jobboldalt
7. betonosz|
Tolcsva, 21°26’5.352” E ) ) betonoszlop
4, Naevnvakvieé 48°16°28.823” N Hars Levél 2. téke fentrol SDA+C
\% R
gynyakvag baloldalt
. |
Tolcsva, 21°26°4.224” E ) , betonoszlop
5. Naovnvakvieé | 48°16726.586” N Hars Levél S. toke lentrol SDA+C
gylyakvag ‘ baloldalt
Tolcsva 21°26°3.264” E 1. toke lentrol
6. ’ Hi Levél SDA+C
Nagynyakvagé | 48°16°24.660” N ars eve baloldalt
Tolcsva 21°26°2.652” E 3. téke lentrél
7. ’ Hi Levél SDA+C
Nagynyakvagé | 48°16°25.338” N ars eve baloldalt
Tolcsva 21°26°2.226” E 6. toke fentrél
8. ! Ha Levél _ SDA+C
Nagynyakvigé | 48°16°26.051” N ars eve jobboldalt
Tolcsva 21°26°1848” E 2. tke fentrél
9. ' H Levél SDA+C
Nagynyakvagé | 48°16°26.328” N ars eve baloldalt
Tolcsva 21°26’3.041” E 1. toke; fentrél
10. ’ Hi Levél o SDA+C
Nagynyakvigo | 48°16°19.849” N ars eve jobboldalt
lentrdl 1. oszlop
Tolcsva 21°25°00.000” E _
11. ! Furmint | Levél 2. téke lentrél | SDA+C
Rény 48°16°00.000” N | O™ eve ole fentro
baloldalt
Tolcsva 21°25°36.437” E | Besztercei
12, ! . Levél - SDA+C
Rany 48°16°22.908” N |  szilva eve
Tolcsva 21°25'36.394” E
13. ’ Szilva Bogyo - SDA+C
Rany 48°16°22.806” N 08YO
Tolcsva 21°27°31.895” E 6. sor
14, ! Furmin Levél DA+
Petrics diilé | 48°17°40.5937 N | Urmint eve 9. toke SDA+C
Tolcsva 21°27°31.644” E . 13. sor
15. ! Furmint Levél SDA+C
Petrics dil6 | 48°17°40.000” N eve 11. téke
Tokaj, 21°23°8.098” E | Tarcal-10/
16. Levél 1. tok SDA+C
Nagysz6l6/Teleki | 48°6°18.803” N |  Kabar eve oxe
Tokaj, 21°23°8.124” E | Tarcal-10/ 4. oszloptél
17. Levél SDA+C
Nagysz6l6/Teleki | 48°6°19.544” N |  Kabar eve 1. toke felfelé
_ 5. oszlop elott
18 Tokaj, 21238184 E | Tarcal-10/ | ) :’;ﬁ:ﬂ ::t:al SDALC
" | Nagyszé16/Teleki | 48°6°19.716” N |  Kabar '
baloldalt
Tokaj, 21°23°82977E | Kovér
19. Levél 4. tok SDA+C
Nagysz616/Teleki | 48°6720.628” N 52616 eve oxe
Tokaj, 21°23°8.322° E | Kovér 10. oszlop utan
20. Bogyé SDA+C
Nagysz616/Teleki | 48°6°20.675” N 52616 o08yo 3. sor 6. toke
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Nyiregyhazi és tokaji kiskertb6l gytijtott sz616 (Vitis vinifera), alma (Malus domestica)

illetve meggy (Prunus cerasus) termések TP oldattal valé lemosasaval, a lemoso oldatbol

decimalis

higitasi

sort készitve SDA+C lemezre harmas szélesztést alkalmaztunk.

Ezen lemezeken élesztd telepek novekedését nem figyeltiik meg, igy a rendelkezésre allo, inditd

kultirat nem tartalmazé cefrébdl végeztiik a tovabbi izolalast.

Hazi

meggy (Prunus cerasus),

szilva (Prunus domestica) valamint

barack

(Prunus persica) fermentalt gyiimolcsokbol (cefre) sikeresen izolaltunk 4 Saccharomycetales

rendbe tartozoé sejtvonalat. A cefrékbdl steril 50 mL-es Falcon centrifuga cs6be mintat vettiink,

azokat begyijtés utan hiitve (8 °C) taroltuk a laboratoriumba érkeztetésig.
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A mintakbol 0,85
készitettlink, ennek 10"4-10"6 tagjaibol 100 pL-es szélesztést alkalmaztunk SDA+C-re, ezzel

%-0s sooldattal decimalis higitast alkalmazva szuszpenziot

monokolonias sejtvonalakat nyertiink 72 6ras inkubaciot kovetden (22,5 °C).

