Vanadium(V)-ion hatasanak vizsgalata a Saccharomyces [’
bayanus mikro-, makro-morfologiajara es alkohol kihozatalara
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A vanadat-ion hatasara bekovetkezo mikro-morfologiai
valtozasok megfigyelése (Saccharomyces bayanus)

A vanadat-ion koncentracio gradiens fUggvenyeben torteno
alkohol-kihozatal vizsgalata

Vad elesztotorzsek izolalasa, biokémiai karakterizalasa
Eleszt6torzsek kondicionaltatasa vanadat-ionra
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Anyagok és modszerek —

Modellorganizmus, taptalajok

Szemi-szelektiv taptalajok: SDA; SDB
Szelektiv taptalajok: SDA+C; SDB+C
Fermentacios tapleves: SDB-150
Twines pepton lemoso oldat

0,85% NaCl-oldat

Szabadkereskedelmi forgalomban kaphato fajéleszto:
Saccharomyces bayanus (Saccardo)
Forgalmazo: Bi-bor-asz Kft.
Alkohol-tolerancia: 16 v/v%

Saccharomyces bayanus
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Taptalaj receptek

Twines pepton

dextroz
pepton

agar

pH

dextroz
pepton

agar
kléramfenikol
pH

dextroz
pepton

pH

dextroz
pepton
kléramfenikol
pH

szacharoz
pepton
MgCl,-6 H,O
pH

Triton X-100
pepton
Na,PO,-12 H,0
pH

40g-L™
10g-L*
20g-L*
5,6+0,2
40g-L*
10g-L*
20g-L*
0,05g-L*
5,6+0,2
20g-L*
10g-L?
5,6+0,2
20Q-L*
10g-L*
0,05g-L*
5,6+0,2
150g-L*

59-L°
1,679-L*
5,6+0,2
10 mL-L*

59:L*

59:L*
6,8+0,2
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Anyagok és modszerek —Izolacio, identifikac

Vadelesztok

Izolalas:

Sikeres izolalas nyiregyhazi kiskerti gyimolcsfermentlebal
Karakterizalas: szénhidrat hasznositas €s fermentacio alapjan

| ‘I Saccharomyces spp. Candida spp. Rhodotorula spp.
Tulajdonsag
- +

Nemzetség
Pigment

Saccharomyces sp.

termelés (izolatum)
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, - dombort, dombort, domboruq,
Telep tipus (makro-morfologia) e . .
gombostiifejnyi, gombostiifejnyi, gombostiifejnyi,

krémszin telepek

krémszinti telepek

narancssarga telepek
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Saccharomyces cerevisiae YPH499 DNA
Sequence ID: AP026843.1 (NCBI-BLASTnh)

Score Expect Identities Gaps Strand
1232 bits(667) 0.0 667/667(100%) 0/667(0%)  Plus/Plus

Query: kapott szekvencia
Sbjct: adatbazis szekvencia

Megerdsito proba

Query 1 GTCGCAGTCCTCAGTCCCAGCTGGCAGTATTCCCACAGGCTATAATACTTACCGAGGCAA 60

Frrrrrrrerrerrrrrrrrrerrerrrrr e rerrrr et e e e e e
Sbjct 460352 GTCGCAGTCCTCAGTCCCAGCTGGCAGTATTCCCACAGGCTATAATACTTACCGAGGCAA 460411

" " " 14 LI 4 114 I 14 14 14
I A2 (6 SN e g OIS SR 7| el et
Sbjct 460412 GCTACATTCCTATGGATTTATCCTGCCACCAARACTGATGCTGGCCCAGTGAAATGCGAG 460471 ; (SC' N YH 1) Készénet_ Dr Miklo’s Ida
' " "
Query 121 ATTCCCCTACCCACAAGGAGCAGAGGGCACAARACACCATGTCTGATCAAATGCCCTTCC 180 ) — 4

FEEEEEEEEr et e et e e et e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 460472 ATTCCCCTACCCACAAGGAGCAGAGGGCACAARACACCATGTCTGATCARATGCCCTTCC 460531

a) Fermentas
Query 181 CTTTCAACAATTTCACGTACTTTTTCACTCTCTTTTCAAAGTTCTTTTCATCTTTCCATC 240

FELEEEEEEEEEE LR LR L L e P LT ' b) Rhodotorula mucilaginosa
Sbjct 460532 CTTTCAACAATTTCACGTACTTTTTCACTCTCTTTTCAAAGTTCTTTTCATCTTTCCATC 460591 s
¢) Saccharomyces cerevisiae

b) c)

