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JELOLESEK, ROVIDITESEK JEGYZEKE
AFN: azonnal felvehetd nitrogén
ADY: active dry yeast= aktiv szaritott élesztd
B. cinerea: Botrytis cinerea
BT = Szent Istvan Egyetem, Boraszati Tanszék
C-forras: Carbon- forras= szén-forras
Chr. Hansen: Christian Hansen Holding
D: dekéansav
DD: dodekansav
DE: Németorszag
DL: detekcios limit
GC: Gas Chromatography= gazkromatografia
G/F: gliik6z-fruktéz arany
ECG: extracellularis glicerin
FR: Franciaorszag
H: hexansav
H>S: hirdogén-szulfid
HOG: High Osmolarity Glycerol= nagy ozmolaritasu glicerin
HPLC: High Performance Liquid Chromatography= Nagy hatékonysagt folyadék kromatografia
Hsp: heat shock protein=ho sokk fehérje
HU: Magyarorszag
ICG: intracelluléris glicerin
JP: Japan
MCFA: medium chain fatty acid= koézepes szénlancu zsirsav
MS: Mass Spectrometry= tomespektrometria
n.d.: not detected=nem detektalt
N: nitrogén
NCAIM: Szent Istvan Egyetem, Elelmiszertudomanyi kar, National Collection of Agricultural and
Industrial Microorganisms
NCR: Nitrogen Catabolit Repression= Nitrogén katabolit represszio
N-forras: Nitrogén forras

NL: Hollandia



NMR: Nuclear Magnetic Resonance= Magneses magrezonancia

O: oktansav

OIV: International Organisation of Vine and Wine =Nemzetk6zi Sz6lészeti és Boraszati Szervezet
QDA: Quantitative Descriptive Analysis= mennyiségi leird analizis

QS: Quorum Sensing

QSM: Quorum Sensing molekula

S. bacillaris: Starmerella bacillaris (syn. Candida zemplinina)

S. cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae

S. uvarum: Saccharomyces bayannus var. uvarum

TKE: telep képz6 egység

UVAPM: Uvaferm®PM kereskedelmi starter

UVA228: Uvaferm® 228 kereskedelmi starter

YAN: Yeast Assimilable Nitrogen= éleszt6 altal asszimilalhato nitrogén

Z. bailii: Zygosaccharomyces bailii



1. BEVEZETES

A boraszatban a kereskedelmi €leszté starter kultira hasznalat az elmult hatvan évben terjedt el,
azonban a mai napig nem kizarélagos a hasznalata. Az elsd starter kultirdk megjelenését kovetden
egy dinamikusan fejlodd, egyre szertedgazOobb iparagga ndtte ki magat, ami folyamatosan még
kiemelkeddbb tulajdonsagu torzsek 1y termékként valo piacra juttatdsan dolgozik, igy szolgélva a
boraszok munkajat és kozvetve a fogyasztoi izlést. Tobb évtizedes kutato-fejleszté munka
eredményeként jelenleg tobb szaz borélesztd starter kaphatd a piacon, a paletta azonban évrdl évre
boviil.

A nem-Saccharomyces élesztok megitélése az elmult idében jelentOsen atalakult a semleges
€s/vagy negativ poziciobdl, egyes fajok szelektalt torzsei borerjesztésre kimondottan alkalmasnak
bizonyultak. A Saccharomyces cerevisiae (és kisebb mértékben a Saccharomyces bayanus var.
uvarum) korabbi monopol helyzete szamottevéen diverzifikalddott. Ugyanakkor kutatasi oldalrol
ezen szelekcids munka €s az azt kovetd aktiv szaritott €lesztd gyartas kidolgozasa még messze nem
zarult le. Példaul a Starmerella bacillaris (syn. Candida zemplinina) néhany boraszati szempontbol
értékes tulajdonsaggal igéretes starter jelolt.

A nem-Saccharomycesek alkalmazasa az esetek tulnyomo tobbségében keverék kultaras,
kombinalt erjesztéssel valosulhat meg, ami a korabbi monokultaras erjesztés dinamikajat,
metabolitjait, irdnyitasat és egyeb aspektusait feliilirja, sokrétiiveé teszi.

Az ¢élesztd szelekcid része a kijeldlt torzsek tulajdonsdgainak screenelése, elébb altalanos
mikrobiologiai, majd valos borédszati koriilmények kozt. Elsé lépésként sziikséges ismereteket
szerezni a faj egészérdl és a fajon beliili diverzitas mértékérdl, ami a S. cerevisiae esetén nagyon sok
tulajdonsagra mar jol ismert. Lényegesen kevesebb az informacionk a S. bayanus var. uvarum-rol és
csak az utobbi évtizedben keriilt a kutatasok homlokterébe a S. bacillaris faj.

A starter jeldltek, illetve a mar kaphatd készitmények stressztiirésének hatérait definidlva hasznos
informaciot nyerhetiink arrdl, hogy az atlagos borerjesztési koriilményektdl eltérve, milyen
teljesitményre szamithatunk. Ilyen helyzet lehet példaul egy természetes €des, vagy botritizalodott bor
készitése (pl. Tokaji Aszu), ahol extrém ozmotikus viszonyokat kell az erjesztd torzseknek toleralni.
A sz616 cukortartalma a nem-édes borok készitésénél is egyre novekszik szamos okbol (pl. klima
valtozas), tehat az ozmotikus stressz tiirésének kiemelt szerepe van. Az egyre alacsonyabbra tolodo
erjesztési hdmérsékleti trend miatt a térzsek hidegtiirése is ide sorolhatd. Tovabba a szintén fejlodd

sz6lészeti és boraszati technologia kovetkeztében is felértékelédhet egy-egy tulajdonsag.
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A fent emlitett kérdéskorh6z kapcsoldédva doktori kutatomunkam soran S. bacillaris esetén

kiilonb6z6 stresszhatasok sejtszaporodasra és metabolikus aktivitasra gyakorolt hatasat vizsgaltam, a

két legfontosabb borélesztohoz, S. cerevisiae-hez és S. bayanus var. uvarum-hoz hasonlitva.

A harom faj 6sszehasonlito vizsgalati megkozelitését az indokolja, hogy egyrészt a Tokaji Aszl

spontan erjedésében dontden ezek a fajok egyiittesen vesznek részt, masrészt keverék starter

kultaraként egyiittes alkalmazasuk szamitasba johet.

Célkittizéseim voltak:
A boraszati viszonylatban még redlis emelkedd kiindulasi cukortartalom, a csékkend erjedési
homérséklet, illetve ezen stresszhatasok kombinalt hatasat vizsgalni a fent emlitett harom faj
néhany szelektalt torzsének Osszehasonlitasaval. A S. bacillaris-t korabban ozmotolerans és
hidegtlird fajként irtdk le altalanos mikrobioldgiai karakterizalasa soran, ezt kivantam igazolni

boraszati koriilmények kozatt.

A fent emlitett harom faj és Zygosaccharomyces bailii (mint rendkiviil tolerans, romlast okozo
borélesztd) szaporodasi képességeit nyomon kdvetni, nem endogén eredetii, emelkedd kozepes

szénlancu zsirsavak okozta stressz esetén.

S. bacillaris, S. cerevisiae és S. bayanus var. uvarum (tovabbiakban S. uvarum) egyes szelektalt
torzsei esetén célom vizsgalni az emelked6 kiindulasi cukortartalom (magas €és extrém magas
tartomany) hatasat az erjedés f6 metabolitjaira, nem illékony masodlagos anyagcseretermékekre

¢€s a nitrogén hasznositas egyes aspektusaira.

A kiindulasi cukortartalom okozta stressz hatasa kapcsan dsszehasonlitottam a harom faj sejten
beliili glicerin felhalmozas és a sejten kiviili glicerin kibocsajtas alakulasat, azaz a glicerin képzés

szerepét az ozmotikus stressz kivédésében.

Végiil célom, S. bacillaris esetén — eldkisérlet szintjén - féliizemi 1éptékii kombinalt beoltasi
modok Osszevetése, ahol az analitikai paraméterek mellett a kierjedt Gjborok érzékszervi

értékelésre is sor kertlhet.



A munka kézéppontjaban a S. bacillaris all, értékes tulajdonsagainak dsszevetése Saccharomyces
¢lesztokkel, mar leirt ellenalloképességének tovabb pontositasa specidlis borerjesztési helyzetekben,
valamint még nem ismert tolerancidjanak definidlasa. Ugyanakkor torekedtem felfedni hasznélatanak
limitacioit is.

Dolgozatomnak nem célja a kivalasztott stresszhatdsok molekularis, genetikai hatterének
vizsgalata, hanem a fenotipusos jellemzdkben ¢és aktivitdsokban bekovetkezd valtozasokat

tanulmanyozom, valamint ahol alkalmazhat6, matematikai-statisztikai modszerekkel értékelem.



2. IRODALMI ATTEKINTES

A boraszat egy komoly tradiciokkal rendelkezd, azokra nagyban tdmaszkodo, innovéciora
mérsékelten nyitott aga az élelmiszeriparnak. A bor, mint végtermék, egy olyan gyorsan fogyo
fogyasztasi cikk, amit €élvezeti termékként definialhatunk, ezaltal érzékszervi tulajdonsagai rendkiviil
fontosak (Lockshin et al., 2000). Az agazat és a termék legfontosabb jellemzéit szem elétt kell tartani
barmilyen 0jitads lizemi gyakorlatban vald elterjedésérél van szo6, hiszen mind fogyasztd, mind
termeldi oldalrdl elképzelhetd racionalis vagy irracionalis ellendllas az adott ujdonsdggal szemben.
Egy harmadik tényez6 Eurdpai Unids és magyar jogi kornyezet, ami a hamisitasok elkeriilése
érdekében az élelmiszeripari termékek kozt kiemelt figyelmet szentel a bornak, a borkészitésnek,
ezaltal részletekbe menden szabdlyozott a technologia soran engedélyezett l1épések, segéd- és
adalékanyagok kore.

A boréaszati technoldgia esszencidlis része a must borra erjesztése, ami sordn a Sz616must mint
alapanyag Osszetett valtozasokon megy at. Elsésorban ennek soran alakulnak ki azon f6 analitikai
paraméterek, ami a végtermék minGségét, érzékszervi tulajdonsagait nagyban befolyasoljak. Az
alkoholos erjedés iranyitasa a korszerli technoldgia elengedhetetlen része: a must alapanyag {6
beltartalmi paramétereinek ismerete, alkalmanként annak modositasa; a megfeleld élesztd torzs/ek
starter kulturaként vald hasznalata; az erjedés fizikai paraméterecinek kontrollalasa (Eperjesi, 2010).
Azonban a mikrobas folyamat iranyitasa pusztan indirekt modon toérténhet, hiszen nem egyes kémiai
reakciokrdl van szo, hanem Osszetett energianyerési utvonalakrol, vagy még inkébb halézatokrol,
aminek befolyasolasa mindig Gsszetett valtozast/valaszt jelent (Noda-Garcia et al., 2018).

Az ¢élelmiszer biotechnologiai folyamatok kozt meg kell kiilonboztetni azokat a folyamatokat,
ahol a biomassza képzés, vagy egyes erjedési anyagcseretermékek, -termék csoportok ipari
koriilmények kozt torténd mikrobas eldallitasa a cél azoktol, ahol a fermentalt ¢lelmiszer eldallitasa
soran az erjesztés kozege maga a végtermék. A bor erjesztése az utobbi csoportba tartozik, ami
magaval vonja, hogy nem az ¢élesztésejtek szamara optimalis, hanem a végtermék mindségnek
szempontjabol optimalis paraméteket alkalmazza a technologia. Mégis a boraszati szempontbol
jelentds élesztOk toleranciaja lehetévé teszi, hogy az optimalistol eltérd feltételek ellenére (pH,
homérséklet, tapanyagok sth.) a mustot hatékonyan borra erjesszék. A 1. tablazat érzékelteti, mennyire
mas koriilményeket kell biztositani (milyen kompromisszumok fogadhatok el), ha a cél kivalo
mindségli Ujbor, vagy ipari élesztd szaporitas, tehat jo vitalitdsu és viabilitdsu sejttomeg eldallitasa

(Bauer és Pretorius, 2000).



1. tablazat: A novekedési kondiciok 6sszehasonlitasa a Saccharomyces cerevisiae kiilonb6z6

felhasznalasa esetén (Bauer és Pretorius, 2000 nyoman atszerkesztve)

Bor erjesztés Sejttomeg képzés
Kémiai paraméterek
Magas cukortartalom (>200g/1) Alacsony cukortartalom (<1g/I fed-
batch esetén)
Szamos esszencialis tdpanyag, potencialis Kiegészitett kozeg, az Gsszes
korlatozo potencialis korlatozo esszencialis
tapanyaggal
Alacsony ¢és csokkend oxigén Magas oxigén koncentracio
koncentracio
SO, jelenléte Nincs SO>
Magas etanol koncentracio Nincs etanol, vagy nagyon kis
mennyiségii
Nagy mennyiségii CO2 Nagyon kis mennyiségii CO>
Toxikus fémek potencialis jelenléte Toxikus fémektdl mentesitett kozeg
(pl. réz)
Vialtoz6 a N-forrdsok elérhetdsége Konstans nitrogén elérhetdség
Biologiai paraméterek
Versengd mikroorganizmusok jelenléte Steril kozeg
Potencialis toxinok megjelenése Toxin mentes kozeg
(mikotoxinok, bakterialis toxinok)
Xenobiotikumok esetleges jelenléte Xenobiotikum mentes kozeg
Fizikai paraméterek
Nagy stirtiségti kozeg (hiper- Alacsony strtiségli kozeg
0zmozisnyomas)
Homérséklet, az optimalis alatti Hoémérséklet, a novekedéshez
optimalis
Alacsony pH (3,0-3,7) Optimalis pH (5 kortili)
Szaritas (ADY) Nincs szaritas
Fagyasztas-felolvasztas (ADY) Nincs fagyasztas-felolvasztas
Novekedési feltételek a fermentacio Novekedési feltételek allando szinten
soran valtoznak (etanol, COy) tartasa
Eleszt6é metabolikus aktivitisa
Fermentativ metabolizmus Respiracids metabolizmus

Novekedés nem optimalis feltételekkel ~ Novekedés optimalis feltételek mellett
A folyamat jellemzo termékei
Magas etanol koncentracio Nincs etanol
Nincs jelentds biomassza Nagy ardnyu biomassza (sejttomeg)

A stressz kifejezés egy (egy vagy tobb sejtli) szervezet kiillonboz6 ingerekre adott nem

specifikus valaszat jelenti (Selye és Bajusz, 1960). A boraszatban az éleszt6k az alkoholos erjesztés

alatt a szamukra optimalistél szamottevdéen eltéré feltételek mellett, tobb szempontbol is stressz

koriilmények kozt kénytelenek szaporodni (Bauer €s Pretorius, 2000). A kiilonb6z6 stresszhatasok
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egyiittes jelentkezése egy komplex tolerancia valaszt kovetel az élesztésejtektdl, azonban a
bordszatban nem elegendd az élesztdsejt minimalis életképessége, tulélése, hanem szamottevd
erjesztd képességre is sziikség van, mindemellett a képzett metabolitok aranya is fontos. A kiilonb6z6
borélesztd fajok kozotti, s6t az fajon beliili variabilitdsa is szdmottevd tolerancia szempontbol
(Rossouw ¢és Bauer, 2016). Mégis a kiilonboz6 nem optimalis kdrnyezeti tényezékkel szembeni
altalanos élesztdsejt adaptacios mechanizmus fajonként hasonlé: a metabolikus aktivitas csokkentése,
tartaléktapanyagok és stressz ellen védo molekuldk felhalmozasa, valamint a sejtfal megerdsitése
(Bauer ¢és Pretorius, 2000).

Boraszati viszonyok kozt fontos szem el6tt tartani, hogy az erjesztd élesztdé szdmara az
alacsony homérséklet, a potencialis N hiany, a magas kiinduldsi cukortartalom jelentette nagy
ozmdzisnyomas, majd a cukortartalom erjesztésével egyre emelkedd etanol toxicitdsa stb. egyidejii
,multi-stresszként” jelentkezik. A kombinalt stresszhatasra kombinalt stresszvalaszt kell adnia a
sejteknek; egyes stresszhatasok felnagyithatjak egymast, vagy leronthatjak az egymassal szembeni
toleranciat, tehat nem feltétleniil proporcionalis valaszra kell szdmitanunk (Perez-Torrado et al.,
2016). Ezt a képet tovabb arnyalja a kombinalt Saccharomyces x nem-Saccharomyces
oligo/multistarterek hasznalata, ahol fajok kozti interakciot szintén befolyasolja a kornyezeti
paraméretek jelentette stressz (Ciani et al., 2016). Ha a fent emlitett stressz kombinacié mar nem
toleralhatd az erjeszt6 éleszté szamara, akkor akadozova valhat az erjedés, st teljesen el is akadhat
(Santos et al., 2008), ami egyértelmiien elkeriilendo.

A fenti megallapitasokat szem el6tt tartva, a kovetkez6 alfejezetekben igyekszem attekinteni
befolyasoljak sz6ldmust kozegben, kiilonods figyelmet szentelve a magas cukortartalom hatdsanak és
az édes borkiilonlegességeket jellemzd kornyezetnek. Attekintem tovabba azokat a boraszati
jelentdségli élesztdket, amik szerepe az elmult két évtizedben szamottevoen atértékelddott (Fleet,

2008; Ciani et al., 2010).

11



2.1. Az alkoholos erjedést befolyasolé tényezok

A must borra erjesztése egy olyan komplex folyamat, ahol rendkiviil sok tényezo befolyasolja
a fermentécio végbemenetelét egy idében valtozo matrixot alkotva.

A dolgozatban csak az alkoholos erjesztést befolyasolé legfontosabb paraméterekre
fokuszalok (akar a sz616 alapanyag, akar a sz6lészeti/boraszati technoldgia vonatkozasaban), amiket
az ¢lesztok szempontjabol kornyezeti paraméterekként definidlhatunk. Ezek koziil is a kovetkezd
alfejezetekben a teljesség igénye nélkiil azok szerepelnek, amelyeket a kisérleti munkam soran, mint
fliggetlen tényezot alkalmaztam eltérd szinteken/fokozatokon. Ebbdl az okbdl kifolyodlag példaul a pH
hatdsat nem részletezem, holott az erjedést és altaldban minden mikrobas folyamatot nagyban
befolyasold faktor. A cukortartalmat, nitrogén ellatottsagot, erjedési homérsekletet és alkohol
tartalmat egyesével tekintem at, ugyanakkor hatasukat nem lehet teljes mértékben egymastol
elkiiloniteni, hiszen egy olyan kozegben zajlik az alkoholos erjedés, ahol altalaban ezen tényezdk
egyike sem optimalis az éleszt6sejtek szamara. A konkrét stresszvalaszon tal a boraszati szempontbol
lényeges anyagcseretermékek ardnya és Osszetétele is szamottevoen megvaltozhat, azonban ez

nagyban éleszt6 faj és egyes esetekben torzs fiiggd tulajdonsag.

2.1.1. A cukortartalom
A sz6l6must teljes érésben 50-50%-ban tartalmaz D-gliikozt és D-fruktdzt, azon két hexozt,
amik az alkoholos erjedés soran a szén-forrast (C-forras) biztositjak az élesztOk szamara. A teljes
érettségben levd sz6l6 mustjanak redukald cukortartalma 150-250 g/L kozt van (Fleet, 2008), de
leggyakrabban 180-220 g/I koriil mozog. A teljes érést kdvetden a fent emlitett arany eltolodhat a
fruktoz javara, az abszolut cukor mennyiség névekedése mellett (Jackson, 2008). Az élesztégombak
tapanyagigénye szempontjabol cukor minden esetben nagy feleslegben van jelen, tehat borerjesztési
koriilmények kozt a C-forrds hianya sosem limitald tényezoje a fermentacionak (a nitrogén forrassal
ellentétben). Altaldnos borészati cél, hogy a redukald cukortartalom szamottevé mennyiségét, egyes
esetekben teljes egészét, etanolla, szén-dioxidda és egyéb erjedési melléktermékekké erjessze az
¢lesztd populacio.
A must és késébb a kierjedt Gjbor cukortartalmanak alakulasat sokféle tényez6 befolyasolja, mint
a szolofajta cukorgyiijté képessége, a klimatikus viszonyok, az adott évjarat napos orainak szdma, a
toke terhelés, a sziireti idOpont megvalasztasa stb., amelyek egy része pontosan tervezhetd, mig mas

részére nem, vagy részben van rahatasa a sz6lész- bordsznak (Jackson, 2008). A tervezett késztermék
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tulajdonsagait szem elott tartva érdemes a tervezhetd kérdésekben donteni, mind a szdlészeti, mind a

borészati technologiat aszerint alkalmazni.

A természetes édes borok erjesztése jelentés kihivas az élesztOknek, ugyanis itt a magas,
esetenként extrém mennyiségli kezdeti cukortartalom lecsokken, de a késztermékben is szdmottevd
mennyiségii marad. Példaul az egyre emelkedé etanol tartalom mellett a folyamatosan szamottevo
ozmdzisnyomas is nehézséget jelent. [lyen must kdzegek esetén még boraszati értelemben 1s extrém,
de legalabbis nehéz viszonyok kozt kell megfeleld erjesztést véghez vinniiik az élesztésejteknek. A
természetes édes borok készitése soran kétségkiviil fontos a megfeleld tulajdonsagokkal rendelkezd,
tolerans élesztd torzs(ek)et hasznalni, amelynek nagy cukortartalom melletti metabolikus aktivitasa a
bor mindséget nem befolyasolja kedvezotlentil.

A vilagszerte érzékelhetd klimatikus valtozds miatt a teljes érésben tapasztalt
cukorkoncentraciok a mustban egyre magasabbra tolédnak (Neumann és Matzarakis, 2014; Godden
etal., 2015; Teslic et al., 2018a). F6ként az atlagosnal magasabb hémérséklet, valamint az emelkedett
1égkori szén-dioxid koncentracid a felelés a nagyobb mértékii cukor akkumulacioért, mivel ezen
klimatikus viszonyok kozt a szénhidratok szintézise a preferalt a sz616 ndvényben az egyéb szekunder
metabolitokhoz (mint pl. a polifenolokhoz) képest. A mindezzel egyiitt jelentkezd szarazsag stressz
szintén a bogyokban valo cukor akkumulacionak, valamint a szerves savak lebomlasanak kedvez
(Teslic et al., 2018b). Ebbél kovetkezOen hamarabb eléri a sz616 a teljes érést a cukor és szerves sav
koncentracido szempontjabol, azonban példaul aroma vagy polifenol vegyiiletek terén ,.éretlen”
maradhat. A szaraz borok készitésének szempontjabol ez inkabb kedvezétlen valtozasokat
eredményez, tobb okbol kifolyolag is:

i) A must, majd a kierjedt bor fobb alkotdinak aranya valtozik meg, hiszen a nagy hdosszeg a
szerves savak koncentracigjanak csokkenéséhez vezet a cukor akkumulaldsaval
parhuzamosan, igy a borharmoénia kialakitdsa esetenként rendkiviil nehéz (Neumann és
Matzarakis, 2014).

i) A nagy mennyiségii redukalo cukorbol az élesztdk nagy mennyiségii etanolt képeznek, ami az
altalanos fogyasztoi elvarasoknak nem felel meg, valamint szintén diszharmoéniat okozhat
(Teslic et al., 2018a).

iii) A nagy mennyiségli cukor, ami jelentds ozmozisnyomast is jelent az élesztOk szamara, ami
olykor nem toleralhato, igy elhtz6do, vagy elakadd erjesztéshez vezethet, az erjedés soran

képzett metabolitok aranyanak eltolddasa mellett. Ezen tételek Gjra erjesztése problémas lehet,
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van, hogy az ujra erjesztés sem vezet szaraz tételhez, ami szintén nem szolgalja az altalanos
fogyasztoi elvarast (Malacrino et al., 2005; Santos et al., 2008).

Mindezek kovetkeztében nemcsak a természetes €des borokban, hanem a szaraz borok erjesztése
esetén is egyre szélesebb korben lehet szerepe a fent emlitett erds, tolerans élesztéknek, Jelenleg
vilagszerte a borerjesztések tulnyomo tobbségében a cél egy szaraz tétel, és semmiképp sem jelentds
maradék cukortartalom megtartasa (Teslic et al., 2018a).