Elvégeztiik az izolalt élesztd torzsek identifikalasat mikro-, makro-morfologiai, valamint

biokémiai modszerekkel. Ezzel megbizonyosodhattunk arrél, hogy Saccharomyces,
Candida vagy Rhodotorula nemzetségbe tartozé sejtvonalakat izolaltunk. Megvizsgaltuk

az ¢lesztdtelepek pigment tartalmat SDA és CMA taptalajon és mikroszkdpos morfologiajat.

Az izolalt torzseken nem tapasztaltunk pigment termelést igy kizarhattuk a Rhodotorula
fajokat. Ezt kovetéen CMA taptalajra savos szélesztést alkalmazva azt tapasztaltuk, hogy az
izolalt torzsek nem képeznek sem alhifakat sem valodi hifakat, ezzel megbizonyosodhattunk

arrol, hogy nem Candida nemzetségbe tartozo torzset izolaltunk.

A fermentacios kisérletek soran az izolalt torzsek alkohol termelést mutattak, ezzel
meggy06zOdhettiink arrdl, hogy az izolalt torzsek a Saccharomyces nemzetségbe tartoznak (lasd

5. tablazat).

5. tablazat A Saccharomycess spp. levalasztasa biokémiai és morfologiai jegyek alapjan.

Nemzetség| Saccharomyces spp. Candida spp. Rhodotorula spp.
Tulajdonsag
Pigment SDA — _
termelés CMA — —
Mikro- Elesztosejtes forma + +
morfolégia | Alhifas forma —(+N + -
(CMA) Valédi hifas forma —(+)) + -
Alkoholos erjedés gliikozbol + +/— +
Korkeresztmetszetli, | Korkeresztmetszetli, | Korkeresztmetszet,
dombort domboru domboru
Telep tipus (makro-morfologia) om f)m.’ . om f)ru., . o ,?m.’ .
gombostiifejnyi, gombostiifejnyi, gombostiifejnyi,
krémszinii telepek krémszinti telepek | narancssarga telepek
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6. tablazatr AP 20 C AUX éleszté identifikaciés rendszer [18]

Candida | Candida | Kloeckera | Rhodotorula | Saccharomyces | Saccharomyces
albicans kefyr apiculata rubra cerevisiae 1 cerevisiae 2
GlLU + + + + + +
GLY - - - - - +/—
2KG + — + - — —
ARA - - - — _ _
XYL + + — + — —
ADO + - - — — —
XLT + — — - — —
GAL + + - +/— + +
INO - — — — — —
SOR + + — — — +
MDG + + — — — +/—
NAG + - - - - —
CEL — — + — — —
LAC - + - — — _
MAL + + — + + +
SAC + + — + + +
TRE + + — + — —
MLZ — + — + —
RAF — + — + + +
HYPH + — — — — —
7. tablazat Az izolalt torzsek belso jelzései
Belsé jelzés Vélheté faj Fermentalt gyiimoélcs fajtaja
SC_NYH_1 Saccharomyces cerevisiae meggy
SC_NYH_1 KONDI kondicionaltatott sejtvonal meggy
SC_NYH_2 1 ? szilva
SC_NYH 2 2 Saccharomyces cerevisiae szilva
SC_NYH_3 Kloeckera apiculata barack

Megvizsgaltuk a vad torzsek maximalis alkohol-kihozatalat optimalis koriilmények
kozott (lasd 6.6. fejezet — Fermentaciés Kisérletek). Ez alapjan szelektaltunk két magas

alkohol-kihozatalu torzset. A vizsgalatokat a tovabbiakban ezekkel a torzsekkel végeztiik el.
A vad torzsek mellett szabadkereskedelmi forgalomban kaphato ipari torzseket is

alkalmaztunk, a Saccharomyces bayanus-t (forgalmazé: Bi-Bor-Asz Kft.). és a Saccharomyces

cerevisiae-t (forgalmazé: Unikén Kft., belso jelzés: 6886-77-7). A Saccharomyces cerevisiae
(pl.

hémérséklete

sz¢leskorben  alkalmazott élesztd az  élelmiszeriparban pékélesztd,

15-30 °GC;

cgy
soréleszto,

alkoholtiiré képessége 13,5 (V/V) %. [19]

boréleszto). Ezen torzs optimalis erjesztési

A Saccharomyces bayanus kiemelten fontos élelmiszeripari faj, torzsei alkalmazast
nyernek a fermentacids uton eldallitott alkoholos italok gyartasandl. A faj jellegzetessége
a magas alkohol toleranciaja, amellyel akar 16 (V/V) % alkoholtartalmu borok is el6allithatoak.
Ezen kiviil jellemzé erre a torzsre, hogy kevésbé optimalis koriilmények kozott — alacsony

hémérséklet (12-18 C), magas SO. tartalom — is erjesztésre alkalmas. [20]
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6.4. Vanadat-ion toxicitasi teszt

Az izolalt és ipari torzseket toxicitasi tesztnek vetettiik ald. Ezzel megallapithatjuk
a vanadat-ion a MIC értékét a vizsgalt élesztd torzsekre nézve. A tovabbi kisérleteink ezen

adatok alapjan végeztiik el.