Query 241 ACTGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCTCGCCAATATTTAGCTTTAGATGGAATTTACCACC 300

Frrrrerrerrerrrrrerreerrerrrrrrrerrrerrrr e e rrrr e
Sbjct 460592 ACTGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCTCGCCAATATTTAGCTTTAGATGGAATTTACCACC 460651

Query 301 CACTTAGAGCTGCATTCCCARACAACTCGACTCTTCGAAGGCACTTTACARAGARCCGCE 360

Frrrrrrrerrerrrrrrrrrerrerr e rrrer e e e
Sbjct 460652 CACTTAGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGACTCTTCGAAGGCACTTTACARAGAACCGCA 460711

Query 361 CTCCTCGCCACACGGGATTCTCACCCTCTATGACGTCCTGTTCCAAGGAACATAGACAAG 420

Lrrrrerrerreerrrrerrrerrerrrrr e e ererr et e rrr e
Sbjct 460712 CTCCTCGCCACACGGGATTCTCACCCTCTATGACGTCCTGTTCCARGGAACATAGACRAG 460771

Query 421 GAACGGCCCCAAAGTTGCCCTCTCCAAATTACAACTCGGEERAEEGAAGGTACCAGATTTC 480

FErrrrrrrrrrrrrerrrrr e et e e e e e e e e e e e e
Sbjct 460772 GAACGGCCCCAAAGTTGCCCTCTCCAAATTACAACTCGGGCACCGAAGGTACCAGATTTC 460831

Query 481 ARATTTGAGCTTTTGCCGCTTCACTCGCCGTTACTAAGGCAATCCCGGTTGGTTTCTTTT 540

FEEEEEEEEr et e et e et e e e e e e e e e e e e
Sbjct 460832 AAATTTGAGCTTTTGCCGCTTCACTCGCCGTTACTAAGGCAATCCCGGTTGGTTTCTTTT 460891

Query 541 CCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTACTCCTACCTGATTTGAGGTCAAACT 600
Frrrrerrrrrerrrrrerrrerrerr e e er e e e
Sbjct 460892 CCTCCGCTTATTGATATGCTTAARGTTCAGCGGGTACTCCTACCTGATTTGAGGTCAARCT 460951

Query 601 TTAAGAACATTGTTCGCCTAGACGCTCTCTTCTTATCGATAACGTTCCAATACGCTCAGT 660

Frrrrerrerrerrrrrerreerrrrrrrrrrerrrererr et e e rrrr e
Sbjct 460952 TTAAGAACATTGTTCGCCTAGACGCTCTCTTCTTATCGATAACGTTCCAATACGCTCAGT 461011

Query 661 ATAARAL 667

(AREERN
Sbjct 461012 ATAAAAA 461018




Anyagok eés modszerek — Toxicitasi teszt,

Fermentacios kiserletek — Alkohol kihozatal

Toxicitasi teszt:

24-es well-plate-en 0-100 mg/L-ig felezd higitassal ——

e g us 7 E 4 ) \',// - - N/ \/,
6tos bontasban (OO0 O
Fermentacios kiserlet: /(\\/ =0 P\
100 mL SDB-150 razatott kulturaban 8 lépéses ?(_/,/f\ AR ATASATE

koncentracid gradiensen (6 Y e Yok

. . . /4 . 4 | \ ):\ ,/‘)\ ’)‘\“ //J'\ ) \\\ J
Gradiens a toxicitasi teszt alapjan aratate et
50 rpm sebességgel, 7 napig inkubaltuk 22,5 °C-on f( U NN )
Desztillaciot koveto alkohol-kihozatal merés _

gdzkromatograffal
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Anyagok es modszerek —
Mikroszkopos morfologiai

felvetelezes, kepelemzes

Felvetelezeés:
Vegpontosan ellenoriztik, Burker-kamra
segitségével, nativ készitmeényben
Képelemzes:
Az Imagel-FiJi nyilt-forraskodu szoftvert
hasznaltuk
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Visszavonas Vagdlap 5] Betiitipus X bl B Resulg _ o x Celldk Szerkesztés ~
T2 v |3 5 8004600 pixels; B-bit 469K | File Edit Font Results ”