A kiindulasi cukortartalom jelentette ozmodzisnyomas ellen az alkoholos erjesztést végzo
¢lesztésejtek komplex valaszt adnak, amit metabolit aranyuk is mutat (Remize et al., 2001). A magas
ozmolit ardny, a vizaktivitds csokkenése, a nagy turgornyomds, a valtozds a membran
permeabilitasban egyiittesen a lag fazis szamottevé novekedéssel jarhat (Ferreira et al., 2006). Fontos,
hogy boraszati szempontbdl az ozmozisnyomassal szembeni tolerancia nem pusztan életképességet,
hanem erjesztd képességet és a fermentacio lag fazisanak mérsékelt elhuzodasat is kell, hogy jelentse.
Ezen stresszvalasz része glicerin felhalmozasa sejten beliili termeléssel és felvétellel egyarant, aminek
egyensulya ¢és stratégiaja kiillonboz6 fajok esetén eltéré (Li et al., 2009; Hubman et al., 2011).
Altalanossagban véve, de az ozmotikus stresszre is érvényes, hogy a stresszvalaszok genetikai hatterét
nagyon sok kutatas vizsgalta, foként a S. cerevisiae esetén, aminek attekintése meghaladja ezen
dolgozat kereteit. Az ozmotikus stressz elsddleges érzékelése a MAPK-HOG (Mitogen-Activated
Protein Kinase- High Osmolarity Glycerol) szignal transzdukciés utvonalon torténik, ami a
leghatékonyabb valasz reakciot teszi lehet6vé a nagy ozmozisnyomas ellen (Jimenez-Marti, 2011).
Mindez komplex genetikai szabalyozast takar, transzkripcids €s transzlacios szinten is valtozast jelent,
valamint kiilonb6z6 karrier fehérjék mitkodését is modositja (Peters és Thevelein, 2014).

A glicerin termelés egyes fajokban fontos ozmotikus regulatornak bizonyult. Mig a S. cerevisiae
az intracellularis térben (nagyrészt sajat szintézisb6l szarmazo) glicerint szamottevé mértékben
felhalmozza, addig a S. uvarum a szintézis mellett nagyobb mértékben bocsatja a megtermelt glicerint
a sejten kiviili térbe, valamint ezzel parhuzamosan hagyatkozik az extracelluldris térbol felvett
glicerinre is (Perez-Torrado et al., 2016).

A magas kiinduldsi cukor jelentette stresszvalasz ¢élesen nem elkiilonithetd példaul a
hidegstresszre adott valasztol, mivel példaul részben hideg-sokk fehérjék (pl. Hsp104p, Hspl2p),
valamint trehaloz szintézise is torténik (Li et al., 2009; Rossouw et al., 2013).

Az aldbbiakban az ozmotikus stressz szempontjabol leginkabb érintett két bortipusra térek ki.
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2.1.1.1. Természetes édes borok

Természetes édes borként definidlhatunk minden olyan sz6lémustbdl erjedt boraszati
terméket, aminek redukald cukortartalma a végtermékben szamottevd, és csak az eredeti mustbol
szarmazik. A jelenleg érvényes boraszati szabalyozas szerint a borok édesitése 45 g/1 cukortartalomig
tobb eljarassal is engedélyezett (szOlOmust siritmény, rektifikalt mustsiiritmény), de 45 g/l
cukortartalom f6l6tt csak természetes €des borok készithetdk. (A likérborokat a jogi szabalyzas nem
tekinti bornak, hanem kiilon kategoriaba sorolja) (Commission Regulation (EC) No. 607/2009). A
kategoria magaban foglalja a késdi sziiretelésti, toppedt, thlérett tételeket, jégborokat, szalmaborokat
¢és botritizalodott borokat egyarant (az utobbival a 2.1.1.2. alfejezet foglalkozik részletesen). Az
erjedést kovetd maradék cukortartalom széles tartomanyban mozoghat: min. 45 g/L-t6] néhany szaz
g/L-ig egyes botritizalodott borkiilonlegességek esetén, ugyanakkor kiugro értékek is el6fordulhatnak,
mint 500 g/L felett a Tokaji Esszenciaban (Magyar és Sods, 2016).

Tehat nem minden sz616must esetében cél a teljes cukortartalom kierjesztése, azonban a magas
kiindulasi cukor koncentracidé és ezzel a magas ozmozisnyomas jelentés kihivas az éleszt6 biota
szamara (Malacrino et al., 2005; Arroyo-Lopez et al., 2009). Jellemz6 ezen tulérett mustok kiindulasi
cukortartalmara a fruktéz hangstly, ami az erjedést kovetden még hangsulyosabba valik, mivel a
borélesztdk tobbsége gliikofil (Tronchoni et al., 2009; Liccioli et al., 2011). Edes borok erjesztése
soran csOkkend, de folyamatosan jelenlevod, szamottevo redukald cukor tobblet mellett az élesztOknek
a fokozatosan emelkedd etanol koncentracidt is toleralniuk kell. A két tényezd egyiittesen jelentds
mértékben befolyasolja az erjedési melléktermék képzését (Ferreira et al., 2006), valamint a
kombinalt stresszhatas az 6nalloan vett tolerancia értékeket is lerontja (Santos et al., 2008; Zinnai et
al., 2013).
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2.1.1.2. Tokaji borkiilonlegességek

A Tokaji borkiilonlegességeket azért kiiloniti el ez az alfejezet a természetes édes boroktol,
mert a botritizalédas soran jelentdsen megvaltozik az alapanyag és az élesztd biota 6sszetétele, ami
szamottevoen befolyasolja az aszisodott mustok erjesztését. Valamint, azért a Tokaji
borkiilonlegességeket targyalja kiilon €s nem a botritizalddott borokat altaldban, mert az aszisodas és
a betoppedés mértéke ezen magyar borkiilonlegesség esetén egyediilalloan magas, ami a vilag egyéb
botritiszes termékeitdl (Sauternes, Ruszti Ausbruch, Trockenbeerenauslese, egyes szalma borok stb.)
megkiilonbozteti; tovabba olyan egyediilallo koriilményeket teremtenek, ami mind az alkalmazott
boraszati technoldgiat, mind az alkoholos erjedést befolyasoljak (Magyar és Bene, 2006; Ribereau-
Gayon et al., 2006; Magyar et al., 2008a; Sipiczki et al., 2010; Magyar és Toth., 2011; Magyar és
So0s, 2016).

A Botrytis cinerea metabolizmusa és a fizikai bekoncentraldodas egyenstlyanak kovetkeztében
az egy¢b édes borokhoz képest is extrém magas kiindulasi cukortartalmat kell toleralniuk az erjesztés
soran dominal6 ¢lesztoknek, ami a nemes rothadast végzdé penészgomba gliik6z preferencidjanak
koszonhetéen mindig fruktoz talsulyos. Bar a bogydban a cukortartalom tobbnyire 600 g/1 f616tt van,
az aszuszemek musttal vagy borral vald aztatasa kovetkeztében a kiinduldsi cukor koncentracid
tartomany altalaban 250-350 g/L koz¢é esik az erjesztés el6tt allo, ugynevezett nyers aszik esetén, de
az Esszenciaknak az 500 g/L-t is joval meghaladhatja (Magyar, 2011).

Mivel azonban nem kizarolag fiziko-kémiai valtozasrol van szé a botritizalddas soran, hanem
a B. cinerea anyagcseretevékenységérél (a mellette el6forduld élesztés ¢€s baktériumos
tevékenységgel egylitt), dsszetett valtozason megy at az alapanyag az aszusodas soran (Magyar, 2011;
Kerényi, 2013). Példaul szamottevé B. cinerea eredetii glicerin koncentracio talalhato az alkoholos
erjesztés kezdetén, ami az élesztésejteket segiti a nagy ozmoézisnyomads toleralasaban (Ribereau-
Gayon et al., 2006).

A cukor- és glicerin tartalmon kiviil jelentés mértékben valtozik a szerves savak mennyisége
¢és Osszetétele. A betOppedés miatt az abszolit koncentracio emelkedik, azonban a borkésav és
almasav tartalmat képes hasznositani a B. cinerea. Bizonyos savakat is termel, amelyek nem voltak
eredetileg jelen a bogyoban (pl. gliikonsav, gliikuronsav, galaktarsav), valamint részben az asztisodast
kiséré ecetsav baktériumos tevékenység kovetkeztében a glilkonsav és az ecetsav koncentracid is
emelkedik (Magyar, 2011).

Egyes botritiszes anyagcseretermékek, feltételezett inhibitorok, befolyasolhatjdk a késdbbi

alkoholos erjedést, valamint a B. cinerea nitrogén felhasznaldsa kovetkeztében a szamottevéen
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lecsokken az élesztOk szamara felvehetd nitrogén koncentracid, ami az egyébként is sok kihivast
jelentd erjesztést még nehezebbé teszi (Naumov et al., 2002; Mills et al., 2002; Nisiotou et al., 2007).

Az egészséges bogyo felilletén megtalalhatd éleszté biota erés szelekcion megy at az
aszsodas, az asziszemek tarolasa, majd az alacsony hdmérsékleten valo erjesztés kovetkeztésben
(Antunovics et al., 2003; Magyar és Soos, 2016). Mindez cukor és hidegtiiré fajok torzseinek
dominanciajat jelenti, valamint altalaban igaz, hogy a spontan alkoholos erjedés kezdetén a biota
szamottevoen atalakult. Nem a normal mustok erjedésére jellemz6 Kloeckera/Hanseniaspora, fajokba
tartozo torzsek dominalnak az erjedés elején, hanem Starmerella bacillaris (syn. Candida zemplinina),
Torulaspora delbrueckii vagy Zygosaccharomyces rouxi stb. (Magyar és Bene, 2006; Rantsiou et al.,
2013; Magyar és So6s, 2016).

A spontan erjedés késobbi szakaszaban felszaporodd Saccharomyces biota dsszetétele is eltér
a kozonséges borok erjesztésétol. A nagy torzsi valtozatossag mellett a legfeltiinébb kiilonbség a S.

uvarum gyakori el6fordulasa (Magyar et al., 2008a, Naumov et al., 2011).

2.1.2. A hémérséklet

Altalanos mikrobiolégiai csoportositis szerint a boraszatban relevans hémérséklet tartoméany
(5-28 °C) a mezofil és a pszichrotolerans mikrobak szaporodasanak kedvez. A boraszati
szakirodalomban az utdbbi csoportot inkabb a szinonim kriotolerans megnevezéssel illetik.
Ugyanakkor ezen tartomanyok és elnevezések hasznalata nem szerencsés, mert nem jol valasztja szét
a borészatilag hidegtiiré és nem hidegtlir6 fajokat, valamint altalaban csak a ndvekedésre alapozott
kategorizalas. Mivel a végtermék mindsége magasabb prioritast élvez, mint az élesztok homérsékleti
optimuma, ezért a sejteknek kisebb-nagyobb mértékben hémérséklet okozta stressz-szel kell
szembesiilniiik, ami nem csak a Sejtszaporodasra, ezzel egyiitt az erjedés idGtartamara, hanem az
erjedésben résztvevo €lesztd fajok Osszetételére és az erjedés soran képzett metabolitokra is, tehat a
végtermék mindségére is hatassal vannak (Fleet és Heard, 2003).

A korszer(i boraszati technologiaban alacsonyabbra tolodo erjesztési homérsékleti trendek
figyelheték meg, ha a néhany évtizeddel korabbihoz hasonlitunk, ami az alapanyag eredetii primer,
valamint az alkoholos erjedés soran képzet szekunder illékony komponensek megdrzését célozza. A
jelenleg redlis tartomanytol (2. tablazat) alkalmanként még inkabb alacsony tartomény felé térnek el,
ezzel fokozatosan még alacsonyabbra tolva az atlagos értékeket, példaul fehér borok esetén 10-15 °C
kozé (Ribereau-Gayon et al., 2006). Ugyanakkor szem el6tt kell tartani, hogy hol van az adott

erjesztést végzo élesztd elfogadhatd szaporodasi és erjesztési Sebességének hatira. Az erjesztési
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hémérséklet lejjebb tolodasanak oka tobbek kozt a fogyasztoi izlés valtozasa, illetve annak szolgalata,
a gyiimolcsos, friss illat és iz jegyek felértékel6dése. Mindezt a mara széles korben elterjedt koracél

tartalyos erjesztés, valamint elérhetd ara hdmérséklet szabalyozd/vezérld rendszerek teszik lehetove.

2. tablazat: Kiilonboz6 bortipusok realis erjesztési tartomanya (Jackson, 2008 nyoman

atszerkesztve)
Bor tipus Jellemz6 erjesztési hdmérséklet tartomany (°C)
Fehér 16-18 vagy 20-23
Roz¢ 16-18
Siller 25-28
Voros 25-28
Pezsgo 10-18
Tokaji botritiszes borkiilonlegesség 10-15

A fent emlitett hdmérséklet intervallumokbdl felfelé mozdulva értelemszeriien n6 az erjesztd
¢lesztOk szaporodasi sebessége, az erjesztés dinamikaja gyorsul, ami kedvezd, azonban metabolikus
aktivitasuk is modosul (példaul novekvd acetaldehid, glicerin, ecetsav képzés), ami kedvez6 vagy
kedvezdtlen érzékszervi valtozast eredményez a végtermékben, valamint a képzddd etanol
toxikussagat is fokozza (Fleet és Heard, 2003).

Az egyes ¢lesztd fajok hidegtlirése nagyban kiilonbozik, példaul a S. uvarum kritolerans
fajként az egészen alacsony erjesztési homérsékletet is képes tolerdlni (4-6 °C), tovabba a S.
bacillaris-t is pszichrofil fajként irtak le (Mills et al., 2002; Sipiczki, 2003). Ugyanakkor a
hémérsékleti valtozas szamottevOen befolyasolja az erjedés lefutast, S. uvarum lag fazisanak ideje
mar 24 és 13 °C kozt tekintve is jelentésen megnovekszik (Masneuf-Pomarede et al., 2010).

Hideg stressztolerancia vizsgalatok soran hideg rezisztens Saccharomyces fajokban alacsony
hémeérsékletli (12 °C) erjesztés sordn magasabbnak talaltdk a trehal6z és a szén metabolizmus
cukor felvételt, azonban S. cerevisiae-hez képest lassabb tridz-foszfat képzést jelent (Lopez-Malo et
al., 2013), ugyanakkor a komplex stresszvalasz, a védekezés része a sejten beliili s plazma membran
lipidek megvaltozott zsirsav aranya (Torija et al., 2003), valamint Hsp fehérje szintézis (Bauer és

Pretorius, 2000), melyek egyike sem valaszthato el élesen egyéb stresszvalaszoktol.
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A homérséklet valtozasa modositja az €lesztok gén kifejezodését, az ezaltal képzett fehérjéket,
igy végsosoron a képzett extracellularis metabolitokat is, ennek boraszati szempontbdl jelentds
kovetkezménye a megvaltozott cukor felvétel (Rodrigues et al., 2016), nitrogén felvétel (Gobert et
al., 2017), etanol képzés (Arroyo-Lopez et al., 2009) stb, Az erjedés homérséklete hatassal van az
erjesztd €lesztd teljes metabolit képzésére, amit nehéz kiilon valasztani a boraszati viszonyok kozt

jelentkezd tobbi stressztol.

2.1.3. A nitrogén ellatottsag

Az alkoholos erjedés sordn boraszati viszonyok kozt a megfeleld nitrogén ellatottsag kulcs
kérdés, hiszen a must erjesztés koriilményei kozott a nitrogén, és nem a szén forrds a limitalo
szubsztratja a sejtek energia nyerési folyamatanak. Az ¢lesztok altal asszimilalhato nitrogénnek (yeast
assimilable nitrogen= YAN), vagy magyar szohasznalattal olykor azonnal felvehetd nitrogénnek
(AFN) nevezziik azon szabad alfa aminosavak, amidok és ammo&nia/ammoénium Osszességét, amit a
borélesztok az alkoholos erjedés oxigén szegény koriilményei kozt képesek hasznositani (Henschke
és Jiranek, 2003; Ribereau-Gayon et al., 2006). A sz6lémustok teljes nitrogén tartalmi anyag tartalma
az YAN-nél joval magasabb, azonban az éleszték limitalt proteazai, valamint az alkoholos erjedés
oxigén szegény koriilményei nem teszik elérhetévé az teljes nitrogén mennyiség hasznositasat. A
mustok YAN tartalma nagyon széles hatarok k6zt mozoghat, a fajta, a klimatikus- és talajviszonyok,
a sz616 termesztés technologia, érettségi fok stb. befolyasolja (Henschke és Jiranek, 2003). Az egyes
¢lesztd fajok meghatarozott aminosav preferenciaval rendelkeznek, ugyanakkor ebben jelentds fajon
beliili variabilitas is tapasztalhatdo (Gutiérrez et al., 2012). A mustban elérhetd aminosavakat
csoportositva preferalt, kozepes mértékben hasznositott, nem preferalt és nem asszimilalt nitrogén
forrasként (N-forras) kiilonithetiink el (Henschke és Jiranek, 2003; Gobert et al., 2017).

Osszetett N-forras esetén a kiilonbozd nitrogén forrasok intracelluléris térbe valo felvételét a
nitrogén katabolit represszié (NCR) szabalyozza. S. cerevisiae esetén, mivel példaul az aszparagin
preferalt forras, jelenléte a mustban/erjedé borban visszaszoritja az egyéb elérheté N-forrasok
hasznositasat (Ter Schure et al., 2000; Marks et al., 2003; Beltran et al., 2004). Az erjesztés kezdetén,
amikor a preferalt N-forrasok jelen vannak a NCR aktiv, tehat az els6ként hasznositott N-tartalmt
vegyiiletek permeazai kifejezddnek (a nem preferaltak pedig represszio alatt vannak), majd ahogy
ezen vegyliletek koncentracidja csokken az extracellularis térben, az NCR gyengiil, amig egy

derepresszalt allapotot el nem ér (Ter Schure et al., 2000).
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Egy konkrét borerjesztéshez sziikséges nitrogén mennyisége fiigg az erjesztés koriilményeitdl: az
erjesztd élesztd torzstél, a kiindulasi cukortartalomtol, a hdmérséklettdl stb. (3. tablazat) (Gobert et
al., 2017; Rollero et al., 2018.). A jelenleg engedélyezett, széles korben elterjedt szerves és szervetlen
tapso hasznalati gyakorlat azonban, a rendkiviili széls6ségektdl eltekintve, fedezi az élesztok altalanos
nitrogén igényét a sejt novekedéshez ¢és az erjesztéshez, ami a biztonsagos erjedés lefutas
biztositasahoz 400-500 mg N/L-t jelent. A nem endogén nitrogén adagolas ideje, mennyisége és
Osszetétele befolyasolja a biomassza képzést, a sejtek viabilitasat, az erjedés lefutasat, valamint a
termelt aroma komponensek Osszességét. (Hernandez-Orte et al., 2006; Hazelwood et al., 2008).
Jelenleg széles korben elfogadott nézet, hogy a borélesztok nem képesek hasznositani oxigén szegény
koriilmények kozt az L-prolint, ami a mustban elérheté aminosavak koziil jelentds, atlagosan 500

mg/L koncentracidban van jelen (Taillandier et al, 2007; Gobert et al., 2017; Englezos et al., 2018a).

3. tablazat: A S. cerevisiae aminosav preferencidja kiilonboz0 erjesztési homérsékleten a YAN

hasznositasi rata alapjan (Gobert et al., 2017 nyoman atszerkesztve)

YAN 28 °C 20 °C
Alanin B C
Ammonium B B
Arginin C C
Aszparagin A A
Aszparaginsav A B
Cisztein C C
Fenil-alanin B A
Glicin C A
Glutamin A B
Glutaminsav B B
Hisztidin C A
Izoleucin A B
Leucin A C
Lizin A A
Metionin B A
Prolin C C
Serin A C
Tirozin C B
Treonin A A
Valin B C

A: preferalt; B: atmeneti; C: elenyészden hasznositott D: nem hasznositott nitrogén forras.
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Az elmult években a boraszati kutatas frontvonalaban 1€vé kérdéskor a kiilonbozo élesztd fajok
abszolut nitrogén igényének ¢s nitrogén preferenciajanak leirasa, ami a nem-Saccharomyces éleszto
starterek haszndalatanak elterjedésével keriilt eltérbe. Az oligo-/ multistarterek hasznélata esetén
fontos vizsgalni az egyiddben hasznalt térzsek komplex direkt vagy indirekt interakciojat is (Ciani és
Comitini, 2015; Kemsawasd et al., 2015; Rollero et al., 2018). Az indirekt interakcio része az azonos
matrixbdl torténd nitrogén felvétel, hasonld vagy eltérd preferencidk, a felvételben vald versengeés,
esetleg egymas limitalasa (Andorra et al., 2012; Medina et al., 2012; Taillandier et al., 2014; Rollero
et al., 2018). Ugyanakkor a megfeleld nitrogén felvétel nem csak a sejtek szaporodasa miatt
elengedhetetlen, hanem nagyban meghatdrozza a fermentacio soran képzett metabolitok mennyiségét
¢€s aranyat, ami befolyasolja a bormindséget is.

A nem megfelelé N ellatottsdg a sejten beliili aminosav szintézis elakadasdhoz és ennek
eredményeként szamottevd hidrogén szulfid felszabaduldshoz, majd végiil az erjedés elakadasdhoz
vezethet (Jiranek et al., 1995). A starter kultura szelekcio egyik alapvetd lépése, az alacsony H2S
képzéssel rendelkezzen a starter jelolt, igy csokkentve a kellemetlen illat hiba eléfordulasanak
valoszinliségét. Megfeleld tapso adagolasi technikaval a HoS képzés okozta illat hiba teljes mértékben
elkeriilheto.

Az alkoholos fermentéci6 soran elérheté N-forrds mennyisége és Osszetétele prekurzorként
befolyasolja az erjeszté éleszték biogén amin képzését is (Garcia Marino et al., 2010; Wang et al.,
2014). Ugyanakkor a képzett bioaktiv komponensek mennyisége és Osszetétele szamos tényezd
fliggvénye, sbt jelentds az fajok kozotti és fajon beliili diverzitas is mind termelés mind tolerancia
szempontjabol (Manfroi et al., 2009; Lorenzo et al., 2017).

Az aromads alkohol képzést szintén befolyasolja a nitrogén ellatottsag, illetve ezen beliil az
aromas aminosavak, mint prekurzorok aranya. Az ¢élesztok az Ehrlich-utvonalon keresztiil képzik oket
az alkoholos erjedés soran, azonban mennyiségiik és Osszetételilk nagyban faj fliggd tulajdonsag
(Hazelwood et al., 2008; Gonzalez et al., 2018a). Tobb szempontbol is jelentds triptofanbol, tirozinbol
valamint 2-fenilalaninbol képz6do triptofol, tirozol és 2-fenil-etanol, mivel potencialis bioaktiv
tulajdonsaguak, a borok iz és illat kialakitdsaban részt vesznek, valamint sejtndvekedést regulaléd
tulajdonsaguk is van (Zupan et al., 2013; Avbelj et al., 2015; Gonzalez et al., 2017).

A N tartalmi anyagok 0Osszetétele a mustban befolyasolja, més tényezokkel egyiitt, a
kiilonboz6 1ll6 komponensek szintézisét, amiben a fajok kozt és fajon beliil is valtozatossag
jelentkezik. A N felvétel fiigg az elérhetdé N-forrasoktol, az erjedés homérsékletétdl (Gobert et al.,

2017), annak dinamikaja fajok kozt és fajon belill is szamottevoen eltérhet (Englezos et al., 2018a;
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Rollero et al., 2018), az ill6 komponensek termelése ennek fiiggvényében torténik, ahol szintén
szamottevo eltéréseket lehet tapasztalni egyes fajok Osszes és egyes ill6 komponens termelését
tekintve (Andorra et al., 2010; Gobert et al., 2017; Englezos et al., 2018a,b,c; Rollero et al., 2018,
Stribny et al., 2015; Prior et al., 2019).

2.1.4. Az alkohol tartalom

Az alkohol minden €16 szervezetre toxikus hatdsu, azonban annak hatarértéke, illetve a sejtek
tolerancidja jelentdsen kiilonbozd (Bauer és Pretorius, 2000). A boraszatban altalaban fokozatosan
emelkedd alkohol szintet kell a sejteknek toleralniuk, mindemellett csokkend ozmoézisnyomast,
valamint névekvo potencialis tapanyaghianyt (Ohta et al., 2016). Kiilonos figyelmet kell forditanunk
azokra a must alapanyagokra, ahol a kiinduldsi cukortartalom-tobblet egyértelmiien édes bor
készitésére alkalmas, ugyanis itt az ozmdzisnyomas abszolut értékben csokken az etanol koncentracid
emelkedésével parhuzamosan, de az erjedés végén is szamottevé marad, példaul Tokaji Asza esetén
a termékspecifikacio altal régzitett minimum maradék cukortartalom 120 g/L (A Tokaj oltalom alatt
allo eredetmegjeldlés termékleirasa).