A vanadium(V)-ion toxicitasi tesztjeit a laboratoriumunk altal adaptalt well plate
technikaval végeztiik, acrob kézegben. A well plate-ek dsszeallitasahoz elészor 6sszemérjiik
az els6 bemérési tablaban (8. tdbldzat) szerepld anyagokat 50 mL-es Falcon centrifugacsébe,
majd az igy készitett taplevesekbdl 1 mL-t felvesziink 24-well plate lyukaiba, melyeket
amasodik bemérési tablaban (9. tdbldzat) adtunk meg. Minden lyukat 10 pL sejtszuszpenzioval
inokulalunk (lasd 6.1. fejezet — Sejtszuszpenziok), kivéve a 6C és 6D, melyek negativ
kontrollként szolgalnak. A pozitiv kontroll a 6A és 6B. A teszt eredményeit 48 ora elteltével

plate reader (Epoch) segitségével mértiik le 570 nm-en.

8. tablazat Toxicitasi teszt taplevesek bemérési tablaja
Taplevesek (TPL) l. 1. 1. V. V. VI.
SDB 2x (mL) 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
0,85% séoldat (mL) | 12,25 12 11,75 11,5 11,25 12,5
V+5-torzsoldat
2 mg/mL (pL)

250 500 750 1000 1250 0

9. tablazat Toxicitasi teszt well-plate bemérési tablaja

24-well plate 1. 2. 3. 4, 5. 6.
A LTPL | ILTPL | HLTPL | IV.TPL | V.TPL | VI.LTPL
B LTPL | ILTPL | HLTPL | IV.TPL | V.TPL | VL.TPL
C LTPL | ILTPL | HLTPL | IV.TPL | V.TPL | ILTPL
D LTPL | ILTPL | HLTPL | IV.TPL | V.TPL | ILTPL

6.5. Kondicionaltatas

Az SC_NYH 1 belso jelzésti torzset kondiciondaltattuk a vanadat-ionra. Ehhez rdzatott

midi kultarat hasznaltunk az alabbi tényezokkel:

— végtérfogat: 100 mL;

— téapleves: SDB;

— inkubaciods idd: 3 nap;
— hoémérséklet: 22,5 °C;
— talcasebesség: 50 RPM.
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crer

130 mg/L koncentracidig vittiik el. A kezd6 1épésben 1 mL sejtszuszpenzidval inokulaltunk
(lasd 6.1. fejezet — Sejtszuszpenziok), minden tovabbi haromnapos atoltasnal 1 mL-t vittiink

tovabb az el6z6 tenyészetbol.
6.6. Fermentacios Kkisérletek

A fermentacios kisérleteket kilenctagi vanadium gradiensen végeztiik el, razatott midi
kultaraban az alabbi paraméterek alapjan:
—  végtérfogat: 100 mL;
— tapleves: SDB-150;
— inkubacios 1d6: 7 nap;
—  hoémérséklet: 22,5 °C;
— talcasebesség: 50 RPM.

cre

vanadium(V)-ion-oldatbol (1asd 6.4. fejezet — Toxicitasi tesztek) 100 mL végtérfogattal.

10. tablazat Fermentacios Kisérlet bemérési tabla

Sorszam 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9.
Bemért térfogat (nL) 0 62,5 125 250 500 1000 | 1500 | 2000 | 2500

A Kkisérlet végén McFarland-tipusu relativ sejtmeghatarozassal (lasd 6.1. fejezet —

Sejtszuszpenziok) megmértiik az §sszes sejtszamot.