A 8 c D | o [Arealresn [win  Jvax  [Angle [leng= u v w X Y z AA AB AC AD AE &
1 Saccharomyces bayanus révid tengely ! 27 105038 53674 135.731 -54.289 255
2 (V) (me/L) 20 40 60
3 étlag 14,0 13,9 14,9
4 szords 2,0 2,2 2,0
5 10,407 13,492 15,83 .
6 10,167 13,347 14,821
7 13,856]  13,54] 16,306 l N
) 14,394 10,69] 16,156 T T
9 15,392 15,672 13,967
10 12,782| 12,719 11,032 Saccharomyces bayanus mikromorfologiai valtozasa
11 14,251|  16,446] 15,625
12 15,879 13,635 15,131 30.0
13 12,632] 13,807] 14,715 250 *
14 15,125 13,191 11,856 -~ *
15 1475 9831 15752 20,0 * *
16 10,401| 16,837| 17,849 = }
17 10482] 1569 10,193 g 150 { } }
18 12,182 10,165 13,951 S 100
19 13,73 12,739] 13,005
20 15,528| 15,893 15,15 50
21 12,058] 17,694] 16,704 00
22 10,202 14,08 17,18 ’
23 14,337 10,858 14,889 0 20 o 6 80 100 120
24 16,276| 14,268| 15777 Vanadium-koncentracié (mg/L)
25 16,565 15519| 17,418 4 Rovid tengely hossza ~ ® Hosszi tengely hossza
26 11,124 15,752 14,409 1=
27 13,126 18,556
28 16,412 15,59
29 14,072 16,971
30 16,84 23,087
Bil 15,141 17,557
32 12,811 17,232
33 15,35 17.476
. Tt ana TS -
Munkal ® L] >

Kész T Akadalymentesség: médositas javasolt L@ Megjelenitési beallitasok ] M -——+ 1%




Anyagok es modszerek — Statisztikai elemzes

Kalibracios gorbe

o~ 1,34000 ,

"= 1,33900 A

S oazss0 | e

LC) .o".

§ 133700 | e

X .o’.

T 133600 4 ..... A

Y ®

£ 133500 o y = 0,00046x + 1,33292

S L a0 A R? = 0,99095

L Pearson: r = 0,99546

< 1,33300 g >

0 2 4 6 8 10 12 14

Etanol koncentracio (v/v%)

Az adatok kiertekelésehez és abrazolasahoz az MS Excel programcsomagot
hasznaltuk a beepitett figgvenyeivel.

3-as ismétlés szamtani kozepet adtuk meg a hozzajuk tartozo szoras
feltintetésével.

Egyenessel kdzelithetd pontseregeket vizsgaltunk, amelyek kozotti 6sszefigges
er0ssegéet Pearson-féle korrelacios egyUtthatoval mutattuk meg.



Eredmenyek — Toxicitasi teszt

Saccharomyces bayanus toxicitasi teszt

% o 73 A vanadat tolerancia megkozelitéleg azonos a vizsgalt
80 e ol s 14 14 L 4 ”
70 - : I torzseknél (vad- és fajélesztdk).
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Eredmenyek — Maximalis alkohol-kihozatal

Maximalis alkohol-kihozatal kiilonb0zo torzseken
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Eredmenyek — Fermentacio soran nyert 6sszes sejtszam

S. bayanus bsszes sejtszam a vanadium(V)-ion
fiiggvényében
3,00E+08 I

2.50E+08 |O®

£
‘S 2,00E+08

Sejts
e
-

1,50E+08
1,00E+08
y =-2E+06x + 3E+08
5,00E+07 220,919
Pearson: r =-0,959
0,00E+00

0 10 20 30 40 50
vanadium(V)-ion koncentracié (mg/L)

Sejtszam

SC_NYH 1 osszes sejtszam a vanadium(V)-ion

fiiggvényében
2,50E+07
2,00E+07 | ®
‘.., .....
o 9.
1,50E+07 R
» ... @
‘e., .. ‘§
1,00E+07
y =-160728x + 2E+07
R2=0,915
Pearson: r =-0,957

5,00E+06
0,00E+00 >

0 10 20 30 40 50

vanadium(V)-ion koncentracio (mg/L)