Jellemzben 9-16 v/v% kozotti természetes eredetli alkohol tartalommal talalkozhatunk a kész
borészati termékek esetén (a likérborokat nem ide sorolva), amely tartomany mar als6 értéke sem
toleralhato a boraszati jelentdségli élesztofajok egy részének, azonban a felsé hatarértéket a rendkiviil
alkoholtiré térzsek lehetnek képesek csak talélni (Pina et al., 2004). A valtozé fogyasztoi elvarasok
szerint jelenleg nagyobb az igény az alacsonyabb alkoholtartalmu tételekre, ugyanakkor a mar
tobbszor emlitett cukortartalom emelkedés a nem-édes bor készitésre szant alapanyagokban
tendenciézusan emelkedd alkohol tartalomhoz vezethet, ami inkébb elkeriilendé (Jones, 2012).
Minderre szamottevd torekvések vannak kutatoi €s ipari oldalrél egyarant. Tobbek koézt a nem-
Saccharomyces élesztok alkalmazasa soran felmeriil6 egyik cél, az azonos mennyiségii kiindulasi
cukorbol kisebb mennyiségii etanol erjesztése, konvencionalis S. cerevisiae-vel vald erjesztéshez
képest (Giaramida et al., 2013; Contreras et al., 2015; Englezos et al., 2016; Teslic et al., 2018b;
Varela és Varela, 2016). Hasonl6 torekvésekkel talalkozhatunk soripari kutatasokban is (Michel et
al., 2016; Varela és Varela, 2016; Budroni et al., 2017; Kun-Farkas és Mecser, 2018; Bellut és Arendt,
2019).

A borélesztdk szempontjabdl az etanol toxicitdsdt nagyban befolydsolja az erjesztés
hémérséklete: az alacsonyabb erjedési hdmérséklet a kedvezd, annak ellenére, hogy lassabb és

alacsonyabb alkohol kihozatalu lehet, azonban igy nem akad el az erjedés, a cukortartalom tulnyomo
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részét képes a dominans éleszto kierjeszteni (Fleet ¢s Heard, 2003). A magas alkohol koncentracié a
S. cerevisiae sejtekben rendkiviil komplex valtozast idéz eld, génkifejezddés, fehérjeszintézis és
metabolitok szintjén egyarant (Stanley et al., 2010). A magas etanollal szembeni sejt szintli
vélaszreakcid sok szempontbol azonos a hideg sokkra adott valasszal, illetve altaldnosan nem
kiilonitheto el egészében egyik stresszre adott valasz a masiktol, bizonyos mértékben mindkét stressz
kothetd a vizaktivitas valtozasahoz. Mindkét esetben Hsp fehérjék szintézise torténik, amik példaul a
sejt membran hidrofobitasan valtoztatanak (Bauer és Pretorius, 2000). Ugyanakkor a sejten beliili
térben az etanol befolyéasolja a fehérjék harmad- és negyedrendii szerkezetének kialakulasat (Ma és
Liu, 2010). Megvaltozik a foszfolipid, mannoprotein, szaturalt zsirsav és izoprenoid szintézis, tehat a
sejtfal és membran Gsszetétele modosul (Ma és Liu, 2010). Atalakul az aminosav metabolizmus az
etanol stressz soran a sejten beliili triptofAnnak és prolinnak van szerepe a tolerancia kialakitasaban
(Ma és Liu, 2010; Snoek et al., 2016). A trehaloz és glikogén termelés, az MAPK-HOG szignal
transzdukcios utvonal aktivalodasa etanol stressz esetén szintén megfigyelhetd (Santley et al., 2010).
Nagy etanol koncentracidé mellett valtozik a sejt elektrokémiai egyensulya, tovabba a membran ,,ion
szivargasahoz” is vezethet (Snoek et al., 2016). Eltéré a Saccharomyces fajok cukor felvétele etanol
stressz alatt, a S. uvarum cukorfelvétele kevésbé befolyasolt a novekvo alkohol koncentraci6 altal S.

cerevisiae-hez képest (Zinnai, et al., 2014).

2.1.5. Egyéb gatlé anyagok

Az alkoholos erjedést szamos egyéb endogén vagy exogén anyag jelentléte befolyasolhatja,
melyeknek szdrmazésa/eredete valtozatos lehet. Az élesztok tevékenységét gatolhatja példaul nem
megfeleld permetezési gyakorlat eredményeként a mustban maradd permetezdszer maradvany
(Cabras és Angioni, 2000); adott éleszt6 fajon beliili kommunikacios vegyiiletek, in. quorum sensing
molekulak (Avbelj et al., 2016); ritkan, foként botritiszes alapanyag esetén vitaminhiany (Ribereau-
Gayon, 2006); kdzepes szénlancu zsirsavak (Viegas et al., 1989); killer toxinok (Zagorc et al., 2001);
illetve egyéb bakterialis vagy penészgomba eredetli metabolitok stb. Mindezek kozil a
dolgozatomban a kozepes szénlancu zsirsavakkal foglalkoztam bdvebben, ezért erre térek ki.

A kozepes szénlancu zsirsavak €s észtereik altalanos élesztds szekunder metabolitok, azonban
mennyiségiik és Osszetételiik valtozé (Capucho és San Romano,1994; Balmaseda et al., 2018).
Borerjesztés soran az kozepes szénlancu zsirsavak (MCFA) termelését befolyasolhatja az erjeszt
¢leszt6 faj vagy torzs (Bagheri et al., 2018), a hdmérséklet és a levegdztetés (Restrepo et al., 2019),

az elérhet6 aminosavak, mint N forras (Wang et al., 2016) stb. A zsirsavak termelése homérséklet
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fliggd, Osszetétele a sejt membran hideg tlirését és egyéb ellenalloképességét hatdrozza meg tobbek
kozt (Torija et al., 2003). Az oxigén hiany kovetkeztében pusztulo sejtpopulacid szamottevd kozepes
szénlancu zsirsavat bocsat az erjedd borba, ami a sejten beliil nem detektalhatd jelentés mértékben,
ellenben az extracelluldris térben igen, tehat nem okozo6ja, hanem kdvetkezménye a folyamatnak
(Bardi et al., 1998). Ugyanakkor a must/bor kdzegbe bocsatott kozepes szénlancu zsirsav molekulak
feleldsek lehetnek mas tényezdkkel egyiitt az erjedésben elakadt borok tjraoltasanak sikertelenségéért
(Bisson, 1999). Tovabba az MCFA termelés felelés lehet fajok kozotti vagy -beliili gatlasért, vagy
akar egy starter kultura dominanciajanak kialakitasat is akadalyozhatja (Ciani et al., 2016).

Folyadék vagy gaz kromatografids modszerrel azonosithatok borbdl az MCFA molekulak,
altalaban kis koncentracioban (pl. oktdnsav:dekansav:dodekansav=4,4:8,9:0,3 mg/L), bormindségre
gyakorolt hatas nélkiil. Babikova és munkatarsai (2012) ugy talaltak, hogy magasabb koncentracioban
(pl. 16-30 mg/L oktansav:dekansav=2:3) negativ iz és illatjegyeket kdlcsondzhet a bornak, pl. sajt,
kecske sajt, szappan stb.

Korabbi vizsgalatok ravilagitottak, hogy erjedés vagy visszaerjedés szabalyozo/gatld hatasu lehet

¢s munkatarsai (2017) ugy talaltdk, hogy egyes MCFA kombinéciok hatékonyabbak, mint az adott
zsirsavak dnmagukban; pl. a 2:7:1aranyt oktansav:dekdnsav:dodekansav keverék 70 v/v% etanolban
oldva. A MCFA adagolasra iranyulo fent emlitett vizsgalatok soran a gatolt élesztd populacio egy
must Osszetett €lesztd biotdjat alkotd fajok egyiittesét jelentette (tovabbi specifikacid nélkiil), vagy
pedig kereskedelmi S. cerevisiae starter kultirat. Az egyes éleszté fajok boraszati viszonyok kozti
nettd termelésérdl van elérhetd adat az irodalomban (pl. lasd 5. és 6. tabldzat), azonban a fajok

crer

fokuszaltam (4.2.4. alfejezet).
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2.2. Boraszati jelentéségii élesztogombak nagy cukortartalmi mustok erjesztésében

Ebben az alfejezetben igyckszem az egyéb erjedésipari alkalmazasoktol elkiilonitve a
borészatban tobb-kevesebb ipari jelentdséggel is bird €lesztd fajokat attekinteni. Teszem ezt lehetdleg
anélkiil, hogy az emberiség torténetének gyokereinél kezdddo leirast adjak, holott feltétleniil emlitést
érdemel, kiilonésen a Saccharomyces fajok esetében, azok hossz(i évszazados/évezredes

domesztikacidja az élelmiszeripar kiillonbozo erjesztési folyamatai soran.

2.2.1. Saccharomyces cerevisiae

Erre a fajra, mint els6 szamu borélesztére kell, hogy tekintsiink, nem pusztan ipari jelentdsége
miatt, hanem a must/bor koriilményein valo ¢lettevékenysége miatt is. Mint az eukariota
sejtszervezddések modell-szervezete konyvtarnyi informéci6 elérhetd err6l a fajrol, aminek
szamottevOen sziikebb kore foglalkozik az anaerob energianyeréssel és ezen beliil a boraszati
viszonyok kozt végzett alkoholos erjedéssel. Ugyanakkor még mindig legalabb a jelen munka
terjedelmében lehetne a Saccharomyces cerevisiae-r6l eddig megszerzett ismereteket tomoren,
vazlatszeriien rendszerezni. Az aldbbiakban csak a legfontosabb tulajdonsagait szeretném részletezni.

Eredetérdl, potencidlis forrasa(i)rol a mustban a vélemények a mai napig megoszlanak, kiilonb6zo
populécié dinamikai vizsgalatok bizonyitottak, hogy az egészséges sz6l6bogyd feliiletén vagy a
sz6l6iiltetvény talajan és a szO616 névényen elenyészé szamban talalhaté meg S. cerevisiae (Martini,
1992). Azonban a sériilt bogyokon szamottevOen felszaporodik (1075-6 TKE/mL nagysagrendig)
feltehetden kiilonbozd rovarok (méhek, darazsak) kozvetitésével, amely sejtszdm még mindig
alacsony a sz6l6bogyo teljes biotajat tekintve (Mortimer és Polsinelli, 1999). Ezzel ellentétben a
borészati lizem berendezésein (tartadlyok, z0z6-bogydzo, prés, hordok, csdvezetékek stb.) nagy
szamban, valtozatos torzsei mutathatok ki. Ezen S. cerevisiae torzsek kozt az autochton torzsek mellett
korabbi években hasznalt élesztd starterek is megtalalhatok. A kiilonbozd gépek, tartalyok feliiletén
megtelepedd élesztok dsszességét az adott boraszat domesztikalt, rezidens Saccharomyces biotajanak
tekinthetjilk (Fleet és Heard; 2003; Ciani et al., 2004; Bokulich et al., 2013). Az adott sziireti
periodusban hasznalt starter kultirak 6nmagukban is egy forrasat jelentik a fajnak a boraszatban,
azonban ez a 2.3. fejezetben szerepel részletesen.
cerevisiae csak kis szazalékban talalhato meg, azonban az alkoholos erjedés soran valtozo kornyezeti
paraméterek (foként a szamottevéen emelkedd alkohol tartalom) az erjedd borban a faj

felszaporodasanak kedveznek. Starter kultura hasznalat nélkiil az erjedés 3-4. napjara szaporodik fel
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jelentésen és veszi at a dominadns szerepet, ami az erjedés végéig megmarad; K6szonheté mindez
példaul az egyéb, spontan biotat alkotd fajok mérsékelt etanol toleranciajanak (Fleet és Heard, 2003).
Tehat a bor kierjesztésében nagy szerepet jatszd, a végtermék mindségét nagyban alakito fajrol van
sz6. Ugyanakkor fontos megemliteni, hogy a sz616 bogyd, erjedé must/bor élesztd biotajat tekintve
nem elegendd informacio, hogy mely fajrol van sz6, hiszen sok S. cerevisiae térzs nem kivanatos
erjedési melléktermék képzésével a bor, mint végtermék érzékszervi tulajdonsagait lerontja, példaul
magas acetaldehid képzéssel (Romano et al., 1994) vagy magas hidrogén-szulfid képzéssel (Kumar
hasznalatanak mara nagyon nagy jelentdsége van az ipari gyakorlatban. Spontan erjedéssel is
lehetséges megfelelden bort erjeszteni, de a folyamat esetlegessége, az iranyitds hidnya miatt
kockazatos.

Rendkiviil nagy valtozatossag figyelhetd meg a sok mustbol/borbol izolalt Saccharomyces
cerevisiae fenotipusos tulajdonsagai kozott, ezért nem is lehet egy abszolut listaként Gsszegezni
eldnyeit, azonban vannak olyan alapvetd tulajdonsagai, amit fontos megnevezni a faj boraszati
szempontbol torténd jellemzésekor.

A faj hdmérsékleti optimuma (30 °C koriili) sajnos nem kedvez az illékony sz016 eredetli és
fermentacids aromaanyagok megdrzésének, azonban a szélséségektdl eltekintve a S. cerevisiae képes
a boraszati szempontbol relevans homérséklet tartomanyokban hatékonyan erjeszteni (Bauer és
Pretorius, 2000). Ugyanakkor nem hidegtlir6 faj 1évén az alacsonyabbra tolddo erjesztési trendeknek
megfelelden 15 °C alatti erjesztés esetén a cukortartalom kimeriilésé€ig tartod fermentacio szamottevoen
elhuzodhat.

A borészatban jelentds élesztOk kozt - a S. uvarum-mal egyiitt- kiemelkedd az alkohol tiirése
azonban a kiilonbozé torzsei esetében ennek hatara eltéré (Stanley et al.,, 2010). A faj egyes
kiemelkedden alkoholtiird torzsei akar 18 v/v%-ot meghalado etanolt is képesek termelni (Pereira et
al., 2011), ami valojaban pl. bioetanol gyartas soran elényds, a bor harmoénia kialakitasa soran ez
inkabb problémaként jelentkezhet, az adott tétel érzékszervi tulajdonsagait rontja. Altalanossagban a
S. cerevisiae torzsek egy értett sz616 mustjat (kb. 200 g/L koriili cukortartalom) képesek szarazra
erjeszteni, ha az egy¢éb erjedést befolyasolo tényezdk ezt nem akadalyozzak.

A sz6lémustban megtalalhaté monoszacharidok koziil a S. cerevisiae a gliikozt preferalja, mint a
boraszatban jelentds élesztok tulnyomd tobbsége, azonban a relativ fruktdéz hasznositasban a faj
torzsei kozt nagy kiilonbségek mutatkoznak (Liccioli et al., 2011). Mindennek elhuzodo, akadozo,

vagy elakadt erjedések ujra inditasaban van ipari jelentésége (Bisson, 1999).

26



Az alkoholos erjedés soran az ¢élesztok altal termelt ecetsav mennyisége rendkiviil jelentds a
végtermék mindsége szempontjabol, kiilondsen, mert ez a nem kivanatos erjedési melléktermék a
borbol hatékonyan, az érzékszervi paraméterek szamottevo lerontasa nélkiil nem tavolithato el. Ebbol
kifolyolag, a torzs szelekcid egyik elengedhetetlen 1épése ezen tulajdonsag screenelése, kiterjesztve
arra is, hogy kiilonb6z6, nem minden napi erjesztési helyzetben (mint extrém cukortartalom, alacsony
erjesztési hdmérséklet vagy szegényes nitrogén ellatottsag) miként alakul. A S. cerevisiae jellemzben
az emelked6 cukortartalomra magasabb ecetsav termeléssel valaszol (pl. Magyar et al., 2008a), ami
kiugréoan magas cukortartalmi mustok esetén komoly probléma lehet, ugyanakkor ennek mértéke
torzs fiiggd tulajdonsag (Erasmus et al., 2004).

Glicerin termelése atlagosnak mondhato, egyes egyéb boréleszték szamottevéen tobb glicerint
képesek termelni. A sejten beliili glicerin képzés dinamikdjara az erjedés iniciacids szakaszaban
szamottevl felhalmozast, majd lasst extracellularis térbe vald bocsatast jelent (Perez-Torrado et al.,
2016).

A S. cerevisiae nitrogén felvétele az erjedés kezdeti szakaszaban az egyéb borélesztékhoz képest
gyors (Gobert et al., 2017), specifikus nitrogén hasznositasa a borélesztok kozt a legjobbnak bizonyul
(Taillandier et al., 2007).

A faj aromas alkohol termelése nem csak az érzékszervi tulajdonsagok kialakitasaban, hanem mint
quorum sensing molekulak, azaz sejtsiiriiség fliggd, sejtek kozti kommunikacios vegyiiletekként is
jelentések (Rul és Monnet, 2015; Avbelj et al., 2016). A triptofol, tirozol és 2-fenil-etanol termelése
¢s a termeléssel Osszekotott gének kifejezodése a ndvekedési fazis €s sejt stirliség fliggvénye, aminek
id6beni lefutasat Avbelj és munkatarsai vizsgaltak (2015). A S. cerevisiae quorum sensing molekula
(QSM) termelése negativan korrelal az alkohol tartalommal és pozitivan a N hiannyal valamint a sejt
stirtiséggel (Avbelj et al., 2015; Bagheri et al., 2018). A S. cerevisiae QSM molekula képzése a
borélesztok kozt a S. uvarum-mal egyiitt szamottevéen magasabb, mint a nem-Saccharomyces
¢lesztoké (Gonzalez et al., 2018a). Gonzalez és munkatarsai (2018b) vizsgaltak S. cerevisiae és egyéb
nem-Saccharomyces fajok novekedésének modulalasat kiilonbz6 bioaktiv molekulak (szerotonin,
melatonin, triptamin, triptofol, triozol, 2-fenil-etanol) jelentlétében. A vizsgalt borélesztok kozt
jelentds kiilonbség adodott, a S. cerevisiae novekedését a szerotonin egyértelmiien lassitotta, a
triptofol nem volt szamottevd hatdssal, amig a triptamin fajfiiggé vegyes eredményt hozott.

A jelenlegi ipari gyakorlatban és a spontdn erjedésben betdltott szerepébdl kifolydlag is, a

Saccharomyces cerevisiae tekinthet6 az etalonnak a boraszati jelentdségii éleszték kozt, mitobb jelen
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munkaban is igyekszem, mint viszonyitdsi alapot hasznalni az egyéb ¢lesztok és tevékenységiik

leirasa soran.

2.2.2. Saccharomyces bayanus var. uvarum

A Saccharomyces bayanus var. uvarum-ot, melyet a jelen munkaban a S. uvarum-ként réviditek,
a masodik legjelentésebb borélesztonek aposztrofalhatjuk. A faj taxondmiai besorolasa az elmult
évtizedekben dinamikus valtozasban volt a kiilonb6z6 genetikai vizsgalatok eredményeit figyelembe
véve. A S. cerevisiae fiziologiai valtozataként, majd 6nallo fajként vald csoportositasat kovetden,
jelenleg a S. bayanus fiziologiai valtozataként elfogadott (Pulvirenti et al., 2000; Naumov et al.,
2011).

El6fordulésa altalaban a S. cerevisiae-nél is ritkabb a korabban emlitett természetes forrasokat
tekintve (bogyo, talaj, feldolgozoilizem), azonban bizonyos speciélis bortipusokhoz jol adaptalodott,
ahol az erjedés soran mar nagymértékben elofordul, egyes esetekben a S. cerevisiae-t is megel6zve
dominal (Demuyter et al., 2004; Naumov et al., 2011). Specialis, a S. uvarum szempontjabol kedvez6
csoportot alkotnak a Tokaji- (Antunovics et al., 2003; Magyar et al., 2008a), a Sauterni- (Naumov et
al., 2000) a Recioto- (Dellaglio et al., 2003) és az Amarone- (Torriani et al., 1999; Tosi et al., 2009)
borok/borkiilonlegességek készitési koriilményei.

A S. cerevisiae-vel valo rokonsagabol kovetkezik (korabban Saccharomyces sensu stricto
csoportositas, Vaughan-Martini és Martini, 1998), hogy szdmos diverz interspecifikus hibridjiik
izolalhatd borbdl, boraszati kornyezetbél (Naumova et al., 2005; Sipiczki, 2019). A természetes
hibridek mellett a kiilonboz6 hibridizacios technikékkal eléallitott szegregansoknak ipari szempontbol
is van jelentdsége, azonban ebben a dolgozatban ezt nem részletezem.

Kriotolerancidja (15 °C alatti erjesztés), ami akar 2-4 °C-on valé aktivitast is takarhat (Masneuf-
Pomarede et al., 2010) a jelenlegi alacsonyabb hémérsékletek felé tolodd erjesztési trendek
szempontjabol kedvezd. Ezért a S. cerevisiae-hez képest eltéré plazma membran Osszetétel felelds,
aminek valtozasat az alacsony homérséklet regulalja. A S. cerevisiae alacsonyabb homérsékleten a
membran fluiditast a hosszabb szénldnct telitetlen zsirsavak aranyanak novelésével biztositja, mig a
S. uvarum-nal ez nem megfigyelhetd, ellenben a kozepes szénlancu zsirsavak mennyisége
szamottevoen megemelkedik (Torija et al., 2003).

S. cerevisiae-hez képest alacsonyabb etanol termelése a jelenlegi alkohol fogyasztasi trendeknek
kedvez6, ugyanakkor a kiilonbozé nem-Saccharomyces élesztokhoz képest 6nalloan alkalmas a must

cukortartalmanak kierjesztésére. Amennyiben nem biztosit az alacsony hdmérseklet szelekcios elonyt
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szamara, az S. cerevisiae jobb versengé 1évén dominanssa valik vegyes erjesztés soran (Masneuf-
Pomarede et al., 2010; Magyar és Toth, 2011).

Mérsékeltebb ecetsav termelése és annak kevésbé cukorkoncentracio fiiggdé mivolta (Rainieri et
al., 1999; Masneuf-Pomarede et al., 2010) elényos altalanossagban minden boraszati tevékenység
soran, azonban a magasabb kezdeti cukortartalmi mustok erjesztésekor kiemelkedden fontos lehet.

Glicerin termelése atlagos, a S. cerevisiae-t6l nem kiilonb6z6 (Masneuf-Pomarede et al., 2010;
Magyar és Toth, 2011). Az erjedés kezdeti szakaszaban jellemzéen a S. cerevisiae-nél kisebb
mértékben halmozza fel az intracellularis térben, majd azt relative hamar az extacellularis térbe
bocsatja (Perez-Torrado et al., 2016).

A faj szerves savtermelésérdl valtozo eredmények talalhatok az irodalomban, ami e tulajdonsag
valtozékonysagara utal. A S. uvarum egyes torzseinek jelentdsége lehet a kiilonosen meleg évjaratok
savszegény mustjainak erjesztése soran, ugyanis a nettd szerves savtermelés bizonyos mértékben
kompenzalhatja az alacsony titralhatd savartalmat. A faj almasav hasznositasa eltérd lehet az fajon
beliili variabilitas és az erjesztési koriillmények fliggvényében. Giudici és munkatarsai (1995) almasav
termelést figyeltek meg normal sz6lomustban, Rainieri és munkatarsai (1999) fogyasztast normal
sz6l6émustban, Muratore és munkatarsai (2007) szamottevd termelést botritiszes Malvasia must
erjesztése soran, Magyar és munkatarsai (2014) minimalis termelést szintetikus minimal médiumban.
Szamos munka megerdsitette, hogy borostyankésav termelése eltér a S. cerevisiae-t6l, nagyobb
mennyiséget szintetizal az alkoholos erjedés soran (Giudici et al., 1995; Muratore et al., 2007; Magyar
etal., 2014).

Abszolut értékben vett aromaképzése nem magasabb a S. cerevisiae-nél, azonban annak
Osszetétele szamottevéen eltér (Masnuef-Pomarede et al., 2010). Féként a fenil-alanin prekurzorbol
képzett 2-fenil-etanol és annak észtereit képzi nagy mértékben, amely vegyiiletek rozsa illatért
felelések (Muratore et al., 2007; Stribny et al., 2015).

A faj jelentGsége a boraszatban a S. cerevisiae-nél egyértelmiien kisebb, azonban nehéz
pontosan megbecsiilni, mert a kozelmultban tortént szdmos taxondémiai Gjra sorolds miatt a kordbbi
publikaciokban és az ipari gyakorlatban, valamint a szaritott starterkultarak csomagolasan is egyes
esetekben a S. cerevisiae-vel dsszemosodik. Ezért nagy jelentdséggel birnak a faj genetikailag

azonositott torzseivel végzett ujabb tanulmanyok, melyre dolgozatomban is torekedtem.
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2.2.3. Starmerella bacillaris (syn. Candida zemplinina)

A Starmerella bacillaris (syn. Candida zemplinina) egy igéretes nem-Saccharomyces starter
jelolt. Kereskedelmi eléallitasa aktiv szaritott éleszté (ADY) formajaban fejlesztés alatt van, jelenleg
folyadék kultura formajaban elérhetd egyes gyartoknal, példaul Olaszorszagban (Atecream 11 H,
BioEnologia 2.0 S.r.1., Olaszorszag).