A fermentacid teljes lekdvetésére gravimetrias visszamérést alkalmaztunk. Ehhez
naponként lemértiik a fermentacios edény tomegét, majd visszaszamitottuk az el6z6 napi
értékbol a tomegesokkenést. Ennek alkalmazasara az ad lehetdséget, hogy a fermentacios liveg

feddjén készitett tliszelepen keresztiil szén-dioxid tavozik, amely csokkenti a tomeget.
6.7. Alkoholtartalmi meghatirozas gazkromatografiaval

A nyert mintak alkohol tartalmat Chromatron Gaschromatograph 18.3 segitségével
mértiik az alabbi paraméterekkel:

— az alkalmazott oszlop: 2 m x 4 mm savallo acélcsébe toltott Charbowax 20 M 10%,
Sephalcoport 80/100 mash-en;
— vivogazaram: 40 mL/perc;
— homérséklet: 1égtermosztat 125 °C izotherm;
— injektor/detektor hémérséklet: 140 °C;
— afelvitt minta rendre: 5 uL;
— linedris erdsités: 10°.
A kiértékeléshez 0-15 (v/v) %-os tartomanyban 6t pontos kalibraciot alkalmaztunk,

alkohol-viz elegyek segitségével, a kiértékelés a standard kalibracié modszerével tortént.
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6.8. Mikroszképos morfologiai felvételezés, képelemzés

srer

A fermentacios kisérletek soran végpontosan ellendriztik a sejtek mikro-morfologiajat
a vanadat-ion koncentracio gradiens fliiggvényében Biirker-kamra hasznalataval, amelyre 25 ulL

mintat vittiink fel, 40x objektivet alkalmaztunk, majd képfelvételeztiink.

A gradiens tagjaihoz kapcsolodd adatpontokat 25 képen mért sejtszamok szamtani
kozepeként adtuk meg. A felvételekbOl szekvenciat allitottunk el6 Imagel-FidJi nyilt-
forraskodu képfeldolgozo szoftver segitségével. A sejtek nagy- és kistengelyeinek hosszat (pum)
mértiik. Az igy nyert adatokat az MS Excel tdblazatkezeld program segitségével értékeltiik ki,
a kis- és nagytengelyek koncentracio szerinti fliggvényeinek segitségével.

6.9. Statisztikai elemzés

Munkank soran harmas ismétléssel dolgoztunk, az adatpontokat szamtani kozéppel,
valamint annak szérasaval definialtuk. A vizsgalatainkban linearis fliggvénnyel kozelithetd
Osszefiiggéseket figyeltlink meg. Ezen 0Osszefiiggés erdsségét Pearson-féle korreldacios

egyiitthatoval jellemeztiik. A statisztikai vizsgalatokat MS Excel tablazatkezeld program

beépitett fliggvényeivel végeztiik.
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7.  Eredmények

7.1. Izolatumok identifikalasa

A négy sikeresen izolalt éleszté sejtvonalbol az identifikacio soran ketté Saccharomyces
nemzetségbe és egy a Kloeckera nemzetségbe tartozonak adodott. Egy sejtvonalat nem tudtunk

az altalunk alkalmazott modszerrel meghatarozni (API 20 C AUX identifikécios rendszer).

Az SC NYH 1¢ésazSC NYH 2 2 bels6 jelzésii torzsek (lasd 11. tabldzat) morfologiai
vizsgalta soran azt tapasztaltuk, hogy nem termelnek pigmentet sem SDA, sem CMA
taptalajon; CMA taptalajon 5 nap elteltével klasszikus élesztOsejtes forma figyelhetd meg.
A telepek korkeresztmetszetiiek, dombort feliiletliek, gombostiifejnyi méretiiek, krémszintiek
voltak. Anaerob koriilmények kozott gliikozbol alkoholos erjedés figyelhetd meg.
Az SC_NYH_2 2 belsé jelzési torzs szintén nem termel pigmentet; bipolaris, ,,citromalaka”
¢lesztosejtes forma jellemz6; CMA taptalajon 5 nap utan hifat képez; a telepei
korkeresztmetszetliek, dombort feliiletliek, gombostiifejnyr méretiiek, krémszintiek voltak;

a glikozt kis mértékben alkoholosan erjeszti.

Az API 20 C AUX alapjan adaptalt biokémiai teszttel bizonyitast nyertek az altalunk

zolalt torzsek identifikacioi. A kapott szénhasznositasi adatokat az alabbi tablazat tartalmazza

izolatumonként.
11. tablazat 1zolatumok cukor-hasznositasi adatai
SC_NYH_1 + - - - - - - + - +
SC NYH 2 2| + - _ _ _ _ _ + _ _
SC_NYH_3 + - + - - - - - - -
GLU | GLY | 2KG | ARA | XYL | ADO | XLT | GAL | INO | SOR
SC_NYH_1 - _ _ _ + n — - n =
SCNYH 2 2| - _ _ _ + " . ~ n —
SC_NYH_3 - - + - - - - - - +
MDG | NAG | CEL | LAC | MAL | SAC | TRE | MLZ | RAF | HYPH