SC_NYH._1 kondicionaltatott Gsszes sejtszam a
vanadium(V)-ion fiiggvényében

2,50E+07
®
2,00E+07 §
£ B
b,
_1:? 1,50E+07
73] *
1,00E+07 {
® . ¥
5,00E+06 y =-347048x + 2E+07
2=10,962
Pearson: r =-0,980
0,00E+00
0 10 20 30 40 S0

vanadium(V)-ion koncentracié (mg/L)




Eredmenyek — Alkohol-kihozatal

Etanol koncentracio (%)

4,0
3,0
2,0

1,0

0,0

Saccharomyces bayanus alkohol-kihozatal a
vanadium(V)-ion fiiggvényében

y =-0,0248x + 8,3805
R2=10,8389
Pearson: r =-0,9159

10 20 30 40 50
vanadium(V)-ion koncentracié (mg/L)

64.2. Az alkoholos erjedés vazlata

GLUKOLIzIS

2NAD*

ERJEDESI REAKCIO

etanol

()<

CH3—$II—COOH

2

piroszélésav

7,0

5,0
1,0
3,0

10

SC_NYH 1 kondiciondltatott alkohol-kihozatal a
vanadium(V)-ion fiiggvényében

y =-0,0076x + 6,188
R2=0,3222
Pearson: r =-0,5676

o 4*{,{» ..... S Pa— T S "

10 20 30 40
vanadium(V)-ion koncentraciéo (mg/L)

50

Gravimetrikus visszameéressel a kondicionaltatott torzs eseteben a tomegcsokkenes 4
napon konstanssa valt (konverzid). A tobbi torzs esetében 6-7 napon.




Eredmények — Elsztétorzsek

Saccharomyces bayanus

morfologiaja

20 mg/L
Saccharomyces bayanus mikromorfologiai valtozasa g/
28,0 ,
26,0
24,0
‘T 22,0
20,0 40 mg/L
2 18,0
= 16,0
14,0
12,0
10,0 > 60 mg/L
0 20 40 60 80 100 120
Vanadium-koncentracio (mg/L)
A Rovid tengely hossza  ® Hosszu tengely hossza
8o mg/L
Kontroll
100 mg/L




Diszkusszio

Sikeresen izolaltunk és karakterizaltunk 4 vad élesztotorzset.

A vanadat tolerancia megkozelitdleg azonos a vizsgalt torzseknél (vad és faj élesztok).
A legjobb alkohol-kihozatalu vad torzs az SC_NYH_1 kondicionaltatott és az SC_NYH_1a torzs.

A 0 fermentacios kiserletekben a legnagyobb alkohol-kihozatalt €s biomassza-produkciot a
Saccharomyces bayanus adta, mig a legkisebb biomassza-produkciot az SC_NYH_1
kondicionaltatott torzs. Ellenben ez kozel 1%-o0s alkohol-kihozatalt mutat azSC_NYH_1
torzshoz kepest.

A konverzio idéigenye az SC_NYH_1 kondicionaltatott torzs esetében a legkisebb.

A mikro-morfoldgiai sajatossagok valtozasa 6sszefiggesbe hozhato a vanadat-ion
koncentracio novekedesevel.

Az altalunk tanulmanyozott sejtvonalak o-50 mg/L tartomanyu, vanadat-iont tartalmazo
fermentacios taptalajon, alkalmasak lehetnek bioremediacios- és hidrometallurgiai
felhasznalasra.




Kitekintés _ Y

Bioabszorbcioval megkotott vanadat-ion mennyisegi meghatarozasa
ICP-OES vagy AAS segitségevel.

. N, ‘ Izolatumok identifikalasa (szekvenalassal)
- - ‘
. \\ . v o . oy r ’ - 7 ay s
) RSN ol Enzimaktivitas merese (katalaz, peroxidaz, amilaz)
% V& R Sejtfalon bekovetkezo valtozasok elektron mikroszkopias vizsgalata
- t. -7 ‘(" - ,.-. 7 7 . ’ .- ” 1, 1
S R AN S Ujabb fem-ion tolerans torzsek eldallitasa
K .\: i ’Q‘ ‘. ‘;. ~ ;-
» A\ “ e .: - - 7 7 7 .7 7
K R Ko-kulturas fermentacios kiserletek
AR X 2 ’ \ Transzkriptomikai modszerekkel vanadium(V)-ion hatasa az
' f}‘.\‘ 2 BEE  enizimekre.
fl l'_"' A
i : "'\';
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