A faj taxonémiai besorolasa dinamikusan valtozott az elmult évtizedekben. Kezdeti
tanulmanyozasa Candida stellata név alatt folyt, mivel ettdl a kozeli rokonsagu fajtol valo elkiilonitése
kizarolag molekularis biologiai mdodszerekkel lehetséges, a klasszikus mikrobiologiai eszkdztar nem
alkalmas megkiilonboztetésiikre. A 26S rDNS DI1/D2 domainjében vald eltérés segitségével
kiilonitette el a két fajt Sipiczki (2003), az 0j fajt C. zemplinina néven leirva. Ezt kdvetéen az uj faj
részletes fenotipusos identifikalasa és széles re-klasszifikacios munka indult, aminek eredményeként
megallapithatd, hogy a korabban C. stellata-ra vonatkoztatott gy{ijteményi térzsanyag és publikaciok
tulnyomo része a C. zemplininara vonatkozik, valamint, hogy a faj szamos boraszati szempontbol
értékes tulajdonsaggal rendelkezik (Sipiczki, 2004; Csoma és Sipiczki 2008). Kidertilt tovabba, hogy
a borerjesztés soran a korabban C. zemplinina helyett kimutatott C. stellata csak kisebb
valoszintiséggel fordul el6 (Mills et al., 2002; Antunovics et al., 2003; Magyar et al., 2008a). Tovabbi
molekularis bioldgiai munka bizonyitotta, izoenzim profilok és a 26S rDNS D1/D2 domain
felépitésének segitségével, hogy a faj kis mértékii hasonldésagot mutat a Candida nemzetség tipus
torzsével (Candida tropicalis), azonban nagyobb fokt az egyezés Torulopis bacillaris-szal (basiomyn
Saccharomyces bacillaris), ami a Starmerella kladba tartozik (Duarte et al., 2012). igy a faj uj,
jelenleg is aktualis megnevezése Starmerella bacillaris, azonban a korabbi Candida zemplinina név
szinonimként elfogadott. Jelen munkaban az S. bacillarist fogom hasznalni.

A S. bacillaris el6fordulasardl is valtoztak ismereteink az elmult két évtizedben, mivel korabban
foként nagy cukortartalmu, botritizalodott borok erjesztésével azonositottak jelenlétét (Torija et al.,
2001; Mills et al., 2002; Antunovics et al., 2003; Divol és Lonvaud-Funel, 2005; Magyar et al.,
2008a). Mara tobbszorosen bizonyitast nyert ubiquiter eléfordulasa, barmely borvidéken, fehér és
vOrds, szaraz €s édes borok erjesztése soran egyarant, azonban a kiilonb6zo kutatdcsoportok valtozé
geno- és fenotipusos diverzitast figyeltek meg (Tofalo et al., 2012; Masneuf-Pomarede et al., 2015;
Englezos et al., 2015). Tovabba Eder és munkatarsai (2019) kiilonb6z6é Vitis fajokon vald
elofordulasat vizsgaltak, miszerint sem az évjarat, sem a Vitis fajok nem adnak magyarazatot a S.

bacillaris genetikai diverzitasara.
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A S. bacillaris el6fordul a sz6l6bogyo feliileti biotajaban, valamint a boraszati eszk6zok
feliiletén, mindketté pontencialis reservoir lehet (Bokulich et al., 2013; Grangeteau et al., 2016). A
tobbi nem-Saccharomyces éleszt6tdl eltéréen nem csak az erjesztés kezdeti szakaszaban (az erjedés
vezetés fliggvényében, spontan 3-4 napig, starterkulturds beoltas esetén joval rovidebb ideig) képes
szamottevéen elszaporodni, akar 10°4-6 TKE/mL nagysagrendig, hanem jelenléte kimutathato az
erjedés végén is (Jemec és Raspor, 2005). Fontos megjegyezni, hogy az aszasodott bogyokon is
alkalmazott néhany hetes tarolas alatt pedig a bogy¢ feliilet biotdjanak egyik meghatarozo faja lehet
(Magyar és Bene, 2006; Rantsiou et al., 2013).

Jelenleg is a tudomanyos érdeklddés eléterében van a faj részletes feno- €s genotipusos leirasa
(Tofalo et al., 2012; Pfliegler et al., 2014; Masneuf-Pomarede et al., 2015; Englezos et al., 2015,
Rollero et al., 2018; Eder et al., 2019), mas borélesztokkel vald dsszehasonlitasa (Magyar és Toth,
2011; Magyar et al., 2014; Rossouw ¢és Bauer, 2016), boraszati alkalmazhatosaga és interakcioja
kevert tenyészetii erjesztés soran (Ciani et al., 2016; Bagheri et al., 2018; Lencioni et al., 2018)
valamint alkalmazhatdsaga szaritott éleszto starter kultaraként (Doménech et al., 2018). Ezen munkak
eredményeként szamottevd ismereteink vannak mar a S. bacillaris-rol, azonban még bdven van
megvalaszoltalan kérdés is. Példaul teljes genomjanak szekvenalasa csak az utobbi években fejez6dott
be (Lemos-Junior et al., 2018; Rosa et al., 2018) tovabbi molekularis biologiai munkak elétt utat
nyitva.

A faj a mustban elérheté monoszacharidok koziil a fruktozt preferalja (Sipiczki, 2004; Magyar
et al., 2008a; Sipiczki et al., 2010), ami aranylag ritka, azonban boraszati viszonylatban értékes
tulajdonsag. Magyar és Toth (2011) vizsgalatai alapjan a S. bacillaris fruktofilidja valds boraszati
koriilmények kozott (256 g/L kiindulasi cukortartalmt valds Furmint sz616must erjesztése 18 °C-on)
er6sen megnyilvanul (a G/F aranya még a szintén fruktofil C. stellatahoz képest is Sx magasabb). A
hatarozott fruktéoz preferencia egy kevert tenyészetli erjesztésnél a gliikofil Saccharomyces
¢lesztokkel kombinalva jol kiegészithetik egymast. A faj jellemzOen nem robusztus erjeszto,
onmagaban nem képes egy természetes sz6ldmustot szarazra erjeszteni, azonban Saccharomyces
¢lesztokkel kombinacidban alkalmazva lehet ipari jelentésége (részletesebben 2.3. fejezet).

Ozmotoleranciaja kiemelked6 (Mills et al., 2002; Sipiczki, 2004), ami részben magyarazatot ad
nagy szamu el6fordulasara magas kiindulasi cukortartalmu, botritiszes vagy szalma borok készitése
sordn, azonban nincs Osszefliggés genetikai diverzitdsa €s az eredete (édes/szaraz borbdl izolalt) kozt,

tehat nincs szelekcids nyomas alatt boraszati viszonyok kézt (Masneuf-Pomarede et al., 2015). Ebbdl
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kifolyolag szerepe és nagy aranyl jelenléte tovabbi tisztazast igényel botritizalodott alapanyag
feldolgozasa soran (Magyar és Soos, 2016).

Altalanos mikrobiolégiai csoportositas szerint pszichrotolerans fajrél van sz6 (Sipiczki, 2004),
azonban a boraszati viszonylatban relevans hdmérséklet tartomany nagy része 20 fok ala esik, tehat
tovabbi pontositasra van sziikség homérséklet tlirését illetden. Hidegtlird tulajdonsaga szintén részben
magyarazatot adhat arra, miért lehet megtalalni a Tokaji aszlerjesztés koriilményei kozt nagy
szdmban, ahol a konstans 11-13 °C koriili pincehémérséklet jellemzo.

Alkohol toleranciaja kiemelked6 a nem-Saccharomycesek kozt, igazolvan jelenlétét az erjedés
kezdeti szakaszan tal. Alkohol termelése viszont visszafogott, bar az egyes torzsek kozt szamottevod
diverzitast lehet tapasztalni, kiilonboz6 kisérleti munkak alapjan, amit az 4. tablazat 6sszegez. Alkohol
kihozatala kimondottan alacsony, egyéb erjedési melléktermékeket képez nagyobb aranyban a cukor
metabolizmusa soran (Magyar és Téth, 2011; Comitini et al., 2011; Lemos et al., 2019).

Ecetsav termelése visszafogott, a Saccharomyces élesztékkel dsszevethetd (Magyar és Toth,
2011; Comitini et al., 2011; Suzzi et al., 2012; Rantsiou et al., 2012; Binati et al., 2019). Tovabba
altalaban nem kiindulasi cukortartalom fiiggd tulajdonsaga, ugyanakkor bizonyos fokt intraspecifikus
variabilitas tapasztalhat6 (Rantsiou et al., 2017). Ez kiemelkedden fontos lehet magas cukortartalmu
mustok erjesztése soran.

Glicerin termelése kiemelkedé (Andorra et al., 2010; Magyar és T6th, 2011; Binati et al., 2019),
a felhasznalt cukorbol a glicerin kihozatala szamottevéen magasabb, mint a Saccharomyces élesztoké
(Magyar ¢s Toth, 2011). Bizonyos mértékii fajon beliili diverzitds ezen boralkotd esetén is
megfigyelhetd (Englezos et al., 2015).

Altalanos mikrobiologiai besorolas szerint a S. bacillaris acidogén faj, mindez aerob
koriilmények kozti vizsgalat soran igazolt tulajdonsaga (Sipiczki, 2004). Oxigén limitalt (boraszati)
koriilmények kozt nettdo szerves savtermelése mennyiségileg Osszehasonlithato a Saccharomyces
fajokéval, példaul L-almasav, L-borostyankésav és fumarsav esetén, azonban a szintézis utvonalai
részben eltéroek (Magyar et al., 2014). Lemos-Junior és munkatarsai (2019) jelentés almasav
hasznositast figyeltek meg éretlen must S. cerevisiae-vel valé kombinalt erjesztése soran, amit korabbi
munkak megerdsitenek, azonban kisebb mértékben (Rantsiou et al., 2017; Englezos et al., 2017),
valamint tobb munka is javasolja alkalmazasat az alkohol-, i116- és titralhatosav tartalom modulalasara
(Englezos et al., 2016; Lencioni et al., 2018; Vilela, 2019).

A faj atlagos nitrogén igénye moderalt, a Saccharomyces fajokéval Gsszevethetd. Azonban a

nitrogén felvétel dinamikaja szamottevéen késleltetett S. cerevisiae-hez viszonyitva (Englezos et al.,
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2018a). A faj nitrogén forras preferenciaja jelentGsen eltér a Saccharomyces fajokétol (Gobert et al.,
2017; Englezos et al., 2018a). A jelenleg elérhet6 eredményeket eltérd kdzegben (természetes must
kozeg és szintetikus modell must) valamint eltérd torzsek esetén hatdroztdk meg, igy azok nem
egybevagodsaga részben magyarazhato: a hisztidin, treonin és tirozin hasznositds elhanyagolhato,
azonban a metionin, aszparaginsav €s alanin hasznositdsaban eltérd tendencidkat figyeltek meg
(Gobert et al., 2017; Englezos et al., 2018a).

A nitrogén felhasznalassal szoros 0sszefliggésben van, a faj aromatermelése, a Saccharomyces
fajokkal osszevetve nagy kiilonbségek fedezhetdk fel, azonban elég nagy fajon beliili variabilitas is
megfigyelhetd az elérhetd publikdciok alapjan. A magasabb rendii alkoholok termelését illetéen
elhanyagolhato (Sadoudi et al., 2012), S. cerevisiae-vel 6sszevetheté (Andorra et al., 2012; Englezos
et al., 2018b,¢) és kiemelkedéen magas (Andorra et al., 2010) eredmény is elérhetd. Toth-Markus et
al., (2002) korabbi, még C. stellata név alatt végzett vizsgalatai szerint a faj magasabb rendi alkohol
¢s észter képzése aszii borban, lényegesen elmarad a S. cerevisiae-tl. Az acetat észterek esetén
elhanyagolhato (Sadoudi et al., 2012; Englezos et al., 2018b,c) és S. cerevisiae-nél néhanyszor
magasabb (Andorra et al., 2010 és 2012) eredmény is elérhetd. Az etil észterek esetén S. cerevisiae-
nél szamottevden alacsonyabb (Sadoudi et al., 2012; Englezos et al., 2018b,c), dsszevethet6 (Andorra
et al., 2012) és néhanyszor magasabb (Andorra et al., 2010) eredmény is elérhetd. Lakton és terpén
tipusu vegylileteket jelentésen magasabb mértékben termel, mint a S. cerevisiae (Sadoudi et al., 2012).
A fent emlitett négy munka és tovabbiak (Gonzalez et al., 2018a,b; Bagheri et al., 2018) alapjan egybe

hangz6, hogy 2-fenil-etanolt és annak acetat észterét nem képzi a S. uvarum-hoz hasonlé mértékben.
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4, tablazat: A S. bacillaris {6 erjedési metabolit képzésérdl elérhetd irodalmi adatok, az erjedés paramétereinek feltiintetésével

Kiindulasi Erjedési  YAN, Kozeg Lépték, | Etanol, Glicerin  G/F arany  Illosav, Referencia
cukortartalom, hoémérséklet, mg/L mL vIv% g/L g/L
g/L °C
256 18 n.a. must 250 3,98-4,98  7,55-9,05 50+ 0,73-0,90  Magyar és Toth,
2011
263 25 278 must 140 7,3 n.a. n.a. 0,72 Comitini et al.,
2011
280 25 n.a. must 95 8,96 10,20 n.a. 0,78 Suzzi et al., 2012
403 25 n.a. must 100 1,91-8,44 1,84-10,10 1,58-50+ 0,19-0,79 Rantsiou et al.,
2012
100 20 400  modelloldat 250 3,81-4,68  3,30-4,20 n.a. 0,32-0,51 Magyar et al.,
2014
244 25 n.a. must 25 5,11-1453 4,98-10,91 1,30-50+ 0,24-0,78 Englezos et al.,
2015
200-330 25 160 must 25 9,6-10,6 9,4-12,9 50+ 0,31-0,45 Rantsiou et al.,
2017
229,2 25 200  modelloldat 1100 5,8-6,4 7,7-8,2 9,47- 0,11-0,21 Englezos et al.,
27,78 2018a
200 20 182  modelloldat 100 |4,53-11,12 4,35-7,69 6,75-27,6 0,65-0,89  Lemos-Junior et
al., 2019
210 22 150 must 400 3,86 5,46 1,76 0,56 Binati et al., 2019

n.a.= nincs adat
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A S. bacillaris netto osszes illékony vegyiilet termelése mennyiségileg elmarad a S. cerevisiae-
t6l (Englezos et al., 2018b,c), osszetételét tekintve pedig az elérhetd vizsgalati eredmények alapjan
egyértelmien elkiilonithetd pusztan a képzett illékony komponensek alapjan az egyéb borélesztoktdl
(Metschnikowia pulcherrima, Torulaspora delbrueckii, S. cerevisiae, Hanseniaspora uvarum).

Aromas alkohol termelése elenyészO S. cerevisiae-hez viszonyitva, ugyanakkor névekedését
szamottevéen befolyasoljak a QSM-ak (Gonzalez et al., 2018a). A szerotonin és melatonin nem noveli
generacios idejét jelentdsen, sét az inokulalast kovetd par oéraban a melatonin ndvekedést serketd
hatasunak bizonyult (Valera et al., 2019), azonban a triptofol igen, a triptamin mérsékelten lassitja
(Gonzalez et al., 2018b).

Dolgozatom egy lényeges fejezetét képezi a kozepes szénlancu zsirsavak nodvekedésgatld
hatdsanak vizsgélta. A kiils6 MCFA adagolés hatasardl a szakirodalomban errdl a fajrél nem talaltam
adatokat. A mas ¢éleszt6kkel vald interakcid szempontjabdl azonban lényeges lehet az faj MCFA
termelése. TObb munka is k6zol kozepes szénlancl zsirsav termelési adatokat, részletekbe mend
magyarazat nélkiil, az 6sszes 1116 komponens vizsgalat részeként (5. és 6. tablazat), amik tilnyomé
része kevert kultlraju erjesztésrdl szolnak, Osszehasonlitdsuk nehézkes a rendkiviil valtozatos
erjesztési koriilmények, inokulalasi stratégidk és eltérd torzs valaszték miatt. Megallapithato, hogy a
S. bacillaris-nak énmagaban alacsonyabb a hexansav, oktansav és dekansav termelése, mint a S.
cerevisiae-nek, mig dodekansav termelése torzs és/vagy erjesztési koriilmény fiiggd. Kevert kulturas
tenyészet esetén pedig altalaban alacsony vagy moderalt az MCFA termelés, a S. cerevisiae 6nallo
termelésével 6sszehasonlithaté mértékd.

A fent emlitett tulajdonsagokon til ipari adaptalhatosagara is szamottevo figyelem iranyul (pl.

Domenech et al., 2018), illetve jelen munkaban is bemutatok féliizemi kisérleti eredményeket.

5. tablazat: S. bacillaris kdzepes szénlancu zsirsav termelésérdl elérhet6 irodalmi adatok (ng/L)

Hexansav Oktansav  Dekansav Dodekansav S. cerevisiae kontroll  Referencia

310 230 120 1200 3420:2620:1590:180  Andorra et al., 2010
(H:0:D:DD)

n.a. n.d. 26,7 n.a. 586,0:38,9 (O:D) Sadoudi et al., 2012

0,26-0,37 4,88-4,96 0,95-1,42 0,44-0,72 1,93:44,71:8,58:2,68  Englezos et al., 2018a
(H:0:D:DD)

n.d.=nem detektalt; n.a.=nincs adat
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6. tablazat: S. bacillaris és S. cerevisiae kombinalt erjesztése soran kdzepes szénlancu zsirsav

termelésérol elérhetd irodalmi adatok (ug/L)

Hexansav Oktansav Dekansav Dodekansav S. cerevisiae kontroll Referencia

2890 1880 840 560 3420:2620:1590:180 Andorra et al., 2010
(H:0:D:DD)

700 683 425 n.a. 740:1222:190 (H:O:D)  Comitini et al., 2011

n.a. 470,4 246,9 n.a. 586,0:38,9 (O:D) Sadoudi et al., 2012

n.a. 120,3 n.a. n.a. 179,4 (O) Gobert et al., 2017

65 83 n.a. n.a. 39:44 (H:0) Nisiotou et al., 2018

410 1200 830 n.a. 1200:1700:960(H:0:D)* Bagheri et al., 2018

n.a.= nincs adat; *komplex éleszt6 biota: S. cerevisiae 1006 TKE/mL és Metschnikowia pulcherrima,
Torulaspora delbrueckii, Starmerella bacillaris, Hanseniaspora uvarum, Pichia terricola; Lachancea

thermotolerans, Candida parapsilosis, Wickerhamomyces anomalus 104 TKE/mL

2.2.4. Egyéb nem-Saccharomyces fajok

A nem-Saccharomyces éleszték ipari alkalmazasba vonasakor a boraszatban értelemszeriien azon
fajok kertiltek a kutatoi érdeklédés kozéppontjaba, amelyek a sz616bogyo feliiletén 1évé biota alkotoi,
valamint a spontan erjedés kezdeti szakaszaban jelentéségiik van (egyiittesen véve 107°6-8 TKE/mL
nagysagrendi populaciojuk altal) (Jolly et al., 2014). Ezek a szelekcios munkak akar konkrét szaritott
¢lesztd starter terméket eredményezve, akar a termelt metabolitok kedvezodtlen aranya miatt
sikerteleniil zarultak, vagy akar még folyamatban vannak. Fontos megjegyezni, hogy a lenti
eredmények tobbsége az altalanos karakterizalason tal, relative sziik torzs készletre alapozott, ezért a
jovOben széles torzs készlettel vald atfogd kisérleti alatimasztas lehet sziikséges, a jelentds fajon
beliili variabilitas miatt (Rossouw és Bauer, 2016).

Az apikulata ¢lesztok (Kloeckera apiculata, Hanseniaspora guilliermondii, Hanseniaspora
vinae) egészséges sz6lobogyon valé dominanciajuk, valamint a spontan erjedés inditasaban vald
részvételiik miatt kézenfekvé volt szelekciojuk (Caruso et al., 2002; Mendoza et al., 2007; Andorra
etal., 2011). A K. apiculata alacsony fermentativ aktivitasu, fruktofil karakterti, Saccharomycesekkel
szulfidot (De Benedictis et al., 2011). Ezen vad éleszt6k komoly negativ tulajdonsaga a szamottevo

ecetsav, etil-acetat és acetoin termelés, ami jelentds minéségbeli probléma, (pl. Romano és Marchese,
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1998). Ujabban borerjesztésre valo alkalmassagukrol szol6 munkakat is publikaltak (Tristezza et al.,
2016; Lleixa et al., 2016; Zhang et al., 2018).

A Metschnikowia pulcherrima (syn. Candida pulcherrima) a sz6ldbogyon elterjedt élesztd,
amely egyes populacié dinamikai vizsgalatok szerint a széléfeldolgozas soran rovid idén beliil
dominanssa valhat (Jolly et al., 2003a). Etanol kihozatala alacsony (4-7 v/v%), valamint 1égzési
metabolizmusa altal, alkalmas lehet csokkentett alkoholtartalmu tétel erjesztésére (Contreras et al.,
2015; Varela és Varela, 2016). Alacsony hidrogén-szulfid és illosav képzéssel, kénessavval szembeni
toleranciaval, széles spektrumu killer toxin képzéssel, extracellularis enzim képzéssel boraszati
szempontbol értékes élesztonek szamit (Zott et al., 2011; Morata és Suarez-Lepe, 2016). S. cerevisiae-
vel szekvencialis beoltast alkalmazva jo dinamikaja és komplett alkoholos erjedést lehet kivitelezni
(Jolly et al., 2003b), melynek aromaprofilja szamottevéen gazdagabb magasabb rendii alkohol, terpén
¢és észter vegyliletek tekintetében (Rodriguez et al., 2010). Pezsgé alapborok masodik alkoholos
erjesztése (Gonzalez-Royo et al., 2015), valamint rogzitett sejtes reaktorban torténd alkalmazasara is
iranyulnak vizsgalatok (Canonico et al., 2016). Kereskedelmi forgalomban mar kaphato.

A Torulaspora delbrueckii kozepesen robosztus erjesztd, altalaban 8-11% etanolt képest
eléallitani, alacsony hidrogén-szulfid, illéfenol, valamint ecetsav termeléssel jellemzik, jelentés fajon
beliili variabilitassal (Renault et al., 2009). Az almasavat metabolizalja, ellenben szamottevo
fumarsavat és borostyankdsavat képes termelni (Belda et al., 2015), tovabba egyes torzsei képesek
linalool termelésre (King és Dickinson, 2000). S. cerevisiae-vel kombinalva (Belda et al., 2015), és
tiszta tenyészetben is (van Breda et al., 2013) beszamoltak sikeres alkalmazasarél, ahol a bor
aromaprofiljaban is szamottevd eltérés figyelheté meg (Jolly et al., 2003a; Azzolini et al., 2012).
Szekvencialis beoltas soran S. cerevisiae-vel versengésben van a nitrogén forrasért (Taillandier et al.,
2014). Bely és munkatarsai (2008) magas kiindulasi cukortartalmt (botritizalédott) mustok erjesztése
soran bizonyitottak, hogy ecetsav termelése nem fiigg a kiindulasi cukortartalomtol, ami boraszati
szempontbol rendkiviil értkékes tulajdonsag. Canonico és munkatarsai (2018) alkalmasnak talaltak
pezsgdk masodik alkoholos erjesztésére. Onmagéban, vagy mas fajok szeletalt torzseivel keverékként,
a T. delbrueckii szelektalt startereinek az egyik legjelentésebb a szerepe a nem-Saccharomyces
¢lesztot is alkalmazo6 tizemi borerjesztések soran. Kereskedelemben tobb torzse kaphato.

Lachancea thermotolerans (syn. Kluyveromyces thermotolerans) szamos boraszati szempontbo6l
értékes tulajdonsaggal bir, mint a magas L-tejsav-, glicerin- és alacsony ecetsav termelés, kozepes
erjesztOképesség, jo versengdképesség, bizonyos foku glikozidaz ¢és észterdz aktivitas, extracellularis

poliszacharid termelés (Kapsopoulou et al., 2005; Cominiti et al., 2011; Gobbi et al., 2013). S.
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cerevisiae-vel vald szekvencialis beoltasa soran a raoltas ideje szabja meg, a fent leirt elényOs
tulajdonsagok érvényesiilését (Kapsopoulou et al., 2007). Botritiszes alapanyag erjesztése soran a
Saccharomyces dominancia utan is hosszan az erjedd borbol azonosithatdé marad mas nem-
Saccharomycesekkel egyiitt (Mills et al., 2002). Aroma termelése a S. cerevisiae-t6l eltéré (Balikei et
al., 2016; Benito et al., 2016; Gobbi et al., 2013). Ipari borerjesztés soran a T. delbrueckii mellett ezen
faj szelektalt torzseinek a legnagyobb a jelentsége, ugyancsak tobb kereskedelmi készitménnyel.