A kisérletek soran alkalmazott torzseknek megvizsgaltuk a maximalis alkohol-kihozatalat
a kisérleti peremfeltételek mellett (lasd 6.6. fejezet — Fermentacios Kkisérletek). Azt
tapasztaltuk, hogy az altalunk Saccharomyces-ként identifikalt torzsek jo alkohol-kihozatallal
rendelkeznek (8,7-9,2 (V/V) %). A kondicionaltatott torzs esetében az alkohol mennyiségét
megkozelitdleg 12,5 %-kal magasabbnak mértiik (9,8 (V/V) %) (v.6. 3. dbra).
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Maximalis alkohol-kihozatal Kiilonb6zo torzseken
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3. dabra Vizsgalt torzsek maximalis alkohol-kihozatala a kisérleti peremfeltételek mellett

7.2. Toxicitasi-tesztek

A toxicitasi tesztek soran mindegyik altalunk vizsgalt torzs hasonld vanadat-tiirést
mutatott. Az altalunk vizsgalt torzsek esetében a MIC érték 60 és 100 mg/L koz¢ esik. A tovabbi

kisérleteket ezen eredmények alapjan végeztiik el.

Saccharomyces bayanus toxicitasi teszt

100

vanadium(V)-ion koncentracié (mg/L)

S 4 81
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S 80 < T 1
z |
£ 60
S
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)
& 20
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4. abra A Saccharomyces bayanus ipari torzs toxicitasi teszt adatai

SC_NYH._1 toxicitasi teszt

vanadium(V)-ion koncentracié (mg/L)
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5. abra Az SC_NYH._1 belsé jelzésii torzs toxicitasi teszt adatai




7.3. Fermentacios kisérletek

A fermentaciot kovetden meghatiroztuk az ¢lesztOsejtek koncentracidjat. A
Saccharomyces bayanus (6. dbra) és az SC NYH 1 (7. dbra) torzs esetében a sejtszam a
vanadium(V)-ion koncentracié ndvekedésével jelentdsen — majd felére — csokken; sejtszam €s
az alkohol-kihozatal k6zotti kapcsolat linearis Osszefliggéssel leirhatd. A kondicionaltatott
torzsnél (8. dbra) a sejtszam lényegesen nagyobb mértékben csokken le, mint a kiindulasi

torzsnél. A legnagyobb biomassza-produkciot a Saccharomyces bayanus adta.

Saccharomyces bayanus osszes sejtszam
a vanadium(V)-ion fiiggvényében

3,00E+08 ,
250E+08 [®*-.... x
g T

£ 2.00E+08 R P I
Sqs0ev08 | 0 T ¢
wn

1,00E+08

y = -2E+06x + 3E+08
5,00E+07 R*=0,919
Pearson: r = -0,959
0,00E+00 >
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vanadium(V)-ion koncentracié (mg/L)

6. dbra A Saccharomyces bayanus ipari torzs dsszes sejtszama
a vanadat-ion koncentracié fiiggvényében

SC_NYH_1 6sszes sejtszam
5 50E+07 a vanadium(V)-ion fiiggvényében
! A
2,00E+07 |. o
[ RETTIN
E ° LR
S 1,50E+07 F—
“: . el ‘!‘."
- 32 R AL TPPORI !
¥ 1,00E407
y =-160728x + 2E+07
5,00E+06 R:= 0,915
Pearson: r = -0,957
0,00E+00 >
0 10 20 30 40 50
vanadium(V)-ion koncentracié (mg/L)

7. abra Az SC_NYH 1 belso jelzésti torzs osszes sejtszama
a vanadat-ion koncentracio fiiggvényében
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SC_NYH_1 KONDI 6sszes sejtszam

2,50E+07 , a vanadium(V)-ion fiiggvényében
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8. abra Az SC_NYH _1 KONDI belsé jelzésii torzs osszes sejtszama
a vanadat-ion koncentracié fiiggvényében

A fermentaci6 lezajlasa utan desztillaciot kovetéen megmértiik az alkohol-kihozatalt. A
Saccharomyces bayanus esetében (1asd /2. abra) a vanadium(V)-ion koncentracio és az alkohol
koncentracioé kozott forditott aranyossag lelhetd fel, kozottiik linedris Osszefiiggés van. Az
SC_NYH_1 (lasd 3. dbra) és az SC NYH 1 KONDI (lasd /4. dabra) torzsek alkohol-
kihozatalat nem befolyasolja jelentés mértékben a vanadium(V)-ion koncentracié 0-50 mg/L

tartomanyban.

A fermentacios folyamatot gravimetrikus visszaméréssel kovettilk nyomon. A méréssel
a kondicionaltatott torzs esetében a tomegcsokkenés a 4. napon konstanssa valt (konverzio); az

Osszes tobbi vizsgalt torzsnél a 6-7. napon.

Saccharomyces bayanus alkohol-kihozatal
a vanadium(V)-ion fiiggvényében
10,0
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% 8.0 EI R I ............... L T $
270 '! .................. I
‘®
= 6,0
50
S 40
<
=30 y =-0,025x + 8,381
£20 R2=0,839
210 | Pearson:r=-0916
0,0 >
0 10 20 30 40 50
vanadium(V)-ion koncentracié (mg/L)

9. abra A Saccharomyces bayanus ipari torzs alkohol-kihozatala
a vanadat-ion koncentracié fiiggvényében
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SC_NYH_1 alkohol-kihozatal
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10. dbra Az SC_NYH_1 belsé jelzésii torzs alkohol-kihozatala
a vanadat-ion koncentracié fiiggvényében

SC_NYH_1 KONDI alkohol-kihozatal
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11. abra Az SC_NYH_1_KONDI belsé jelzésii torzs alkohol-kihozatala
a vanadat-ion koncentracié fiiggvényében

7.4. Morfologiai vizsgalat

A fermentacids kisérletek soran végpontosan ellendriztiik a Saccharomyces bayanus
sejtmorfologidjat. Ehhez megmértik a sejtek nagy- ¢és kistengelyeinek hosszat.
nagy- ¢és kistengelyek kiilonbsége. A fermentacié végpontjan 80 mg/L koncentracional szdmos
alhifas forma jelenik meg, mig 100 mg/L-nél a sejtek nagyon alacsony ndvekedést mutattak,
megmaradnak a kezdeti morfologiai allapotban. 20 mg/L koncentracids mintakban csak néhany

alhifas forma fordult elo.
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Saccharomyces bayanus mikro-morfolégiai valtozasa
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12. abra A Saccharomyces bayanus sejtmorfologiai valtozasa

12. tablazat Saccharomyces bayanus sejtek nagy- és kistengelyeinek hosszvaltozasa

Hosszu tengely hossza — €1 (um)
¢ (V+5) (mg/L) 20 40 60 80 100
atlag 19,2 20,8 22,0 25,3 18,4
széras 2,3 2,5 2,4 2,1 3.4
Révid tengely hossza — €2 (um)
¢ (V+5) (mg/L) 20 40 60 80 100
atlag 14,0 13,9 14,9 16,7 13,5
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13. abra A Saccharomyces bayanus sejtmorfologiai valtozasarol késziilt képszekvencia



8. Diszkusszio

Az izolalasunk kezdetben sikertelen volt, ugyanis a 2022. jiniusi idéjards nem volt
optimalis az élesztdk hajtdson vald nagyszamu jelenlétéhez; ennek megfeleléen cefrébdl
izolaltunk éleszté-sejtvonalakat. Négy élesztotorzset izolaltunk sikerrel, amelyek koziil kettd
a Saccharomyces cerevisiae, egy pedig a Kloeckera apiculata fajba tartozonak adodott,
egy sejtvonalat nem tudtunk az altalunk alkalmazott modszerrel identifikdlni. A kisérleteket
az SC_NYH_1 belsd jelzésii izolatummal és a Saccharomyces bayanus fajélesztovel végeztiik

el.

Elvégeztiik a vad €s az ipari torzsek toxicitasi tesztjeit. Ennek soran azt tapasztaltuk, hogy
a vanadium(V)-ion esetében a kontrollra indexalt biomasszatomeg az SC NYH 1 belsd jelzésti
torzs esetében kis mértékben — megkozelitdleg 10%-kal — magasabb, mint

a Saccharomyces bayanus-nal. A fermentacios kisérleteket ezen adatok alapjan allitottuk ossze.

A fermentacids kisérletekben végpontosan mértiik a fermentlé dsszes sejtszamat, ezzel
meghatdrozva a biomassza-produkciot. Ennek sordn azt az osszefiiggést vélhetjiik felfedezni,
a harom vizsgalt torzs esetében (lasd 9., 10., 11. dbra). A legnagyobb biomassza-produkciot

a Saccharomyces bayanus-nal mértiik.

A vanadium vélhetden befolyasolja cAMP-PKA utvonal miikodését, amely szabalyozza
az ¢lesztésejtek novekedését. Erre utalhat a szakirodalomban fellelhetd foszfat-vanadium
analdgia (,,ionos mimikri’’). A vanadium hasonldéan kapcsolodik a fehérjékhez, mint a foszfat,
viszont nem latja el ugyan azon funkciot. Tehat meggatolja a foszfat fehérjéhez valo kotodését

és ezaltal az adott fehérje nem tudja ellatni feladatat.