A Pichia kluyveri az egészséges sz6l0must biotajanak akar 10%-at is adhatja, ugyanakkor aerob
anyagcseréje meghatarozo, csak korlatozott mértékben képes etanol termelésre (Sabate et al., 2002).
Boraszati szempontbdl elény6s jelentés tiol képzése, amelyek bizonyos fajtak (Sauvignon blanc,
Chardonnay, Rajnai rizling) fajtajellegét részben meghatarozo értékes vegyiiletek. Az éleszté ezen
vegyiileteknek a mustban jelenlévd prekurzorait is hatékonyan felszabaditja, ebbdl kifolydlag a
végtermékben szamottevden eltérd aroma profilt tapasztalunk, ami érzékszervi biralat soran pozitiv
megitélésti (Anfang et al., 2009; Benito et al., 2016). Egyes torzsei killer toxin termelének
bizonyultak, amelyek akar S. cerevisiae szaporodasat is gatolhatjak (Zagorc et al., 2001).

Zygosaccharomyces bailii kittind ozmotoleranciaju, alkohol, ecetsav- és egyéb gyenge savat tiird
torzsei altal a palackos borokban tapasztalt visszaerjedések szamottevo szdzalékaért felelds (James és
Stratford, 2003; Palma et al., 2018). Ugyanakkor egészséges alkoholos erjesztésben is részt vehetnek,
foként botritiszes borok erjesztése vagy szelektalt térzseik kevert kultiras felhasznalasa soran. A faj
erds fruktofiliat mutat (Magyar et al., 2008b). A Z. bailii esetén szamottevé fajon beliili variabilitas
mellett, kéndioxid tolerancidja kitlind, hidrogén szulfidképzése kozepes mértékii, etanol és illosav
képzése a S. cerevisiae-vel Osszevethetd, etil-acetat termelése alacsony (Domizio et al., 2011).
Egyidében zajlik tobb vizsgalat visszaszoritasara és nem-Saccharomyces starterként valo
alkalmazasara is. S. cerevisiae-vel kombinalva konvencionalis erjesztéshez képest az etanol-, glicerin-
¢és ecetsav képzés nem modosult szamottevéen (Domizio et al., 2011). Pichia membranifaciens
PMKT killer toxinja alkalmasnak bizonyult Z. bailii visszaszoritasara boraszati koriilmények kozott,

kénessavval kombinalva (Alonso et al., 2015).
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2.3. A starterkultura hasznalat és kialakulasa

A bor erjesztése hosszll évezredeken at a fermentacid soran végbemend biokémiai folyamatok
pontos ismerete nélkiil zajlott, azonban a boraszati mikrobiologia fejlédésének kdszonhetéen mara
részletes ismereteink vannak az erjedés lefutasardl, az élesztd biota Osszetételérdl, alkotdinak
okologiai, biokémiai, feno- és genotipusos tulajdonsagair6l sth. (Fleet, 2008; Roudil et al., 2019).

A starter kultura hasznalat bor erjesztéséhez nem 1j keletli dolog, aktiv szaritott éleszté formaban
torténd termelése ipari igény teljesitéseként, a 1960-as évek kdzepén kezd6dott az USA-ban, a *80-as
évekre terjedt el vildgszerte, azonban a mai napig a termeldk egy része iizemi 1éptékii borerjesztés
sordn a spontan erjedést preferalja, annak minden bizonytalansagéval és kockazataval. A borészati
fajélesztd hasznalat, az iranyitott erjesztés részeként, a korszerii boraszati technoldgia szerves része.
Mara a starter kultira gyartas sokat fejlédott, azonban a siit6 éleszt6 gyartashoz képest jellemzéen egy
sok torzzsel dolgozd, szezonalis, relative kis méretii iparag. Az elmult 50 évre visszatekintve jol
elkiilonithetd a fajéleszté termékek tobb generdcidja is, hiszen nem csak az erjesztd képesség
screenelése zajlik, hanem joval tobb tulajdonsag tesztelése, és Osszetett szelekcios munka, tobb
1éptékben (labor, féliizemi és lizemi kisérleti erjesztések is) mire egy torzs starterré valhat (Pereira et
al., 2019). A piacon jelenleg tobb szaz boraszati élesztd starter érhetd el, tilnyomo tobbségiik ADY
formaban, mig kisebb részilk mélyfagyasztott folyadék kulturaként. Ezen starterek tobbsége
rendelkezik néhany specifikus tulajdonsaggal, mint kiemelkedd etanol tolerancia és termelés,
specifikus extracellularis észteraz aktivitds, malolaktikus egyiitt erjesztéssel valo kompatibilitas stb.
Valamint altaldban meghatarozott boraszati termékekhez (pl. pezsgd, vagy vordsbor erjesztés), akar
fajtakhoz (pl. Sauvignon blanc, vagy Pinot fajta kor) ajanlott a hasznélatuk. Jellemzden egy adott
foldrajzi teriilet preferalt fajtaihoz illeszked6, a kornyezé nagyobb foldrajzi régioban szelektalt ¢leszto
starterek hasznalata az elterjedt (mint példaul Magyarorszagon az Eurdpaban szelektalt élesztok
jellemzok), de nem kizarélagos.

Az aktiv szaritott élesztok koziil a S. cerevisiae ipari jelentdsége a legnagyobb, a leggyakrabban
hasznalt és legszélesebb torzsszamban propagalt, elsé szamu borélesztd starter, mellette megtalalhato
kisebb szdmban S. uvarum is, azonban az ipari terminologia keverve hasznalja korabbi ¢és aktualis
elnevezéseit. A 2000-es évek elejéig ipari alkalmazasuk a boraszatban kizarolagos volt, azonban egyre
tobb figyelem fordul a nem-Saccharomyces élesztok felé is. Az elmult két évtizedben jelentek meg a
piacon a nem-Saccharomyces ¢lesztd starterek, alkalmazasuk kevésbé elterjedt, azonban
folyamatosan novekvo, az elérheté termékek szamaval egyiitt (Fleet, 2008; Roudil et al., 2019).

Jelenleg a legtobb starter kultira gyartd cégnek van néhany tiszta, vagy kevert kulturds nem-
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Saccharomyces terméke (1. abra), valamint az Nemzetko6zi Sz61észeti és Boraszati Szervezet (O1V)
2017-ben kiadott monografiajaban (OIV-OENO 576B-2017) rogziti az Eurdpai Unids szabalyozassal

Osszehangolva a nem-Saccharomyces starter kultarakkal kapcsolatos elvarasokat.
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1. abra: A nem-Saccharomyces éleszt6t tartalmaz6 starterek piacanak megoszlasa a gyartd cégek
termékeinek aranyaban (Roudil et al., 2019)

Jelenleg kellden széles a starter paletta, hogy egy adott bor erjesztés paramétereihez megfeleld
¢leszto startert alkalmazza a borasz, valamint a termeldi oldalrdl is apranként n6 a bizalom az Gjonnan
piacon talalhatd készitmények iranyaban, tovabba lassan elterjedté valik a nem-Saccharomyces

élesztok hasznalata S. cerevisiae-vel kombinalva.

2.3.1. Az j fajélesztok forrasai: hagyomanyos szelekcio és genetikai modositas

A szOlészet-boraszat teljes vertikumaban elérhet6 feliiletekrdl, matrixokbdl torténd élesztd torzs
szelekcid a tradicionalis €s legkézenfekvobb forrasa egy uj starter jelolt kivalasztasanak. A jelenleg
elérhetd starter kultirak tilnyomo tobbsége ezzel a modszerrel jutott a gyartok birtokaban. Meglepd
mértékli diverzitas tapasztalhatd, kiilondsen a nem-Saccharomyces éleszt6k hasznalatba vonasaval,;
az ipari kornyezetbdl vald szelekcidé majdhogynem kimerithetetlen forrast jelent (Rossouw és Bauer,
2016). A hagyomanyos szelekcid nem csak a starter gyartd cégek szamara all nyitva, hanem az egyes
borészatok, vagy akar borvidékek szamara is, amennyiben sajat, helyi, autochton ¢€lesztd starterrel
szeretnének erjeszteni. Altaldban a ,sajat” élesztd haszndlat passzalt évkozi fenntartast és
folyadékkulturas felszaporitast jelent minden sziireti id0szakban. Példaul atfogd munka folyik a

Badacsonyi borvidéken (Szoke et al., 2015) vagy a SZIE Boraszati Tanszékén (Tokaj, Somlo).
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Mig a fent emlitett hagyomanyos modszer a természetes diverzitast hasznalja ki és igy keres
idedlis tulajdonsagu starter jelolteket, addig a genetikai modositds sordn egy altalanosan jo
tulajdonsagu élesztd starter célzott valtoztatasara keriil sor ugy, hogy az eredeti tulajdonsagait ne
veszitse el, azonban ez a kor az uj, értékes, ,kiilonleges” tulajdonsag(ok)kal kiegésziiljon. Ezen
modszerek: a mutagenezis, protoplaszt fuzio, intraspecifikus ¢és interspecifikus hibridizacio,
transzforméacid és rekombinans DNS technika, adaptiv evoltcid és funkcionalis genomika, rendszer
biologia (Fleet, 2008). Egy résziikk jelenleg nem alkalmazhatd ipari hasznositasban, pusztan
laboratoriumi koriilmények kozt, mint a rekombinans DNS technika vagy a mutagenezis, azonban a
hibrizidacios technikak, vagy adaptiv evolucié ellen nincs fogyasztoi ellenallas, illetve nincs kozjogi
akadalya (Bisson et al., 2007). Mivel sajat kisérleti munkam tilnyomo részt nem molekularis jelleg

nem térek ki ezekre a fejlodo technikakra.

2.3.2. Mono, oligo- és multistarterek

A monokultaras erjesztést tekinthetjiik a tradicionalisnak, hiszen a nem-Saccharomyces starterek
megjelenése elott egy kulturas beoltas volt az elterjedt. Ebben az esetben az iilepitett, megfeleld
hémérsékletli, sziikség szerint kiegészitett sz6ldmustot a biztonsagos erjedés vezetés céljabol egy
rehidratalt egysejt tenyészettel beoltjuk (megkdzelitéleg 1075 TKE/mL koncentracioban). Ezzel
dominanciajat biztositjuk a fermentacio kezdetétdl a sz6ldmustban megatalalhato Osszetett élesztd
biota felett (10"6-8 TKE/mL nagysagrendben), ami szarmazhat a bogy¢ feliiletr6l, a feldolgozo
berendezésekrol stb. Ez altal biztositjuk a jo dinamikaju erjesztést, hiszen a relative alacsony kezdeti
Saccharomyces sejt populacié felszaporodasi idejét szamottevéen lerdviditjikk; mivel egy ismert
tulajdonsagu starter végzi az erjesztést, metabolit képzésérol, specialis tulajdonsagairdl az adott torzs
kivalasztasaval lehet donteni; a nem kivanatos erjedési melléktermékek, mint hidrogén-szulfid,
képzése nagy valoszinliséggel alacsony marad stb. A monokultiras erjesztés kritikaja, hogy a spontan
fermentaciohoz képest az élesztok diverzitdsa szinte elhanyagolhato, a fajéleszté dominancidjaval
tulnyomo részt az adott torzs fenotipusos tulajdonsagai nyilvanulhatnak meg, tehat a képzett élesztds
metabolitok sokfélesége is limitalt, amik befolyasoljadk az érzékszervi tulajdonsagokat, ezaltal
bizonyos szempontbdl ,,uniformizaltta” valhatnak a tételek. Osszességében inkabb elényds, mint
problémas a monokultaras erjesztés, jelenleg még ez a vezet6 éleszt6 hasznalati mod, de az alternativ
opciok népszerlisége fokozatosan ndvekszik.

Az oligo- és multistarterek jelentdsége a nem-Saccharomyces élesztok forgalomba keriilésével

szamottevoen emelkedett, folyamatosan emelkedik, foként mivel ezen élesztd fajok tobbsége nem
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képes 6nalldan kierjeszteni egy mustot, Saccharomyces raoltasra sziikség van. A piacon elérhet6 nem-
Saccharomyces starterek tobbsége oOnallban ADY formaban kaphaté, amire egy kompatibilis
Saccharomyces startert sziikséges raoltani, azonban vannak eleve kevert tenyészetli starterek is,
valamint a Torulaspora delbrueckii vagy akar Zygosaccharomyces bailii képes lehet 6nalldan is
Kierjeszteni egy mustot. Ezen alternativ starter kultirak és a tobb éleszt6 torzs egyiittes fermentacidja
uj tavlatokat nyitott a boraszati kutatasban olyan témakkal, mint a raoltas mértékének és idejének
optimalizalasa (Kapsopoulou et al., 2005; Comitini et al., 2011); a kiilonb6zé fajok
visszaizolalhatosaga az erjesztés kiilonbozo fazisaibol (Mills et al., 2002; Bagheri et al., 2018); a
potencialis interakcid, akar szinergens, akar antagonista (Ciani és Comitini, 2015; Prior et al., 2019);
a kiilonb6z6 fajok populacioinak regulacioja, példaul kommunikacios vegyiileteken keresztiil (Valera
et al., 2019; Englezos et al., 2019); a kiilonb6z6 fajok metabolikus aktivitisanak modosulasa (Peng
et al., 2018); a szaritasi technologia kidolgozasa (Domenech et al., 2018; Kim et al., 2019) sth. A
kombinalt erjesztés egyfajta iizemileg iranyithatd, tervezhetd megoldas/valasz a monokulturas
erjesztés ,,uniformitasara”. Kétségteleniil az oligo- és multistarterek alkalmazasa komplex valtozast
komplexitast a borokban (Domizio et al., 2011; Sadoudi et al., 2012), alacsonyabb alkohol tartalom
érhet6 el ugyanannyi cukortartalombol kiindulva (Quiros et al., 2014; Varela és Varela, 2016; Rolle
etal., 2018; Lemos-Junior et al., 2019), alacsonyabb lehet a termelt illésav tartalom (Bely et al., 2008;
Rantsiou et al., 2012; Lencioni et al., 2018) és magasabb a glicerin koncentracié (Englezos et al.,
2017; Binati et al., 2019), faj fiiggben alacsonyabb és magasabb titralhato sav tartalom is elérhetd
(Benito et al., 2016; Teslic et al., 2018b; Vilela, 2019) stb. Ugyanakkor a spontan éleszté biota
diverzitdsdhoz képest két-hdrom faj egyiittes erjesztését még nem tekinthetjiik annak teljes

megfeleldjének.
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2.4. A metabolomika mint megkozelitésmod

A metabolitok a sejt szintli regulacios folyamatoknak végtermékei, a sejten beliili,
intracellularis-, vagy a sejten kiviili, extracellularis térben detektalhatd, kis molekulatomegii
molekulak. Egy €10 sejt, szovet, szervezet altal szintetizalt vegyiiletek Gsszessége maga a metabolom.
A metabolomika egy biologiai rendszer (sejt) barmely kérnyezeti hatasra (stresszre) adott valaszanak
legvégsé megnyilvanulasat vizsgalja (Fiehn, 2002). Ebbdl kifolyolag él6 szervezetek esetén a
metabolom egy dinamikusan valtozo, adott paraméterek mellett tapasztalt mintazat, amelyben a jelen
levd vegyiiletek koncentracidja rendkiviil széles tartomanyban mozoghat.

Az omikak kozott a genomikdhoz (DNS), transzkriptomikahoz (RNS), proteomikahoz
(fehérjék) hasonld atfogd, ,,nagy meritési”, hatds-véalaszreakcid alapon dolgozdé tudoményag.
Azonban, a DNS, RNS és a fehérjék kémiai szempontbol hasonléak és limitalt szam ,,épitékovekbol”
felépiil6 orias biomolekuldk, igy méréstechnikai szempontbol ,,.konnyebben” detektalhatoak. Mivel a
metabolomot alkotd vegyiiletek mennyisége nagyon eltérd, kémiai tulajdonsagai rendkiviil
szerteagazoak, ez szamottevOoen megneheziti egyidejii, egy gépegyiittessel vald hatékony
vizsgalatukat (Jewison et al., 2012). A megkozelitésmod sajatossaga, hogy nem egyes vegyiiletek
valtozasat koveti nyomon, hanem mintdzatokat, ujjlenyomatokat figyel, és annak komplex
valtozasaibol kovetkeztet. Jelenleg, ilyen tipusi munka soran gyakran hasznalt modszerek a
tomegspektrometriaval kapcsolt gazkromatografia (GC-MS), tomegspektrometridval kapcsolt
folyadék kromatografia (LC-MS) és magneses magrezonancia (NMR) (Emwas et al., 2019).

Két diszjunkt halmazra oszthatok a metabolomikai vizsgélatok: célzott (targeted, profiling)
vagy nem célzott (untargeted, shotgun). Az elsé6 megkdzelités célja, hogy kvantitativ és kvalitativ
informéciot nyerjiink egy konkrét anyagcsere uthoz kithetd vegyiiletek dsszességérdl, tehat pontosan
melyik vegyiilet, milyen koncentracioban talalhatd a vizsgalt matrixban. Igy valdjadban nem
metabolomikarol beszéliink, a sz6 ,,omika” értelmében, azonban alkalmazott kérdésekben, mint a
boraszatban, ez bizonyul hasznosnak. A masodik megkozelitésmod esetén nem feltétleniil cél az adott
molekuldk azonositdsa, hanem komplex mintdzatok 0Osszehasonlitdsa torténik eltérd kornyezeti
paraméterek, fajok, torzsek stb. esetén. Gyakori az NMR vagy tomeg spektrumok, kromatogramok
egészének dsszehasonlitasa, tovabba a metabolitok konkrét azonositasa helyett kiilonboz0 statisztikai
modszerekkel torténd csoportositasa jellemz6 (Dettmer és Hammock, 2004).

Mivel metabolomikai munka sordn rendkiviil nagy adatmennyiséggel kell dolgozni a
kiilonb6z6 tobbvaltozos statisztikai mdodszerek hasznalata célszerli, mint a fékomponens analizis

(PCA) vagy kiilonbo6z6 klasszifikacios modszerek, mint a klaszter analizis (CA) és a diszkriminancia
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analizis (DA). A fékomponens analizis soran a sok eredeti valtozot (metabolitok) egy virtualis térben
néhany fékomponensbe tomorithetjiik anélkiil, hogy az eredeti informacidobol szamottevden
veszitenénk. A klaszter analizis soran a hasonl6 tulajdonsagok eldzetes ismeret nélkiili 6sszevonasa
torténik csoportokba kiilonb6z6 modokon (hierarchikus és nem -hierarchikus); a diszkriminancia
analizis soran egy elOzetes csoportositashoz képest Ujra csoportositds torténik tobbvaltozos
szoraselemzéssel. Ezen modszerek sok valtozd esetén Osszefiiggések feltarasara alkalmasak,
rendszerszeri megkozelitéssel, grafikusan jol abrazolhato eredménnyel (Kovacs, 2014).

Az élesztés metabolitok bormindségre gyakorolt hatisa elvitathatatlan, ezért boraszati
kérdésekben is gyakori megkozelitésmod a metabolomika, azonban shotgun modszer ritkabb (Son et
al., 2009; Peng et al., 2018), mig a metabolit profil vizsgalatok az elterjedtek, nem ritkan bizonyos
DNS, RNS vagy fehérje szintii adatokkal 0sszekotve, azokkal alatimasztva (Perez-Torrado et al.,
2016; Avbelj et al., 2016; Englezos et al., 2018a).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Alkalmazott éleszto torzsek

A vizsgalatok soran alkalmazott élesztd torzsek: kereskedelmi starterek, tipus torzsek és a
Borészati Tanszék torzsgylijteményi torzsei a 7. tablazatban talalhatok, azonositdsuk klasszikus
¢és/vagy molekularis analizissel tortént, a megadott referenciak szerint. Fontos megjegyezni, hogy a
Boraszati Tansz¢ék gylijteményi torzsei, és részben az NCAM torzsek is, eredetileg boraszati
anyagokrol, mustokbol, borokbdl szarmaznak. Az egyes kisérleti elrendezéseket, mintavételeket és
mérési 1d6 igényt figyelembe véve eltérd torzskészlettel dolgoztam (M1. tablazat), azonban minden

vizsgalat soran a S. bacillaris-t hasonlitottam a Saccharomyces-ekhez, illetve Z. bailii-hez.
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7. tablazat: A dolgozat kisérleteiben alkalmazott €élesztd torzsek teljes jegyzéke.

Faj Torzs Fenntartd  Izolalas forrasa 1zolalas helye Referencia
1 TP32 BT Tokaji szamorodni  Tokaji borvidek, HU Kovacs et al., (2008)
2 TAL2 BT Tokaji szamorodni Tokaji borvidék, HU Kovacs et al., (2008)
3 RA100 BT Tokaji asza erjesztés  Tokaji borvidék, HU Magyar (1996)
4 PM321 BT Tokaji aszi erjesztés - Tokaji borvidék, HU Magyar et al. (2000)
5 PM404 BT Tokaji aszd erjesztés  Tokaji borvidék, HU Magyar et al. (2000)
6 PM650 BT Tokaji aszi erjesztés  Tokaji borvidék, HU Magyar et al. (2000)
Tokaji aszu erjesztés  Tokaji borvidék, HU
7 Saccharomyces SC57 BT Magyar et al. (2008a)
g cerevisiae 5302 BT erjedé must Somldéi borvidék, HU Magyar et al. (2008a)
9 S701 BT erjded must Somléi borvidék, HU Magyar et al. (2008a)
10 E704 BT erjed6 must Etyek-Budai borvidék, HU Csernus et al. (2014)
11 VApluszl BT jégbor erjesztés Badacsonyi borvidék, HU
12 Uvaferm®M Lallemand gr:p”t;gfgne'i pezsgé  Champagne, FR kereskedelmi starter
13 Uvaferm®228 Lallemand erjedd bor Rajnai borvidék, DE kereskedelmi starter
14 SB12 BT Tokaji aszi etjesztés  Tokaji borvidék, HU Magyar et al. (2008a)
15 CBS3957 NCAIM  Teketeribizlimust — NL Beijerinck (1898)
16 TKH1 BT Tokaji aszi erjesztés  Tokaji borvidék, HU Magyar et al. (2008a)
17 Saccharomyces SB26 BT Tokaji asza erjesztés  Tokaji borvidék, HU Magyar et al. (2008a)
bayanus var. uvarum ’
18 SB42 BT Tokaji aszi erjesztés  Tokaji borvidek, HU Magyar et al. (2008a)
19 E105 BT erjedé must Etyek-Budai borvidék, HU Csernus et al. (2014)
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7. tdblazat folyt.

Faj Torzs Fenntartd6  Izolalas forrasa Izolalas helye Referencia
20 S.bayanusvar. uvarum  S103 BT erjedd must Somloi borvidék, HU Magyar et al. (2008a)
21 Y16677 NCAIM Tokaji aszu erjesztés  Tokaji borvidék, HU Sipiczki (2003)
22 Stafmerfalla Y1756 NCAIM Aszi bogyo feliilete  Tokaji borvidék, HU Sipiczki (2003)
23 ?g,ﬂ."ans Candida MLO BT erjeds bor Etyek-Budai borvidék, HU -

24 zemplinina) Si1 BT Aszii bogy6 felilete  Tokaji borvidék, HU -

25 ROYAL1 BT Aszi bogyo feliillete  Tokaji borvidék, HU -

26 Y9547 NCAIM sorghum cefre P James et al. (1996)
27 Z6 BT kénessavval HU Magyar et al. (2008b)
_____ Zygosaccharomyces tartositott must

bailii 722 BT iiledékes palackos bor Badacsonyi borvidék, HU ~ Magyar et al. (2008b)

29 PM614 BT Tokaji asza erjesztés  Tokaji borvidék, HU Magyar et al. (2008b)

30 DS3 BT stiritett must Miatrai borvidék, HU Magyar et al. (2008b)

BT= Boraszati Tanszék; NCAIM= National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms; HU= Magyarorszag; FR=

Franciaorszag; NL=Hollandia; DE=Németorszag; JP=Japan.
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3.2. Alkalmazott tapkozegek

A tapkozegek OsszetevOi a Reanal Laborvegyszer Kereskedelmi Kft-t6l (Magyarorszag) €s a
Sigma-Aldrich Chemie GmbH-t6l (Németorszag) szarmaznak. A természetes tapkozegek (must,
bor) sterilezése 100 °C-on, a modell tapkozegek sterilezése 115 °C-on, 15 percig tortént. A
féltizemi kisérlet Sziirkebarat mustja esetén nem steril kozegbdl indultunk ki. A vizsgalatok soran
a kiindulasi cukor tartalom fokozatai egy teljes érésben levd sz6l6 mustjat (220-250 g/L),
szamottevo talérésben levo sz616 mustjat (270-320 g/L), valamint erdsen botritizalddott sz616t
(370-420-470 g/L) reprezentaljak. A valasztott erjedési homérsékletek koziil 20 °C reprezentalta
az altalanos erjesztési hdmérsékletet, 12 °C a redlis hideg erjesztést, 6 °C pedig olyan rendkiviil
alacsony homérsékletet, ahol a S. uvarum irodalombdl ismert, illetve a S. bacillaris feltételezett

kriotoleranciaja egyértelmiien megnyilvanulhat.

Természetes mustok, borok:

e Bianca must I.: 250 g¢/L cukortartalom; pH 3,5; alkoholtartalom 0,0 v/v%;
kénessavtartalom (Osszes/szabad) 0/0 mg/L. Kiegészitve 2 g/L élesztOkivonattal. Az
elokisérletekhez felhasznalt steril, j0l beérett must (4.1-es alfejezet).

e Bianca must Il.: 240 g/L cukortartalom, pH 3,2; alkoholtartalom 0,0 v/v%;
kénessavtartalom (0sszes/szabad) 0/0 mg/L. Az erjedési homérséklet stressz vizsgalathoz
felhasznalt steril must (4.2.1-es alfejezet).

e Bianca must Ill.: 320 g/L cukortartalom; pH 3,5; alkoholtartalom 0,0 v/v%;
kénessavtartalom (0sszes/szabad) 0/0 mg/L. Kiegészitve 2 g/L élesztOkivonattal. Az
intracellularis glicerin vizsgalathoz felhasznalt steril, jol beérett must (4.3.1-es alfejezet).

e Sziirkebarat must: cukortartalom 229 g/L pH 3,6; alkoholtartalom 0,0 v/v%;
kénessavtartalom (Osszes/szabad) 0/0 mg/L. Az féliizemi keverék kultiras erjesztési

kisérlethez felhasznalt must (4.4-es alfejezet).

Szintetikus modell mustok, taplevesek, szilard agarok osszetétele:

e Erjedésben elakadt modell must (Santos et al., 2008 alapjan): 12 v/v% etanol, 0,5 v/v%
ecetsav, 5 g/L ¢lesztd kivonat, 25 g/LL D- fruktoz, KoHPOs, pH kiegyenlitésre; pH=3,5. Az
elokisérletek steril, erjedésben elakadt must kozege (4.1-es alfejezet).

e Modell leves (mustot imitalo kdzeg): 0,75 g/L MgSQs, 1 g/L KoHPO4 pH kiegyenlitésre,
pH=3,3, 5 g/L Pepton 3 g/L éleszt6 kivonat, 3 g/L DL-almasav, 40 g/L D-glikéz. A
kozepes szénlancu zsirsav stressz vizsgalathoz felhasznalt szilard és folyékony, steril

modell tapkozeg (4.2.4-es alfejezet).
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Moddositott modell agar, a fenti Osszetétellel megegyezd Osszetételi szilard kozeg,
kiegészitve 15 g/L por agar-agarral, kbzepes szénlancu zsirsav (MCFA) kombinacidval 10-
20-40-80 mg/L-es koncentracioban, valamint 5v/v% etanollal (Baron et al., 2017 alapjan).
A kozepes szénlancl zsirsav stressz vizsgalatahoz felhasznalt szilard, steril modell
tapkozeg (4.2.4-es alfejezet).

MCFA torzsoldat (Baron et al., 2017): C8:C10:C12=2:7:1 aranyban 10g/100ml 70%-0s
etanolban oldva. A kozepes szénlanct zsirsav stressz vizsgalat szilard, steril modell
kozegének alkotoja (4.2.4-es alfejezet).

Modell must erjedési metabolitok vizsgalatahoz (Henschke és Jiranek, 2003 alapjan):
220, 270 és 320 g/L cukortartalom 1-1 ardnyban D-gliikkéz és D-fruktdz, 11,7 g/l Yeast
Carbon Base (vitaminok ¢€s asvanyi sok), 2 g/l L-borkésav, 3 g/L. L-almasav, KOH pH
kiegyenlitésre, pH=3,4, 155 mg/L (NH4)2PO4, 0,5 ml/L Tween 80. 300 mg/L YAN szerves
¢s szervetlen nitrogén forrdsok alfa-aminosavak és diammonium-foszfat formajaban: 657,0
mg/l arginin, 131,0 mg/l aszparagin, 263,0 mg/l aszparaginsav, 17,5 mg/l fenil-alanin,
175,0 mg/l glutamin, 438,0 mg/l glutaminsav, 8,8 mg/I hisztidin, 20,5 mg/l izoleucin, 67,0
mg/l leucin, 44,0 mg/l metionin, 17,5 mg/1 tirozin, 43,9 mg/l treonin, 17,5 mg/I triptofan,
87,7 mg/l valin, Valamint 438,5 mg/l prolin ugyan jelen ismereteink szerint rendkiviil
rosszul hasznositott aminosav, azonban a mustok, borok aminosavainak jelentds alkotdja.
A kiindulasi cukortartalom okozta stressz (4.2.2-es alfejezet), valamint a metabolikus
profil vizsgalathoz alkalmazott steril modell kdzeg (4.3.2-es alfejezet).

Modositott YEPD agar: Normal osszetételit YEPD agar (10 g/L éleszt6 kivonat, 10 g/L
pepton, 25 g/L D- gliikoz, 15 g/L por agar-agar), kiilonb6z6 kiindulasi cukortartalommal,
ahol a 25 g/L a kontroll koncentracio, valamint 220-470 g/L k6zott 50 g/L kiilonbséggel
emelkedd koncentraciot alkalmaztunk. Az erjedési hémérséklet és a kiindulasi
cukortartalom kombinalt hatdsdnak vizsgalatara alkalmazott szilard, steril modell kozeg

(4.2.3-as alfejezet).
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3.3. Analitikai modszerek
A vegyszerek és indikatorok a Sigma-Aldrich Chemie GmbH-t6l (Miinchen, Németorszag)

szarmaztak, az enzim rendszerek a Megazyme Inc-t6l (Bray, frorszag).

3.3.1. Hagyomanyos moédszerek

e Oldott szarazanyag tartalom (tGlnyomé részt hat szénatomos cukrok) meghatarozasa
refraktometrias modszerrel (OIV-MA-AS2-02), Atago RX-5000 CX digitalis
refraktométerrel.

e Alkohol tartalom meghatarozasa leparlast kovetden, hidrosztatikus mérleggel (OIV-MA-
AS312-01B), Gibertini DEE leparlé és Gibertini Densimat & Alcomat hidrosztatikus
mérleg.

e [llosav tartalom meghatarozéasa viz-goz leparlast kovetd sav-bazis titralassal (OIV-MA-
AS313-02), Gibertini DEE leparldval.

e Titralhat6 savtartalom meghatarozasa, sav-bazis titraldssal, borkdsav egyenértékben
kifejezve (OIV-MA-AS313-01).

e pH érték meghatarozasa potenciometrias uton, Radelkis pH/ION ANALYSER asztali
automata pH mérdvel (OIV-MA-AS313-15)

e Redukald cukortartlom meghatarozasa Schoorl titralassal (OIV-MA-AS311-01A).

3.3.2. Enzimatikus, spektrofotometrias médszerek

e L-almasav tartalom meghatarozasa enzimatikus uton (OIV-MA-AS313-11), L-almasav
Assay Kittel (Megazyme Inc., USA), Dynamica Halo RB-10 Spektrofotométer UV/VIS,
340 nm-en.

e Glicerin tartalom meghatarozasa enzimatikus uton (OIV-MA-AS312-05), Glycerol Assay
Kittel (Megazyme Inc., USA), Dynamica Halo RB-10 Spektrofotométer UV/VIS, 340 nm-
en.

e Azonnal felvehetd nitrogén tartalom meghatdrozasa enzimatikus Uton, PANOPA ¢és
LARGE Assay Kittel (Megazyme Inc., USA), Dynamica Halo RB-10 Spektrofotométer
UV/VIS, 340 nm-en.

e L-borostyankdsav tartalom meghatarozdsa enzimatikus uton. L-borostyankdsav Assay
Kittel (Megazyme Inc., USA), Dynamica Halo RB-10 Spektrofotométer UV/VIS, 340 nm-
en.

o Glikéz-fruktéz arany meghatarozasa enzimatikus uton D-gliikdz/D-fruktéz Assay Kittel

(Megazyme Inc., USA), Dynamica Halo RB-10 Spektrofotométer UV/VIS, 340 nm-en.
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e Oldott fehérje tartalom meghatarozasa spektrofotometrias Uton, moddositott Bradford
modszer alapjan, CBB reagenssel, Dynamica Halo RB-10 spektrofotométerrel, 570 nm-en.

e Fehérje mentesités Carrez modszer alapjan, Carrez 1. és II. reagensekkel.

3.3.3. Nagy miiszeres analitika:

e H NMR technika (Godelmann et al., 2013): *H NMR spektrumok rogzitése 26,85 °C-on
Bruker AVANCE 400 spektrométerrel ¢s 400’54 ASCEND magnet rendszerrel (Bruker,
Karlsruhe, Germany) proton NMR modban, 400.13 MHz frekvencian. A célzott
vizsgalathoz vald minta eldkészités és vizsgalati paraméterek a kdvetkezok voltak: pH
allitds pH 3,1-ra automata BTPH rendszerrel, deutérium és tetrametil- szilan adagolasa,
relaxacios késés 4 s, mintavételi id6 3,98 s, spektralis szélesség: 8223,68 Hz. Az adatok
NMR Wine-Profiling™ 3.1 Analysis Reportban keriiltek rdgzitésre. Az NMR

vizsgalatokra a Dyagnosticum Kft. Szerencsi laboratériuméban keriilt sor.

3.4. Mikrobiolégiai modszerek

3.4.1. Kisérleti erjesztések

e Inokulumok: A kiilonboz6 1éptékii erjesztésekhez vald inokulum készités azonos volt:
ferde YEPD/CaCOs-mal kiegészitett YEPD agaron, paraffinolaj alatt, 6 °C-on tartott, majd
friss YEPD agaron felszaporitott (2 hétnél nem 6regebb) sejtek tovabb szaporitasa steril
YEPD levesben razatas nélkiil, szobahdmérsékleten 24/48 oraig, majd 2v/v %-nyi
inokulum beoltéas az adott vizsgalat kozegébe. A féliizemi erjesztés esetén a YEPD leves 5
mL-jének 1épték novelése 48 h utdn steril mustban, szobahdmérsékleten 8/24 ora
razatassal. Majd a 72 oran at szaporitott inokulum beoltasa a valos, nem steril, iilepitett
must kdzegbe.

e Elokisérlet, erjesztOképesség vizsgalata mustban: Az erjesztés 2 v/v%-nyi stacioner
inokulummal val6 beoltast kdvetden egy jol beérett (250 g/L) természetes steril Bianca
must kézegben zajlott 20 °C-on, 60 mL must/65mL-es oriaskémcsé 1éptékben, szemi-
anaerob koriilmények kozt.

o Eldkisérlet, elakadt must (jraerjesztése: Az erjedés Gijra inditd képességét 20 °C-on, YEPD
levesben, 25 g/L fruktéz, 0,5 g/L ecetsav €s 10% etanol jelenlétében, 15mL/ normal
kémcso 1éptékben, szemi-anaerob koriilmények kozt vizsgaltam, 2 v/v%-nyi stacioner

inokulummal.
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Homérséklet hatdsa a szaporoddsra és ejesztésre: Természetes, steril, Bianca must
kozegben ment végbe az alkoholos erjedés, 240 g/L es kiindulasi cukortartalommal, harom
féle hdmérsékleten (6, 12 és 20 °C), 60 mL/65mL 6rias kémcsé 1éptékben szemi-anaerob
koriilmények kozt, 2 v/v%-nyi stacioner inokulummal A 21 napos (527 o6ra) vizsgalati
periddusban az élesztd populacid valtozasat kovettiikk nyomon, optikai denzitds mérésén
keresztiil (majd sejtszamra kalibralva), valamint az alkoholos erjedés lefutasat az oldhato
A kezdeti cukortartalom hatasa a szaporodasra: A kisérletben steril, szintetikus modell
must kdzegben ment végbe az alkoholos erjedés, 20 °C-on szemi-anaerob koriilmények
kozt, 2 v/v%-nyi stacioner inokulummal valé beoltast kovetden. A kiindulési
cukortartalom volt a valtozo szintekre beéllitott faktor: 220-320 g/L k6zott. Az élesztd
populécid monitorozasa az optikai denzitas mérésén keresztiil tortént (sejtszamra
kalibralva).

Intracellularis glicerin meghatarozas: Az erjedés valodi, sterilizalt must kozegben zajlott
20 °C-on, 320 g/L kiindulasi cukortartalom mellett, 48 oras 2 v/v%-nyi YEPD-ben
szaporitott inokulummal, 200 mL/500 mL Erlemeyer lombik Iéptékben, szemi-anaerob
koriilmények kozott, két parhuzamossal.

Metabolitkus profil vizsgalat: A fermentacié modell must kézegben zajlott 20 °C-on, 220
¢és 320 g/L kiindulasi cukortartalom mellett, 48 oras 2 v/v%-nyi YEPD-ben szaporitott
inokulummal, 180 mL/200 mL Erlemeyer lombik 1éptékben, szemi-anaerob koriilmények
kozott, harom parhuzamosban.

Féliizemi léptékii fermentacio: 100 L-es koracél tartalyban, 60 L valodi sz616 must allando

hémeérséklet: 16 °C, 2 v/v%-nyi inokulummal térténd beoltas, két parhuzamossal.

3.4.2. Novekedés vizsgalatok szilard taptalajon (Drop-teszt)

Drop-teszt (Perez-Torrado et al., 2016 alapjan): Eltéré Osszetételii, Osszetett, szilard agar
feliileten torténtd tenyésztés Petri csészében. 10-es alapu sorozat higitas 6 vagy 4 tagjanak
kivitele 10/5 pL mennyiségben az agar lemez feliiletére, majd megfeleld idejli inkubaciot
kovetden a koloniak felvételezése, allandd megvilagitast latdmezdben. A vizsgalat ideje
alatt ismételt képfelvételezés, Sony Exmor RS IMX315 12 MP kameraval, majd
képfeldolgozas, novekedés szamszertsitése Imagel szoftver (Schneider et al., 2012) teriilet
elemz6 funkcidjanak segitségével (részletesen: 4.2.3. alfejezet). A Drop-tesztek
részletesebb leirasat az eredmények konnyebb attekintése és értelmezhetdsége érdekében

az Eredmények fejezet adott alfejezeteiben adom meg.

52



A cukor és hdmérséklet hatdsanak kombinalt vizsgalata: A vizsgalat szilard taptalajon,
Drop-teszttel (részletes leiras a 4.2.3. alfejezetben) tortént, 7 eltérd cukor fokozattal: 25
g/L(kontroll), 220, 270, 320, 370, 420, 470 g/L harom parhuzamosban. A cukortartalom
gliikoz és fruktdz 1:1 aranyt adagoldsaval keriilt beallitasra. A YEPD levesben 48 orat
szaporitott stacioner inokulumot hat tagu tizedeld higitds minden 1épcsdjébdl vittiik ki 10
pL-es mennyiségben YEPD taptalajra, aminek Osszetételében a ndvekvé cukortartalom
volt az egyetlen valtozo.

Kozepes szénlancu zsirsavak (MCFA) hatasanak vizsgalata: 4 boraszatilag jelentds faj 5-
5 torzsének szaporodasi képességét teszteltilk emelkedé MCFA koncentracio (0, 10, 20,
40 és 80 mg/L) mellett, Drop-teszttel. A dolgozat sszes vizsgalataban egymas mellett
kezelt harom faj mellé a Zygosaccharomyces bailii keriilt be, mint egy gatlo anyagokkal
szemben kiemelkedden tolerans, jelentds karokért felelds romlast okozo €leszté. A YEPD
levesben 48 orat szaporitott stacioner inokulumot 2 v/v%-ban beoltottuk egy sz6lémustot
imitald egyszerti modell levesbe, ahol 72 6rdn at szaporodtak 20 °C-on, ezt kdvetden
Biirker- kamra segitségével meghataroztuk a sejtszdmot. Majd egy, a kordbban alkalmazott
modell leveshez hasonld Osszetételli, 5v/v% etanollal ¢és emelked6 MCFA
koncentraciokkal kiegészitett modell agar feliiletén Drop-tesztet végeztiink az 4.2.3-es

alfejezetben ismertetett modon, a 4.2.4. fejezetben ismertetetett modositasokkal.

3.4.3. Hagyomanyos vizsgalati médszerek

El6-holt sejtarany meghatirozasa metilénkékes festést kovetd Biirker kamras
sejtszamlalassal (OIV-MA-AS4-01).

ODeoo optikai denzitds meghatarozasa spektrofotometrids uton, Dynamica Halo RB-10
spektrofotométerrel, 600 nm-en.

Intracellularis glicerin nyomon kovetése Perez-Torrado et al. (2016) modositott modszere
alapjan. Valodi must kozegben torténd erjesztésbdl optikai denzitds alapjan meghatarozott
mennyiségli sejt gylijtése, majd tisztitdsa membransziiréssel (szlirés 0,45 pm steril
nitrocellul6z membrannal, majd a membranon felfogott sejtek mosdsa 5 mL steril
desztillalt vizzel). 1 mL steril desztilldlt viz adagoldsa a sejtek membranrdl vald
lemosasara, majd hével vald feltaras (10 perc 100 °C, 10 perc 0 °C). Centrifugalast (10
perc, 15 300 x g) kovetden a feliiliszobol Carrezl.-11. reagensekkel a Megazyme Glycerol
Assay Kit leirasa alapjan, fehérje mentesitést kovetden sejten beliili glicerin tartalom
enzimatikus meghatarozasa. Ezzel id6ben parhuzamosan extracellularis glicerin értékek
meghatarozasa a fermentléb6l. Mivel a Saccharomyces-ekhez viszonyitva a S. bacillaris

kisebb atlagos sejtméretii, az azonos OD érték alapjan meghatarozott sejtmennyiségekkel
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torténd vizsgalat eredményeit a vizsgalt fajok sejtmorfologiai eltérése enyhén torzitana.
Ezért Biirker-kamras sejtszamlaldssal kalibraltuk a feltart sejttomeg valds

cy ey

kifejezhetd.

3.4.4. Molekularis biologiai modszerek:

A Boraszati Tansz¢k torzsgylijteményében megtalalhaté hagyoményos mikrobiolédgiai €s
sejt morfologiai vizsgalatok alapjan feltételezett S. bacillaris izolatumok 26 S rDNS D1-
D2 domain segitségével torténd faji szintii azonositasat a SZIE, ETK Mikrobiolégia és
Biotechnologia Tanszékén végeztem.

A vizsgalt torzsek sejtjeinek feltardsa és a DNS izolalas Prepman® Ultra kit (Applied
Bioscience, NY, USA) alkalmazasaval tortént a gyarto utasitasai szerint (PrepMan® Ultra
Protokoll, 2010):

o 1mL sejt kultara (48 oras, 25 °C-on, 160 rpm mellett 5 mL YEPD levesben
szaporitott) centrifugalasa (12000 rpm, 3 perc), a feliilusz6 elontése, majd 200 uL
Prepman Ultra Sample Preparation reagens adagolasa (felszuszpendalas ¢és
homogenizalas).

o 10 perc 100 °C-os minta melegités.

o A szobahémérsékletli mintak centrifugalasa (3 perc, 14000 rpm, 20 °C).

o A feliiluszo kiegészito tisztitasa Centriflex Gel filtration Cartridge centrifugalhat6
kolonnaval (Edge Biosystems, CA, USA) (2 perc, 2500 rpm, 20 °C) 1j eppendorf
csovekbe a tovabbi vizsgalatokhoz.
tisztasagat (Azsorzso) spektrofotometrias uton, NanoDrop® (Thermo Fischer, MA,
USA) késziilékkel.

Specifikus PCR reakcio (26 rDNS D1-D2 régio):

o PCR mastermix 0sszetétele: OneTaq Standard buffer 6 pL, MgCl, 25 mM 13,5 uL,
dNTP 25 mM 1,8 pL, Primer-NL1 2 pL, Primer-NL4 2 pL, OneTaq DNS
polymerase 5000 U/mL 1,8 uL, steril desztillalt viz 145,8 uL, DNS kb. 100 ng/pL
2 uL.

o PCR hémérsékleti profil: elédenaturalas: 95 °C, 5 perc, ciklus (35x); denaturécio:
95 °C, 0,5 perc, annenalas (primer kotédés): 50,5 °C, 0,5 perc, extenzid
(lanchosszabitas): 68 °C, 1 perc, végsod lanchosszabitas: 68 °C, 5 perc, ciklusok
befejeztével hiités 15,0 °C- ra.

o Az alkalmazott primerek szekvencidja:
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NL1 5" GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 3’
NL4 5’GGTCCGTGTTTCAAGACGG 3’
Elvalasztas 1,5%-os agardz gélen:

o Gélontés: 70 mL 0,5xTBE puffer (5,4 g Tris, 2,75 g HsBO3, 2 mL 0,5 M EDTA
pH=8,0), 0,7 g agaroz, 2,5 uL. GR-Green torzsoldat (fluoreszcens festék).

o 3 uL minta és 3 uL Loading puffer (5 g szacharéz, 1 mL 0,5 M Na-EDTA, 10 mg
bromfenolkék, 10 pL 10% (v/v) SDS, 10 mL bidesztillalt viz) &sszemérése,
homogenizalasa, majd a gélzsebekbe juttatasa.

o Meéret marker: 100 bp DNS Ladder (New England BioLabs)

o Futtatas 0,5x-es TBE pufferben 120V-on, 90 percig.

o Fragment ellendrzés UV fénnyel BIO-Rad Quantity One programmal.

A felszaporitott DNS fragmentek szekvendldsa a Reprocare Genetics Kft.
laboratoriumaban tortént. Majd a kapott szekvenciak NCBI adatbazisban elérhetd
adatokkal torténé Osszehasonlitasa blasztolassal (Basic local alignment search tool,
Altschul et al., 1990). A szekvencia adatbazis adatai szerint a vizsgalt torzsek értelmezhetd
szekvencia részletei 100%-os egyezést mutattak a CBS9494 S. bacillaris tipus torzzsel:
361 (ROYALL), 316 (MLO) és 238 (SJ1) bazispar alapjan. A 100%-os egyezdség alapjan
R1 és MLO torzs S. bacillaris, mig SJ1 azonossaga a révidebb szekvencia miatt csak

valdszinusitheto.

3.5. Statisztikai modszerek

Kiilonb6zo egy €s tobb valtozés modszereket alkalmaztam, azonban minden esetben a nyers
adatsor feltétel vizsgalata eldzte meg a statisztikai probat, ahol az eldzetes feltételek nem
teljesiiltek, ott az adatsoron transzformaciét végeztem. Amennyiben még igy sem teljesiiltek a
feltételek (pl. a reziduumok homogenitasa), a Post Hoc analizis soran ezt figyelembe vettem,
illetve egyes statisztikai probak, vagy az adott adatok egyiittes, egy rendszerben torténd vizsgalatat
elvetettem. A feltétel vizsgalat eredményei a 3. mellékletben talalhatok. Egy és tobb szempontos
varianciaanalizis, egy valtozoval (ANOVA), egy ¢€s tobb szempontos, tobb valtozos
varianciaanalizis (MANOVA), kereszttablaclemzés (CROSSTAB), f6 komponens analizis (PCA)
segitett a mérési adatok értelmezésében (részletesen lasd: 3. melléklet). Mindezt az IBM Corp.
2016 SPSS Statistics for Windows, Version 23.0. Armonk, NY (USA), Microsoft Corp. 2018
Office 365 Excel for Windows, Redmond, WA (USA) és az Addinsoft Inc. XLSTAT, MS Excel
Add-in, Version 2020.1.2., New York, NY (USA) szoftverek segitségével tettem.
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3.6. Erzékszervi vizsgalati modszerek

Profil analizis (mennyiségi leird értékelés) az OIV, 2015-0s erre vonatkoz6 ajanlasai alapjan
tortént. A birdlat rovid tréninget kovetden oOnalldéan zajlott, meghatarozott paraméterek
értékelésével elére egyeztetett, strukturalt skalakon. A vak kostold soran a biralok ismerték a
tételek kozti kiilonbség természetét, azonban nem volt azt adott kezelés (beoltasi mod)
azonosithatd. A megjelenést, illat, iz paramétereket €s Osszebenyomast értékeltek a kisérleti

beallitas szempontjabdl relevans tulajdonsagok szerint.
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4, EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Kisérleti munkdm soran S. cerevisiae, S. uvarum, Z. bailii és S. bacillaris térzsek
novekedését és/vagy metabolikus aktivitdsukat kdvettem nyomon kiilonb6zd stressz koriilmények
kozt, alkoholos erjedés soran. A vizsgalatba vont, bordszati szempontbol jelentds élesztoket
koréabbi leirasuk és/vagy eldzetes kisérletek soran valasztottam ki foként a Boraszati Tanszék
Torzsgyljteményébdl, mindig szem el6tt tartva, hogy legyen masok szamara is konnyen
hozzaférhetd kontroll torzs (tipus torzs és/vagy kereskedelmi starter) valamint, hogy lehetdleg a

fajon beliil eltérd foldrajzi szarmazéasiuak legyenek.