A fermentacié befejezddésével desztillacid utdn meghataroztuk a fermentlé
novekedésével kis mértékben csokken az alkohol-kihozatal (lasd /3., 14., 15. dbra). A harom
torzset Osszehasonlitva azt figyelhetjik meg, hogy a legnagyobb alkohol-kihozatalt
a Saccharomyces bayanus adta, ezt kovette a kondicionaltatott torzs (SC_ NYH 1 KONDI).
A 14. dabran szerepld trenden kiviili eredmény oka a szamos higitasi 1€pés soran fellépett
bemérési hiba.

Megfigyelhetd a kondicionaltatott torzs esetében egy érdekes jelenség, ugyanis
a biomassza mennyisége jelentdsen lecsokken a vanadat-koncentracié emelkedésével, ezzel
szemben ennél a sejtvonalnal az alkohol-kihozatal magasabb volt, mint a nem kondicionaltatott

torzsnél.
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crer

tapasztaltuk, hogy a sejtek megnyulnak, és alhifas formak alakulnak ki. A kontrollhoz képest
a vanadat-ion koncentracid ndvekedésével a sejtek egyre megnyultabbak; 80 mg/L
koncentracional megjelenik szamos alhifas sejtcsoportosulds; 100 mg/L koncentracional

a sejtek kevés osztodast végeznek, megmaradnak a kiinduldsi morfologianal.

Néhany esetben alhifak megjelenését tapasztaltuk a kontrollban is. Feltételezziik, hogy
ezt jelenséget a CAMP-PKA szabdlyzo szignal segitségével megjelend sejtfaladhezinek
(FLO11) megnovekedett mennyisége okozza, mely altal pszeudohifak jelennek meg. Hosszabb
inkubacios id6t tartva valddi hifas alakok is kialakulhatnak. Ennek vélhetd oka az, hogy
a tapkozegben magas a szénhidrat és alacsony a nitrogén tartalom, akkor a cAMP-PKA
jelatviteli utvonal szamos transzkripcios faktoron keresztiil a fonalas novekedéshez sziikséges
gliikoproteid szintjét noveli (lasd 1.2. fejezet — A fermentacio lefolyasat befolyasold tényezok),
igy a sejtek megnyulnak, alhifas alakok jelennek meg. Ezt alatamasztja a nagy- és kistengelyek

kiilonbségének novekedése.

A fermentacio lefolyasat gravimetrikus visszaméréssel vizsgaltuk. A kondicionéltatott
torzs esetében eltérést tapasztaltunk a fermentacid iddtartamaban, ugyanis ezen torzseknél
a konverzié id6étartama 2-3 nappal rovidebbnek adodott (lasd 7.3. fejezet - Fermentacios
kisérletek).
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9. Kitekintés

Tovabbi kutatasi iranynak kijelolhetjiik a kdvetkezoket:

a vanadium cAMP-PKA jelatviteli utvonalra gyakorolt hatdsanak molekularis

biologiai modszerekkel valo vizsgélata (western blot);
enzimaktivitas mérése (katalaz, peroxidaz, amilaz);

a bioabszorbcioval megkotott vanadat-ion mennyiségi meghatarozasa ICP-OES

vagy AAS segitségével,
a sejtfalon bekdvetkezd valtozasok elektron mikroszkopids vizsgalata,
Ujabb fém-ion tolerans torzsek eldallitasa;

ko-kultiras fermentacios kisérletek;

crer

(Terveink szerint a konferencidig kivitelezhetd.)
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10. Osszefoglalas

Sikeresen izolaltunk ¢és identifikaltunk négy vadéleszté torzset, koziilik két
Saccharomyces cerevisiae fajba tartozot. A vanadat-tolerancia megkézelitdleg azonos a

vizsgalt vad- és fajélesztok esetében.

A vad torzsek koziil a legmagasabb alkohol-kihozatala az SC NYH 1 KONDI bels6
jelzésti és az SC_NYH 1 belso jelzésii torzs. A f6 fermentacios kisérletekben a legmagasabb
alkohol-kihozatalt és biomassza-produkciot a Saccharomyces bayanus adta, mig a
legalacsonyabb biomassza-produkciot az SC NYH 1 KONDI bels6 jelzésii torzs. Ez utobbi
ellenben kozel 1 %-os alkohol-kihozatal novekedést mutat az SC_NYH_1 bels6 jelzési

torzshoz képest.

A konverzi6 idéigénye az SC_ NYH 1 kondicionaltatott torzs esetében a legkisebb. A
sejtmorfologiai sajatossagok valtozasa Osszefliggésbe hozhatdo a vanadat-ion koncentracid

novekedésével.