4.1. Erjesztési képességre iranyulo elozetes kisérletek
Els6 1épésben a BT torzsgytlijteményébdl kivalasztott Saccharomyces torzsek (14 S. cerevisiae
és 6 S. uvarum) erjesztési képességét, robosztussagat, valamint az erjesztés dinamikajat kovettem
nyomon 28 napos megfigyelési id0 soran (2. és 3. diagram). Tettem mindezt azért, hogy
differencidljam Oket, illetve, hogy csokkenthetd legyen a torzsszam tovabbi munkahoz, azonban
ne szubjektiv mdodon torténd kivalasztassal, hanem alkoholos erjedéssel 6sszefliggd tulajdonsaguk
alapjan, meritve mind az erdsen erjesztd és ellenalld, illetve a gyengébben erjesztd torzsekbol
egyarant. Ezaltal a késobbi vizsgalatokba be tudtam vonni ennek a nagyon valtozékony fajnak
jelentésen kiilonbdzo fenotipusait, amelyeknél a vizsgalt stressz koriilményekre esetleg eltérd
valaszokat varhatunk. A S. bacillaris esetén ezt nem kellett megtennem, mert a limitalt szamt BT
gyljteményi torzs szamottevo részét a késobbi kisérletekbe vonhattam.
A fermentacio egy 250 g/L cukortartalmu, természetes steril Bianca must kozegben zajlott
20 °C-on, szemi-anaerob koriilmények kozt. Minden torzs képes volt a redukald cukortartalom
megkozelitdleg egészét kierjeszteni, ami nem meglepd, mivel a BT torzsgylijteményében
tulnyomo részt bordszati kdrnyezetbdl izolalt torzsek talalhatok meg. Az erjesztés kezdetén az
UVAFERM®228 S. cerevisiae torzs esetén az erjedés lassabban indult, hosszabb lag fizissal, majd
a vizsgalati 1d6 végéig az erjedés dinamikaja szamottevéen lassabb volt. A tobbi térzs kozt egy
adott idépontban maximum 30 g/L-es cukortartalombeli kiilsnbség volt (pl. UVAFERM®PM
170g/L és CBS395 201 g/L), ami megkdzelitdleg a zajos erjedés (14 nap) végéig megmaradt. A
2. és 3. abrak alapjan a torzsek kozti differencialast a 7. napi cukortartalom eredmények alapjan
tettem meg, mivel itt mutatkozott a legnagyobb kiilonbség. Fontos megjegyezni, hogy mivel nem
egyfajta ipari optimalizaci6 volt a munka célja, nem a legerdsebb, legrobosztusabban erjesztd

torzseket kerestem, hanem igyekeztem az eredeti diverzitast megtartva csokkenteni a torzsszamon.
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2. abra: Erjedés lefutasi diagram a vizsgalt S. cerevisiae torzsek esetén. 250 g/L kiindulasi

cukortartalom, 20 °C, Bianca must, a hibasavok a szorast jelolik.
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3. abra: Erjedés lefutdsi diagram a vizsgalt S. uvarum torzsek esetén. 250 g/L kiindulasi

cukortartalom, 20 °C, Bianca must, a hibasavok a szorast jelolik.

58



30

—o—TP-32
——TA-12
—8—RA- 100
PM-321
—e—PM-404
—8— PM-650
—e—5c-57
—e—5-302
—e—5-701

Redukaloé cukortartalom g/L

—@—E-704

—@— VA-plusz

—@— UVA-PM
SB-12

30 —e—uvA-228

Id8, nap

4. abra: Elakadt szintetikus mustkozeg kierjesztésének dinamikaja a vizsgalt S. cerevisiae

torzsek esetén. 25 g/L kiindulasi fruktéz tartalom, 20 °C, szintetikus must, a hibasavok szorast

jelolik.
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5. abra: Elakadt szintetikus mustkozeg kierjesztésének dinamikéja a vizsgalt S. uvarum torzsek

esetén. 25 g/L kiindulasi fruktoz tartalom, 20 °C, szintetikus must, a hibasavok szorast jelolik.
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Masodik 1épésben egy steril szintetikus elakadt must modell kozegben (Santos et al., 2008
alapjan) vizsgaltam a fenti torzsek erjedés ujra indito képességét 20 °C-on, 25 g/L fruktoz, 0,5 g/L
ecetsav és 10% etanol jelenlétében, Az erjedés soran szintén 28 napig kovettem nyomon a fruktdz
tartalom csokkenését. Az erjedés megfelelden Ujraindult, kivétel a CBS395 torzs esetén, ami az
egész vizsgalat alatt a leglassabbnak, legkevésbé hatékonynak mutatkozott. Az erjedés lefutisa a
Bianca must kierjesztéséhez képest jobban elhuzoddott, az utolsd6 5 g/L fruktdz elerjesztése
vontatott volt, 14-21 napot vett igénybe. A robosztus S. cerevisiae torzsek 7 nap alatt 5 g/l-re
csokkentették a cukortartalmat, azonban a moderalt erjesztési képességii S. cerevisiae és S. uvarum
torzseknek 10, illetve 15 g/L-re sikeriilt csak (4. és 5. abra).

A jol beérett Bianca sz61émust és a szintetikus elakadt modell must erjesztési dinamikajanak
7. napi értékeit rangsorolva, illetve a gorbék teljes lefutdsat is figyelembe véve valasztottam ki a
késobbi metabolikus aktivitasi kisérlet Saccharomyces torzseit. A S. cerevisiae cSoporton beliil
jelentds fajon beliili variabilitds mutatkozott, ezért gy dontdttem, hogy magasabb térzsszammal
fogom reprezentalni a tapasztalt valtozékonysagot a késobbi vizsgalatok soran. Az M1. tablazat
foglalja Ossze, hogy a dolgozatban szerepld egyes Kisérletekben mely torzseket vizsgaltam.
Altaldnossagban azonban igaz, hogy minden esetben a vizsgalt fajokat és torzseket egymashoz is
szeretném hasonlitani, valamint az adott stresszhatds eredményeként oOnmagukhoz mért
populécid/metabolit képzésbeli valtozast kovetem figyelemmel.

A torzsek kivalasztasan tal az eldkisérlet eredményeibdl egyes, a korabbi ismereteinket
megerdsitd kovetkeztetéseket tudtam levonni a két Saccharomyces fajrol ismert boraszati

tulajdonsagokra vonatkozodan.

4.2. Sejtszaporodas nyomon kovetése eltéro stressz koriilmények kozott

A boraszatban a must borra erjesztése soran a képzett anyagcsere termékek €s aranyuk
rendkiviili prioritast élveznek a végtermék mindségének, élvezeti értékének meghatarozasa miatt.
Azonban emellett szintén fontos a kelléen gyors erjedés lefutas, hiszen egy nehezen induld,
elhtiz6do erjedés tobb szempontbol is anyagi veszteséget okozhat. Példaul a sziireti szezonban
megneheziti, akar ellehetetleniti a tervezést amennyiben egy tétel az erjesztd edény kapacitast
szamottevo ideg foglalja; fenndll az elakadas veszélye; fennall az oxidacio és illékony komponens
vesztés, nem kivanatos mikrobak elszaporodasa, illetve a nem kivanatos anyagcsere termék képzés
stb. Az erjesztd ¢élesztét sz016 mustba oltva minden esetben stresszhatasok érik, amiket altalanos
esetben képes toleralni, tehat a lag fazisa nem né meg szamottevé mértékben, valamint az erjedés
anyagcseretermékei elfogadhatok a bormindséget tekintve. Ugyanakkor ezen stresszhatasok
mértéke eltérd stresszvalaszt valt ki a kiilonbozo €lesztd fajokbol €s azok torzseibol, valamint

kombinalt stresszhatast vizsgalva Osszetett valaszreakciot figyelhetiink meg. A kovetkezd
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kisérletekben az erjedési hémérséklet-, a kiindulasi cukortartalom-, ezek kombinaciojanak-,
valamint a kozepes szénlancu zsirsavak jelentette stresszhatasat vizsgaltam boraszati koriilmények

kozt kiillonboz6 €lesztd fajok szaporodasara, esetenként erjesztési képességére is.

4.2.1. Erjedési homérséklet stressz

Az alacsony hdmérsékleten vald erjesztés az illékony komponensek megtartasat célozza,
ezen keresztil a jelenlegi fogyasztoi izlést szolgalja. Egy olyan koriilmény, ami nem az élesztok
energianyerését tamogatja, viszont alkalmazkodniuk kell hozza. Ertékes tulajdonsaga bizonyos
borélesztéknek a hidegtiirés, azonban mértéke valtozo lehet, illetve a végtermék szempontjabol
elengedhetetlen, hogy ez jo szaporodasi- €s jo erjedési sebességgel parosuljon, valamint a képzett
metabolitok elfogadhato aranyat is jelentse.

Az egyre alacsonyabbra tolodo erjesztési hémérsékleti trend jelends kihivast jelent az
¢lesztoknek. A S. uvarum un. kriotoleranciaja (Masneuf-Pomarede et al., 2010) lehet6vé teszi,
hogy az erjesztés szamottevd elhuzodasa nélkiil hatékonyan kierjessze egy teljes érésben levo
sz616 mustjat alacsony hémérsékleten is (10-15 °C). A S. cerevisiae ehhez képest rosszabbul
toleralja az alacsonyabb homérsékletet. A S. bacillaris-t eredetileg pszichrofil fajként irtak le
altalanos  mikrobiologiai  karakterizalasa  soran  (Sipiczki, 2003), azonban ipari
hasznosithatosaganak kapcsan érdekes kérdés, hogy borerjesztési korilmények kozt
tolerancidjanak hatarai, illetve szaporoddsanak és erjesztoképességének modosuldsa 6nmagahoz
¢és a Saccharomyces fajokhoz képest miként alakul.

Jelen kisérletben természetes steril must kdzegben ment végbe az alkoholos erjedés, 240
g/L es kiindulasi cukortartalommal, harom féle hémérsékleten (6, 12 és 20 °C).

20 °C-on mint a boraszatban gyakran alkalmazott kontroll hémérsékleten, megmutatkozik
a vizsgalt élesztd fajok eredeti sejtszaporodasi és erjesztési képessége (6. és 7. abra). A vizsgalt
fajokon beliil a torzsek kozti sejtszaporodasbeli variabilitds nem szdmottevd, a cukorfogyasztas
dinamikajaban kis kiilonbség figyelheté meg a Saccharomyces fajok torzsei és S. bacillaris torzsek
esetén, ez azonban az erjedés végpontjaban mar nem mutatkozik meg (7. abra). A stacioner allapot
eléréséhez a S. bacillaris torzseknek hosszabb idére (>70 o6ra) volt sziikségiikk, mint a
Saccharomyces-eknek (~21-45 ora), mérsékelt novekedési erélyiik egyértelmiien nyomon
kovethetd (6. abra), amit a maximalis fajlagos szaporodasi sebesség (umax, 8. tablazat) is jol
jellemez. Hasonl6 méodon az erjedés lefutasaban is megmutatkozik a S. bacillaris-ok mérsékelt
sebessége a Saccharomyces fajokhoz képest. Eltéré dinamikaval, azonban a redukal6 cukrok nagy
részét minden torzs képes volt elerjeszteni (a Saccharomyces-eknek ~118 6ra elegend6 volt hozza)

(7. abra).
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6. abra: Populacié dinamikai valtozasok a csokkend hdmérséklet hatasara 20 °C-on (kék), 12 °C-on (piros) és 6 °C-on (zold). S. bacillaris:

Y1667 (n=2); Y1756 (n=2); MLO (n=2); S. cerevisiae atlag (n=3 t6rzs x 2 parhuzamos=6); S. uvarum atlag (n=3 torzs x 2 parhuzamos=6)

62



250 250 250
—
)
= - -
£ 200 <, 200 <, 200
= g g
E S S
£ 150 T 150 T 150
(=] [1] [1]
=2 = =
> [=] o
< 3 3
100 2 100 2 100
50 50 50
0 0 0
0 5 10ld6, h1s 20 25 0 5 10ld6, h1s 20 25 0 5 10ldd, h1s 20 25
300 . 300 .
S. cerevisiae atlag S. uvarum atlag
250 250
- —
B )
£ 200 £ 200
S s
£ £
£ 150 g 150
o [=]
= v
S =]
100 “ 100
50 50
0 0
0 5 101d6, h15 20 25 0 5 101d6, h1s 20 25

7. abra: Cukorfogyasztas dinamikai valtozasok a csokkend hémérséklet hatasara 20 °C-on (kék), 12 °C-on (piros) és 6 °C-on (z61d). S.
bacillaris: Y1667 (n=2); Y1756 (n=2); MLO (n=2); S. cerevisiae atlag (n=3 torzs x 2 parhuzamos=6); S. uvarum atlag (n=3 torzs x 2

parhuzamos=6)
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12 °C-on, boraszati szempontbol még realis alacsony erjesztési homérsékleten a vizsgalt
fajokon beliil a torzsek kozti sejtszaporodasbeli variabilitas nem szamottevd, a cukorfogyasztas
dinamikajaban kis kiilonbség figyelhetd meg a Saccharomyces-ek esetén, ami az erjedés
végpontjaban mar nem mutatkozik, azonban az S. bacillaris MLO torzs jelent6sen tobb cukrot
erjesztett el, mintaz Y1756. A Saccharomyces fajok k6zt nem adodott szamottevo kiilonbség, sem
a maximalis szaporodasi sebesség, sem az erjedés lefutast, sem a maximalis sejtszdmot tekintve
(Nmax, 9. tablazat), a stacioner allapotot ugyanakkor jelentésen késébb érte el mindkét faj (>118
6ra). Amennyiben azonban a 20 és 12 °C kozti valtozast tekintjiilk a S. cerevisiae fajlagos
szaporodasi sebességének maximuma szdmottevden csdkkent, addig az S. uvarum nem valtozott.
A S. bacillaris torzsek sejtszaporodasa azonban szamottevoen lelassult és elhuzodott (6. abra). Az
erjedés menetét tekintve hasonlé tendencia figyelheté meg, a 20 °C-hoz képest szamottevoen
hosszabb id6 alatt a Saccharomyces-ek képesek voltak szarazra erjeszteni a Bianca mustot, amig
a S. bacillaris torzsek esetén jelentds mennyiségii cukor (atlag 111,1+16,9 g/L) maradt a kozegben
a vizsgalati 1d6 végén (7. abra).

6 °C-on minden torzs szaporodasa jelentdsen lassult a kontroll 20 °C-hoz képest, az elért
maximalis sejtszam megkozelitdleg egy nagysagrenddel alacsonyabb a 12 °C-on mérthez képest,
valamint hosszabb lag fazis figyelhetd meg. A vizsgalt fajokon belill a torzsek kozti
sejtszaporodasbeli variabilitas nem szamottevd, a cukorfogyasztds dinamikajaban kiilonbség
figyelheté meg az S. uvarum esetén, mivel az S103 kiemelked6 erjesztési képességgel bir még 6
°C-on is (a faj atlagot szemléltetd 7. dbra nagy szoérasai ennek koszonhetdk). Ezen a hdmérsékleten
hatarozottan megmutatkozik a S. uvarum kriotolerancija, mind a felszaporoddsban, mind a
maximalis sejtszamban, a S. cerevisiae-hez és S. bacillaris-hoz képest egyarant. Tovabba a hideg
tirés az elerjesztett cukor mennyiségében is hatarozottan megkiilonbdzteti a két nem kriotolerans
fajt a S. uvarum-tol (6. és 7. abra). A S. bacillaris esetében az elhuzodé sejtszaporodas (>166 ora
a ’stacioner’ allapothoz, a gdrbe vontatottan ellaposodo, kevésbé telitési gorbe jellegill) és lassu
erjedés kezdés egyarant arra utal, hogy a vizsgalt térzsek nem képesek toleralni a S. uvarum-hoz
hasonlé mértékben ezt az alacsony homérsékletet ugy, hogy iddben elfogadhat6 és redlis mértékii
bor erjesztés is torténjen. A cukor fogyasztas szempontjabol egyértelmtien elmaradt a S. bacillaris
(alig detektalhato cukor fogyasztas) és S. cerevisiae (mérsékelt cukor fogyasztas) a kriotolerans S.
uvarum-tol (7. abra).

Osszefoglalva megallapithatd, hogy a csokkend erjedési hémérséklet szamottevoen
befolyasolta a vizsgalt fajokat, a kriotolerancia ellenére a S. uvarum-ot is, azonban ezt a fajt a
legkisebb mértékben. A hdémérséklet-valtozas némileg eltéréen befolyasolta a maximalis
szaporodasi sebességet (8. tablazat) illetve a maximalis sejtszamot (9. tdblazat). A S. uvarum fajnal

a6 "C-on a szaporodési sebesség minddssze 34%-ra, az elért maximalis sejtszam 74%-ra csdkkent.
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A S. cerevisiae esetén a szaporodasi sebesség 6 °C-on 18%-ra csokkent, a maximalis sejtszam
32%-ra. A S. bacillaris torzsek atlagos viselkedése a S. cerevisaevel mutat hasonlosagot.

A S. bacillaris, valoban pszichrotolerans (Sipiczki, 2003) annak altalanos mikrobiologiai
értelmében, amennyiben képes alacsony hdmérsékleten szaporodni azonban a szaporodas mértéke,
dinamikaja és az alkoholos erjesztés intenzitdsa nem megfeleld alacsonyabb hémérsékleten. Ennek
a tulajdonsagnak a nem-Saccharomyces éleszték esetén nem Onmagaban, hanem kombinalt
erjesztés soran lehet ipari jelentdsége, ahol a populdciddinamikai egyensuly kialakitdsakor a
hémérséklet megvalasztasat szem el6tt kell tartani, mint potencidlis limitacidt. Azonban botritiszes
borok készitése soran (Mills et al., 2002; Nisiotou et al, 2007), Tokaji aszu erjesztésekbdl nagy
gyakorisaggal izolalhato ezen faj (Banszky et al., 2003; Sipiczki 2003; Magyar és Bene, 2006;
Pfliegler et al., 2014), ahol pince hdmérsékleten (~13 °C) van jelen, azonban az utoerjedés relative
hosszu periddusaban van alkalma felszaporodni és elhizoéddan erjeszteni, tehat hidegtiirése ebbdl

a szempontbol masként értelmezendd.

8. tablazat: Fajlagos szaporodasi sebesség maximuma, pmax (1/h). A kiillonb6z6 betiik
szignifikans eltérést jelentenek egytényezds varianciaanalizis Tukey’s Post-hoc tesztje

szerint (p<0,05); a kisbetiik adott h6fokon beliil, nagy betiik adott torzson/fajon beliil.

Torzs 20 °C 12 °C 6 °C

Wmax % W max % W max %
Y1667 (0,061£0,001)** 100 (0,034+0,001)® 55,7 (0,015+0,001)*C 24,6
Y1756 (0,072+0,003)* 100 (0,041+0,001)°® 56,9 (0,013+0,001)C 18,1
MLO (0,073+0,004)* 100 (0,034+0,001)°A 46,6 (0,016+0,000)°C 21,9

S. bacillaris atlag  (0,069+0,0067) 100 (0,036+0,004) 53,0 (0,014+0,002) 21,5
S. cerevisiae atlag  (0,126+0,006)®* 100 (0,053+0,003)°® 42,1 (0,023+0,003)*C 18,3
S. uvarum atlag  (0,092+0,013)°A 100 (0,064+0,004)°A 69,6 (0,031:+0,005)® 33,7

9. tablazat: Maximalis sejtszam, Nmax (107 sejt/mL). A kiilonbozé betiik szignifikans eltérést
jelentenek egytényez0s varianciaanalizis Tukey’s Post-hoc tesztje szerint (p<0,05); a

kisbetiik adott hofokon beliil, nagy betiik adott térzson/fajon beliil.

Torzs 20 °C 12 °C 6 °C

Nmax % Nmax % Nmax %
Y1667 (12,54+0,74)** 100 (8,91+2,08)®® 71,0 (1,61+0,57)™8 12,8
Y1756 (10,09+0,69)** 100 (9,86+3,61)AB 97,7 (0,91+0,04)®8 9,0
MLO (11,28+0,95)** 100 (8,37+0,79)** 74,2 (0,89+0,04)C 7,9

S. bacillaris atlag  (11,30+1,40) 100  (9,05+2,77) 81,0 (1,14+052) 9,9
S. cerevisiae atlag  (18,35+1,40)®* 100 (17,04+£2,07)®* 92,9 (5,86+2,27)*® 31,9
S. uvarum atlag  (12,94+2,37)®* 100 (14,95+1,78)** 1155 (9,89+3,16)" 76,4
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4.2.2. Kiindulasi cukortartalom okozta stressz

A mustok magas cukortartalma miatt az alkoholos erjedést végzo élesztének szaraz borok
készitése esetén is nagy kihivast jelent a teljes kierjesztés, édes borok készitésénél pedig a
részleges erjesztés is, hiszen ez utdbbiaknal az extrém magas ozmotikus nyomas tovabbi gatlo
tényez0. Az ozmotoleranciaban szamottevo kiilonbségek adodhatnak fajok kozott €s fajon beliil
is. Az allando erjesztési hdmérséklettel ellentétben a gliikoz és fruktéz koncentracid, mint az
¢lesztd szaporodas szén forrdsa nem allandd szinten van jelen, mivel az etanol- és egyéb
melléktermék termelés kiindulési alapanyaga.

A természetes édes borok (Tokaji borkiilonlegességek) készitése soran az erjesztd élesztonek
rendkiviil magas kiindulasi cukortartalmat kell toleralnia a sejtszaporodas, az erjedési dinamika
drasztikus leromlasa nélkiil és megfelelé metabolit termeléssel. Példaul a Tokaji asza készitése
soran jelentkezé extrém stressz koriilményeket a jelenleg forgalomban kaphatd S. cerevisiae
starterkultarak nagyobb része nem képes elfogadhatoan toleralni (elsé sorban metabolit kézpését
tekintve), tehat kimondottan az adott feltételekhez adaptalodott helyi térzseknek is van a mai napig
iizemi jelentdsége. A kiilonbozd boréaszati é€lesztok kozt faji €s torzsi szinten is eltérést
tapasztalhatunk azok toleranciajat tekintve. A S. bacillaris-t ozmotolerans fajként irtak le
reklasszifikacidja soran (Sipiczki, 2003). A jelen vizsgalat soran a S. bacillaris néhany torzsét
vizsgaltam, a S. cerevsiae-t és S. uvarum-ot sszehasonlitasként 1-1 torzs reprezentalja.

A kisérletben steril, szintetikus modell must kdzegben ment végbe az alkoholos erjedés, 20
°C-on szemi-anaerob koriilmények kozt, a kiindulasi cukortartalom volt a valtozd szintekre
beallitott faktor: 220-320 g/L kozott. A 202 ora vizsgalati periodusban az é€leszté populacid
monitorozasa az optikai denzitas mérésén keresztiil tortént (sejtszamra kalibralva), amit a 8. dbra
szemléltet, valamint ~8 nap (202 6ra) erjesztést kovetden a gliikoz-fruktdz aranyt vizsgaltuk.

Az emelkedd cukortartalom eltéré mértékben befolyasolta a fajlagos szaporodasi sebesség €s
maximalis sejtszam értékeit (10-11. tablazat). A tablazatokban a 220 g/l cukor mellett mért értékek
(100%) szazalékaban is kifejezem a magasabb cukortartalmak mellett mért paramétereket. Mig a
S. bacillaris torzsek és az S. uvarum esetén megkozelitéleg egyforma mértékben csokkent a pimax
az 50 g-onként emelked6 cukortartalommal, addig az S. cerevisiae-nél csak 100 g/L eredményezett

szamottevo valtozast (10. tablazat).
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8. abra: Populacio dinamikai valtozasok az emelkedé cukortartalom hatasara 220 g/L (zold), 270 g/L (piros), 320 g/L (kék); S. bacillaris: Y1667,
Y1756, MLO; S. cerevisiae: Uvaferm®PM; S. uvarum: CBS395; (n=3)
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10. tablazat: Fajlagos szaporodasi sebesség maximuma, pmax (1/6ra). S. cerevisiae: UVAFERM
®PM, S. uvarum: CBS395, S. bacillaris: Y1667, Y1756, MLO. A kiilénbdz6 betiik szignifikéns
eltérést jelentenek egytényezOs varianciaanalizis Tukey’s Post-hoc tesztje szerint (p<0,05); a

kisbetlik adott cukortartalmon beliil, nagy betlik adott t6rzsén beliil.