Az altalunk tanulmanyozott sejtvonalak 0-50 mg/L tartomanyt, vanadat-iont tartalmazo
fermentacios taptalajon, alkalmasak lehetnek bioremedidciés ¢és hidrometallurgiai
felhasznélasra. Osszességében azt a konkluziot vonhatjuk le, hogy a vanadium(V)-ion mind a

harom altalunk vizsgalt élesztd torzsre hasonloképpen gyakorolt hatast.
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13. Tételes szerzo6i hozzajarulas

A 36. OTDK

BIOLOGIA SZEKCIO FELHIVASANAK
2.SZAMU MELLEKLETE

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Szolyka Levente nyilatkozom, hogy a 36. OTDK-ra benytjtott ,,Vaniddium(V)-ion

hatasa a Saccharomyces bayanus mikro-, makro-morfolégidjira és alkohol kihozatalara” cimii

palyamunkdmban leirtak esetében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Részfeladat

A részvétel mértéke
(btfokozata skalan” jellemezve)

Kisérletek tervezése’

Tdptalajok készitése, eszkozok el6készitése’

w

Természeti mintdk begyijtése’

Elesztétorzsek izoldldsa, identifikaldsa’

W | W«

Toxicitdsi tesztek elvégzése

Fermentdcios kisérletek elvégzése

Mintdk desztilldldsa, elGkészitése’

Alkohol-tartalom meghatdrozdsa®

Morfolégiai felvételek készitése’

Morfolégiai felvételek kiértékelése®

Az adatok statisztikai feldolgozdsa, értelmezése’

[ A B A B N B 0 VA

Kelt: Debrecen, 2023. 01. 23.

(A7

T ety

Palyamunkat benyujt6 hallgato
(Szolyka Levente)

alairasa

A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerdsitem:

LL- O |

Témavezetd
(Kovasznai-Olah Richérd,
DE TTK Biotechnoldgiai Intézet)

alairasa
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#Magyardzat:
A munkafolyamatokban valo részvétel mértékét otfokozati skdldn kérjiik értékelni. A skdla egyes

értékeinek jelentése:

5 — Felkészités utdn a feladat teljes egészét ondlléan végeztem a pdlyamunkdhoz sziikséges
mennyiségben.

4 — Felkészités utdn a feladat t6bb mint felét ondlloan végeztem a pdlyamunkdhoz sziikséges
mennyiségben.

3 — Felkészités utdn a részfeladat felét ondlldan végeztem a pdlyamunkdhoz szitkséges
mennyiségben.

2 — Felkészités utan a részfeladat kevesebb mint felét ondlléan végeztem a pdlyamunkdhoz
sziikséges mennyiségben.

1 — A részfeladatot folyamatos segitséggel végeztem a pdlyamunkdhoz sziikséges mennyiségben.

14 szerz6 hallgaté az dltala végzett kisérletek tervezését nyomon kivette; a metddus elsajdtitdsdt
kovetben részben ondlloan vitelezett ki kisérleteket.

24 felhaszndlt por tdptalajok osszedllitisat és a készen vdsdrolt tdptalajok elkészitését,
sterilizdldsdt; a kisérletekhez haszndlt eszkozok elGkészitést, sterilizdldsdt teljes mértékben a
hallgaté végezte onalloan.

34 pdlyamunka részét képezd éleszté torzsekre vonatkozé anyagok begyfijtését teljes mértékben a
hallgato végezte ondlldan. Ehhez az ismeretségét felhaszndlva szervezte meg a mintdk begyiijtését.
A begyijtott mintdk feldolgozdsdt, az élesztétirzsek tisztitdsdt, és biokémiai karakterizdldsat teljes
egészében a hallgaté végezte ondlléan.

’A fermentdcios kisérlet sordn nyert mintdk nagy részét a hallgaté maga desztilldlta, kivétel azokat
melyek nem fértek bele a rendelkezésre allo nyiri idétartamba.

%4 hallgaté a rendelkezésre dll6 idG szitkossége miatt csak korldtozott szdamii mintdt volt lehetsége
onmaga lemérni.

4 morfologiai felvételek elkészitését nagyobb részt a hallgato végezte, azon kivil amikor a
laborban egyéb teenddje volt, ekkor témavezetdje vette dt a feladatot.

84 morfologiai felvételek kiértékelését — a képelemzést — a témavezetGje dltal adott
szempontrendszer alapjdn az interneten fellelheté anyagok segitségével ondlléan végezte a
hallgato.

%4 statisztikai adatok feldolgozdsat részben a szerz6 hallgatd végezte el; az adatok értelmezésében a

témavezetdje segitette.
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