Torzs 220 g/L 270 g/L 320 g/L

Lmax % Lmax % Lmax %
Y1667 (0,107+0,001)" 100 (0,076+0,001)®® 71,0 (0,053+0,001)°C 49,5
Y1756 (0,11120,001)** 100 (0,089+0,003)"® 80,2 (0,052+0,000)*C 46,8
MLO (0,114+0,000)®*A 100 (0,091::0,002)°*8 79,8 (0,059+0,002)°®8 51,7

UVAFERM®PM (0,118+0,000)** 100 (0,113+0,005)** 95,7 (0,075+0,004)°® 63,6
CBS395 (0,084+0,000)% 100 (0,064+0,001)®® 76,1 (0,046+0,000) 54,7

A maximalis sejtszamban a legjelentdsebb csokkenés a S. cerevisiae esetén figyelhetd meg
(47% csokkenés a legmagasabb cukor fokozaton), ennél kisebb mértékben csokkent a S. uvarum
(32% csokkenés a magas cukor fokozaton). A kozepes, 270 g/L cukortartalom esetén a vizsgalt S.
bacillaris torzsek diverzitasa volt megfigyelheté: az Y1667 és Y1756 torzsek sejtszama
minimalisan csokkent, az MLO nagyobb mértékben 21%-kal. A 320 g/L cukor mellett a S.
bacillaris torzsek 32-39%-os csokkentést mutattak (11. tablazat).

11. tablazat: Maximalis sejtszam, Nmax (107 sejt/ml). S. cerevisiae: UVAFERM ®PM, S.
uvarum: CBS395, S. bacillaris: Y1667, Y1756, MLO. A kiilonb6z6 betiik szignifikans eltérést
jelentenek egytényezds varianciaanalizis Tukey’s Post-hoc tesztje szerint (p<0,05); a kisbetiik

adott cukortartalmon beliil, nagy betiik adott t6rzson beliil.

Torzs 220 g/L 270 g/L 320 g/L
Nmax % Nmax % Nmax %
Y1667 (3,34+1,06)°A 100 (327+1,27)"* 97,9 (2,21+1,13)°® 66,1
Y1756 (3,29+1,11)»* 100 (3,13x1,38)*®* 95,1 (2,23+1,07)®® 67,7
MLO (3,18+1,18)* 100 (2,15£1,06)*8 67,6 (1,95+1,08)*® 61,3
UVAFERM®PM (10,5£1,34)A 100 (8,74+1,55)°® 83,2 (5,54+1,22)° 52,7
CBS395 (4,04+1,05)°A 100 (3,48+1,06)*® 86,1 (2,76+1,02)°° 68,3

A vizsgalt 8 nap elteltével (ami a féerjedési fazist jelenti) nagyon erésen megmutatkozott a S.
bacillaris fruktofiliaja, amit a gliikoz-fruktoz arany (G/F) értékek igazolnak (9. abra). A G/F arany
a kiindulasi allapotban mindharom cukortartalom esetén 1 volt. A megfigyelési iddszak végén a
S. bacillaris torzsek altal 6sszesen kierjesztett 50-60 g/L cukor tulnyomo részt fruktdz volt, mig a
vizsgalt Saccharomyces torzsek Osszesen 140-150 g/L cukrot hasznositottak erds gliikoz

preferenciaval. Mindez er6sen alatamasztja a S. bacillaris-rol az irodalomban talalhat6 gyengébb
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erjesztési képességet és erds fruktofiliat (Tofalo et al., 2012; Magyar és Toth, 2011; Englezos et
al., 2017).

Az emelked6 cukortartalomnak jelentds hatasa van a vizsgalt boréleszték szaporodas kinetikai
mutatdira, azonban fajonként eltéré mértékben. A S. bacillaris mérsékelt erjesztési erélye a
magasabb cukortartomanyban is megnyilvanul a Saccharomyces-ekkel szemben, azonban a
populacié nagysagat kevésbé érinti az ozmotikus viszonyok valtozasa. A boraszatilag relevans
tartomanyban vizsgalt jo cukortolerancia és erds fruktofilia alkalmassa teheti a S. bacillaris-t

akadoz6 vagy elakadt erjedések Gjra inditasara, illetve gondolhatunk ra oligo- vagy multistarterek

értékes alkotojaként is.

20

18

16 -

G/F arany

. & . ﬂ_\
Y1667 Y1756 MLO UVAPM CBS 395
m220g/l m270g/l m320g/l

9. abra: A vizsgalt fajok: S. bacillaris (Y1667, Y1756, MLO), S. cerevsiaie (UVAPM), S.
uvarum (CBS395) gliik6z-frukt6z aranya 202 6ra erjesztést kovetden (minden érték 3

parhuzamos atlaga; a fekete vizszintes vonal a kiindulasi 1 értéket jeloli).
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4.2.3. Az erjedési homérséklet és a kiindulasi cukortartalom kombinalt hatasa a

novekedésre

A hoémérséklet és cukor koncentracié okozta stressz Onmagaban végzett vizsgalatat
kovetden ezen faktorok kombindlt sejtszaporodésra gyakorolt hatasat is nyomon kovettem. A
valosagban is egylittesen (sot egyéb stresszhatdsokkal egyiitt) jelentkezd erjesztési
koriilményekrdl van szd. Hipotézis szintjén felmeriil, hogy nem 6sszead6do gatld hatasokat lehet
majd megfigyelni csak, hanem az egyes kombinaciok felerdsitik, vagy lerontjak az egyes €leszto
fajok 6nalldan mutatott tolerancia hatarait. Ennél a kisérletnél is a még kevésbé ismert viselkedésii
S. bacillaris-ra fokuszaltam 3 torzs vizsgalataval, mig a S. cerevisiae és S. uvarum fajokbol 1-1
torzset vizsgaltam.

A vizsgalat Drop-teszttel (részletes leiras lejjebb) tortént, a kontrolltol (25 g/L gliikkoz) 6
eltér6 cukor koncentracidval és harom hoémérsékleti szinttel (6, 12 és 20 °C), harom
parhuzamosban. A 220 és 470 g/L cukortartalom kozti 50 g/L-es emelkedéssel kell6 ozmotikus
stresszbeli kiilonbséget kivantam elérni.

Az eredmények értékelése- a ritkabban alkalmazott €s altalam adaptalt modszer
kovetkeztében- részletesebb metodikai magyarazatot igényel, valamint egyes elemeit az
eredményekhez sorolom.

A Drop-teszt kivitelezése Perez-Torrado és munkatarsai (2016) médszere alapjan tortént,
a dolgozat vizsgalati koriilményeire optimalizdlva, valamint a latomezds képrogzités ¢&s
feldolgozas segitségével a novekedés Osszehasonlitdsa egzakt moddon tortént, nem pusztan
szemrevételezéssel.

Az adott, pl. cukortartalmaban valtozé Osszetételi, frissen ontott csésze feliiletére tizedeld
higitasi sor minden 1€pésébdl kivittiink a csészékre 10 pL sejtszuszpenziot, a kiindulasi sejtszam
5 x 10"7/mL volt. (10. abra). Az inkubacios id6 alatt 24 oranként szemrevételezés €s egy fix
paraméterekkel rendelkezd latomezdben képfelvételezés tortént a csésze feliiletérdl. A
kiértékeléshez a felvételek koziil kivalasztottuk azokat, amelyeken az adott torzs telepei a
legkorabban teljes mértékben kindttek, azonban nem nétték még ,tal” magukat. Mivel a telepek
3D kiterjedése is fokozatosan novekszik (azonban ezt nem képes a képfeldolgozasi modszer
értékelni) ezért jelentdsége van az idOpont megvalasztisanak. A kombindlt kiindulési
cukortartalom és hdmérséklet stressz vizsgalatnal jelentds hdmérséklet-, és cukor koncentraciobeli
kiilonbég miatt ezek a felvételi idopontok a kisérlet inditasatdl szamitva eltérd napokat vettek

igénybe.
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10. abra: Példa a Drop-teszt kivitelezésére (a higitasi fokozatok a jobb oldalon talalhatok)

Az Image] képfeldolgozd program Area Measurement funkcid segitségével minden
telepnek meghatarozhat6 a két- dimenzids kiterjedése a telep és az agar (mint hattér) szine kozti
eltérés alapjan. Az adott teriilet nagysagat a program pixelben hatarozza meg, ezért itt van
jelentdsége a csészék kozti Osszehasonlithatosdg miatt az azonos paraméteri képrogzitésnek.
Mivel a teljes elemzés soran ugyanazt a modszert alkalmaztuk, igy esetlegesen a program
tévedésébol, vagy nem kelld érzékenységébdl adddo hiba ugyanannyi volt.

A képfeldolgozas menete:

1. A felvételeken a dedikalt pontoktdl (cseppektdl) eltérd helyen ndvekedett (a kisérlet
elvégzése soran félrecseppenésbdl adoddan) telepek atlagos hattérszinnel valo

helyettesitése (11. abra).

11. abra: Félrees6 novekedés javitasa
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2. A kivélasztott felvételeken az értékelendo teriilet kijelolése (12. abra).

12. abra: Képfeldolgozas 1épései:(balrdl jobbra haladva) eredeti csésze; értékelendd teriilet;

teriilet alapt kijeldlés egy pahuzamos esetén

3. Az agar és a kinétt telepek pontok eltérd szinének segitségével Area Measurement
funkcidval a telepek kiterjedésének meghatarozasa pixelben.

4. A kombinalt kiindulasi cukortartalom és hdmérséklet stressz vizsgalatnal a taptalaj jelentds
Osszetételbeli eltérése miatt a cseppek elteriilése eltérd volt (az eltérd feliileti fesziiltség
miatt), ezért a csész€k kozti Osszehasonlithatosdgot nem csak a latomezd azonos
elrendezése szolgalta, hanem a legfelsd sor alkotta az ugynevezett ,kalibracios cellat”. Ez
az eredeti sejtkoncentraciot (5x 10°7/mL) tartalmazta, amit az adott faktorok melletti teljes
cseppet benovo, ,,viszonyitasi” novekedésként definidlunk. A higitasi sor tagjai a harom
parhuzamos ,,mér6 cellat” alkottak (Xa, XB, Xc a parhuzamosok novekedése). A 10"-1
higitési 1épés egy atlagos starter kultiiras beoltds sejt koncentracidja. A ,,cella” viszonyokat

egy adott csészében a 13. dbra szemlélteti.
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<‘,:| *kalibracios cella"

"méré cellak”

13. abra: A ,;mérd” és ,kalibracios” celldk elhelyezkedése

5. A Kkalibralé cella harom torzs szuszpenzid cseppjének (10/5uL) az atlagos teriiletét
hasznaltuk (Xkaiib), mint 100%-os névekedés, ezaltal 6sszehasonlithatd a cseppek fizikai
kiterjedése a kiillonbozo dsszetételii csészék kozott az 1. egyenlet alapjan szamitva. A fenti

modszer alapjan kapott %-0s novekedéssel (Ya) tortént az eredmények értékelése.

Y a= (Xa *100)/(Xkalib*S)= novekedés az atlagos teriilet %-aban
1. egyenlet: Adott cukortartalmt csészén beliili novekedés egységesitése (az 6t0s szorzod

a figyelembe vett higitasi Iépések szamabol adodik).

6. Egy tovabbi 1épés elvégzése is sziikséges lenne, ami a kapott %-0s adatok kontroll
novekedéssel (Yiontron) torténté normalasa a 2. egyenlet alapjan. Mivel a tizeled6 higitas
utolso 1épései mindossze néhany telepet jelentenek 10 pL-enként, nem elvarhat6 az atlagos
csepp teriilet teljes “benovése” még a kontroll csészében sem. fgy a kontroll novekedéssel
normalva (a kontroll novekedést 100%-nak tekintve) az atlagos teriilet %-aban kifejezett
(Ya) értékek kis mértékben megnovekednek, az adott torzsek kozti kiilonbséget nem
torzitva. A normalt értékek %-ban kifejezve (Yna) a kontroll névekedéshez viszonyitott
%-os eltérést mutatjak, mig a “nyers” %-os értékek (Ya) az atlag novekedés teriiletének

OtszOrdséhez viszonyitott szdzalékot jelenti.

Yna=(Ya*100)/Y kontroll

2. egyenlet: A kontroll novekedéssel torténé normalas
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A kombinalt stressztolerancia teszt soran ez a lépés nem tortént meg, mivel a kontroll
csészében (25 g/L cukortartalom) 6 °C-on a S. bacillaris névekedése jelentdsen alacsonyabb volt
(kozel nulla), mint a boraszatilag relevans cukortartomanyban.

Tehat a csészék kozti Osszehasonlitdshoz sziikséges ,,egységesités” a kalibralo cellaval
megtortént, azonban a kontroll névekedéshez vald viszonyitast, annak irrealis torzitdsa miatt,
elhagytam. Ezaltal relative alacsony %-os értékekhez jutunk, ami az 6sszehasonlitast tokéletesen
lehet6vé teszi, azonban kifejezébbé tette volna a kontrollal valé normalas.

A fent leirt csészeviszonyok kozti kiértékelési modszerre, mint sajat uj eredményemre tekintek.

Az 14. abran a harom faj vizsgalati eredményeit egyiittesen tiintettem fel, csokkend
hémérséklet szerint csoportositva a kiilonboz6 cukortartalom esetén kapott eredményeket. A jelen
vizsgalati Osszeallitasban a S. cerevisiae (zold oszlop) az abszolut kontroll, se nem cukortlird, se
nem hidegt{ird, ami alapjan eldzetes elképzelés szerint a leginkabb akadalyozza novekedését a két
faktor emelkedd szintje. Mivel egy robusztus térzset (UVAFERM®PM) alkalmaztunk 20 °C-on
csak a legmagasabb cukor fokozat eredményezett szamottevd csokkenést a torzs ndvekedésében.
12 °C-on mar 320-g/L folott tapasztalhato jelentds visszaesés a novekedésben. 6 °C-on pedig a
szaporodas rendkiviil korlatozott az alacsony hdmérséklet miatt a teljes tartomanyban (14. abra,
z0ld oszlopok). A két stresszfaktor magasabb szintjein 6sszeadddonak tiinik szaporodas gatld
hatasuk a S. cerevisiae-re nézve.

A S. uvarum-ot tekintve (14. abra, kék oszlopok) normalisnak/magasnak tekinthetdé cukor
tartomanyban (220-370 g/L) a faj kriotoleranciaja élesen megnyilvanul a S. cerevisiae-vel és S.
bacillaris-sal szemben, mar 12 °C-on. Az extrém cukor tartomanyban (420-470 g/L) azonban a
hidegtiiré faj novekedése is jelentésen visszaszorul (12 °C és 470 g/L-en a S. cerevisiae-vel
Osszevethetd, mig 6 °C-on mar 420 g/L-en hasonld), mivel feltételezhetéen a cukor jelentette
stressz egyre nagyobb mértékben akadalyozza szaporodasat, igy a kriotolerancia jelentette elénye
apranként hattérbe szorul (14 abra).

A vizsgalt harom S. bacillaris térzs névekedése kozt nincs jelentds kiilonbség (ugyan
statisztikailag igazolhat6 egyes cukor fokozatokon némi eltérés), egyarant erés ozmotoleranciajuk
nyilvanult meg. A torzsek egyedi vizsgalati eredményeit az M1. dbra mutatja, a faj atlagértékei
pedig az 14. abran tekintheték meg (piros oszlop). A legmagasabb cukor fokozat egyértelmilien

nagy kihivast jelent még ezen cukortiird faj térzseinek is.
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14, abra: A vizsgalt fajok ndvekedése %-ban kifejezve (Y a-B-c atag) eltéré homérsékleten, emelkedd cukor koncentracid mellett. A: 20 °C, B 12
°C, C: 6 °C. Az eltérd betiik egytényezds, tobb szempontos varianciaanalizis Tukey’s Post hoc elemzése szerinti szignifikans kiilonbséget jelolnek;

p<0,05; S. uvarum (kék) és S. cerevisiae (zold): n=3; S. bacillaris (piros): n=9.
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A szaporodasbeli csokkenés, amennyiben a cukor tartomany sz¢1s6 értékeit vizsgaljuk (220
¢s 470 g/L), mindossze 5-15% a S. bacillaris esetén mindharom homérsékleten, ami kiemelkedd,
extrém ellenalloképességrol tantskodik. A vizsgalt Saccharomyces fajok noévekedésbeli
visszaszorulasa ennél joval magasabb, 50-75%-ra tehetd (14. dbra).

20 °C-on az S. bacillaris er6s cukorttirése 370-470 g/L kozt nyilvanul meg, azonban nem
sokkal maradnak el a Saccharomyces fajok sem. 12 °C-on a vizsgalt cukor tartomany alacsonyabb
értékei esetén a harom faj kozt nincs jelentds kiilonbség; 320 g/L-t6l magasabb szinteken a S.
cerevisiae jelentésen visszaszorul. 370-420 g/L esetén az S. uvarum novekedése (hidegtlirése
miatt) 6sszevethet6 a S. bacillarissal, azonban 470 g/L-en a S. bacillaris névekedése kiemelkedo.
6 °C-on a S. uvarum kriotoleranciaja egészen 370 g/L-ig nyilvanul meg, mig a S. bacillaris
novekedése jelentdsen gatolt, a teljes cukor tartomanyban minimalisan valtozik, a S. cerevisiae-
vel 0sszevethetd.

A S. bacillaris esetén a két stressztényez6 szaporodas gatld hatasa nem additiv, hanem a
cukor koncentracid6 emelkedésével, az ozmotolerancia meghatarozobb, mint a korlatozott
hidegtiirés. 12 °C-on a magasabb cukorkoncentracié egyfajta ’védoéhatassal’ van a faj
novekedésére, abban az értelemben, hogy a masik két fajhoz képest kevésbé szorul vissza (15.
abra), mig a 6 °C-on a korlatozott hidegtlirés szamottevoen limitdlja a névekedését.

A vizsgalat ravilagit arra, hogy az adott fajt jellemz06 tolerancia értékeket minden esetben
megfeleld ,korlatok” kozt szabad valosnak elfogadni, azokon kiviil jelentdsen valtozhat az
ellenalloképessége. Igy példaul egy megbizhatd S. cerevisiae starterkultura jellemz6i, mint a
robosztus erjesztés normal erjesztési hdmérsékleten, vagy egy S. uvarum starter j6 hideg erjesztd
képessége normal cukortartomdnyban igazak, ebbdl kilépve az értékek jelentOsen
megvaltozhatnak.

Tovabba jelen vizsgalati eredmény még inkabb hangstlyozza a S. bacillaris-t
alkalmassagat extrém kortilmények kozt torténd borerjesztésre, botritiszes borok, egyéb édes
természetes borok készitésére. Valamint részben magyardzza, hogy miért izolalhatd nagy
gyakorisaggal példaul Tokaji borkiilonlegességekbdl ez a faj, ahol a cukor koncentracio esetenként

extrém magas, az erjedési hdmérséklet pedig alacsony (~13 °C).
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15. abra: A vizsgalt torzsek névekedése 12 °C-on. Bal: 320 g/1, jobb: 420 g/I cukorkoncentraciod
mellett egy képen beliil balrél jobbra: S. bacillaris (Y1756), S. cerevisiae (UVAFERM®PM) és

S. uvarum (103) (adott torzs reprezentativ abraja).

4.2.4. Kozepes szénlanci zsirsav stressz

A kozepes szénlancu zsirsavak kis mennyiségben termelt €lesztds metabolitok, jelenlétiik,
egyebek mellett, felelhet az elhuzod6 vagy elakadé erjedésekért (Ciani et al., 2016). Az MCFA
termelés mértéke az elérhetd irodalmi adatok szerint jelentds variabilitast mutat fajok kozott és -
beliil egyarant (Viegas et al., 1989; Andorra et al., 2010; Sadoudi et al., 2012, Nisiotou et al.,
2018). A termelés mellett feltételezhetd, hogy a tolerancia értékek is valtozoak a kiilonbdzo
borélesztok esetén, hiszen ettdl nem fliggetlen az egyes torzsek erjesztési, ujra erjesztési, illetve
egyiitt erjesztési képessége. Ugyanakkor a termelés és tolerancia mértéke, illetve az erjedés egyéb
koriilményeitdl vald fliggése aranylag keveset vizsgalt teriilet. A nem-Saccharomyces-ek ipari
alkalmazésba vonasaval az MCFA termelés és tolerancia kérdése szamottevden sokrétiivé valik a
monokulturds S. ceverisiae vagy S. uvarum erjesztéshez képest. Az oligo- és multistarterek
miikodése soran egy-egy torzs szukcesszidja kiemelkedden fontos, illetve altalanossagban két
vagy tobb torzs kompatibilitasiban szerepe lehet a MCFA-val szembeni tolerancianak.
Ugyanakkor masik néz6pontbol, mint élesztd- és baktérium-, valamint erjedés gatldo anyagnak
lehet ipari jelentdsége a kdzepes szénlanct zsirsavaknak a kozel jovében. Néhany éve felmertilt
az MCFA hasznalata, mint a kénessav részleges kivaltoja, alkoholos erjedés gatlasara,
megallitasara (Baron et al., 2017, Babikova et al., 2012), azonban a kisérletek dontéen S.
cerevisiae-t tartalmazo erjedésben 1évé borra vonatkoztak, az egyes boraszati jelentéségii fajok
tesztelése mindeddig elmaradt. Bizonyos botritiszes borkiilonlegességek készitése soran jelentds
segitség lehet a termeléknek a hatékony kénessav mennyiség részleges helyettesitése, hogy a
jogszabalyi hatarérték alatt maradjanak (607/2009/EK).

Jelen vizsgalatban 4 boraszatilag jelentds faj 5-5 torzsének szaporodasi képességét teszteltiik

emelked6 MCFA koncentracio (0, 10, 20, 40 és 80 mg/L) mellett, Drop-teszttel. A fenti
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fejezetekbdl ismert harom faj mellé a Zygosaccharomyces bailii keriilt be, mint egy gatld
anyagokkal szemben kiemelkedden tolerans, jelentds karokért felelds romlast okozd élesztd
(Alonso et al., 2015). Ez a faj a tokaji aszubogydkon, valamint az asz( spontan erjedésében is
kimutathato (Magyar és Bene, 2006). A torzsek novekedését egy, a korabban alkalmazott modell
leveshez hasonld Gsszetétell, Sv/v% etanollal és emelkedé MCFA koncentraciokkal kiegészitett
modell agar feliiletén vizsgaltuk Drop-teszttel a 4.2.3-es alfejezetben ismertetett modon, az alabbi
modositasokkal: 5 tagh tizedeld higitds minden masodik tagjaval (10  ,10 3 10 ) 5uL-es
mennyiségben tortént a teszt megvalositasa. A képfelvételezés 1-3. 1épései azonosak voltak, az 4-
5. 1épés elhagyhatd, mivel az MCFA tolerancia vizsgalat soran csészénként az agar Osszetétele
csak minimalisan valtozott (néhany mg/L-nyi gatléanyag koncentracid eltérés), igy a cseppek
eltertilése is hasonld volt, tehat csészén beliili kalibralo cellara nem volt sziikség. A 6. pontban
leirt, kontroll csészével (0 mg/L MCFA) torténé normalas azonban itt megvalosithaté volt.

A 4 vizsgalt faj intraspecifikus variabilitasa 5,8 és 25,6% kozott mozgott, azonban a jobb
MCFA tolerancia nem korrelalt sem az eredeti izolalas kézegével, sem a foldrajzi eredettel (7.
tablazat), sem a korabban leirt robosztus erjesztési képességgel (pl. Magyar és Toth, 2011).

Az emelkedd MCFA koncentracio hatasara jelentds kiilonbséget lehetett detektalni a vizsgalt
fajok kozt (16. abra). 10 mg/L MCFA szint kis mértékben gatolta a S. bacillaris toérzsek
novekedését, mig a harom masik faj nem valtozott szdmottevéen (17. abra). Korabbi
vizsgalatokban (Babikova et al., 2012; Baron et al., 2017) mar ez a szint hatékonynak bizonyult
etanollal (12 v/v%) és kénessavval (100 mg/L) kombinacidban. Jelen kisérletben az MCFA elegy
onmagaban ezen a szinten, 5v/v% alkohol mellett nem Vvolt képes szamotteven gatolni a vizsgalt
torzseket.

20 és 40 mg/L MCFA jelenléte a S. bacillaris torzseket tovabb gatolta, mig a S. cerevisiae
novekedését a 20 mg/L MCFA kis mértékben, a 40 mg/L MCFA nagyobb mértékben akadalyozta.
A S. uvarum novekedése nem valtozott jelentdsen 20 mg/L MCFA esetén, mig a 40 mg/L MCFA
szdmottevd fajon beliili diverzitast eredményezett. Nem gatolt a novekedése szdmottevden az
E105, SB42 ¢és TKHI1torzseknek, a S103 mérsékelten és a CBS395 jelentésen csokkent, a S.
bacillaris-sal 6sszevetheté mértékben (17. abra). A Z. bailii térzsek képesek voltak toleralni ezeket
a koncentraciokat jelentésebb csokkenés nélkiil.

80 mg/L MCFA teljes mértékben gatolta az Osszes S. uvarum és S. bacillaris torzs
novekedését, mig nagyon korlatozott novekedés volt megfigyelheté a S. cerevisiae esetén. A Z.

bailii torzsek ezen a koncentracion is jelentds novekedést és kivald toleranciat mutattak.
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16. abra: A vizsgalt torzsek tolerancidjanak dsszehasonlitisa, A: S. cerevisiae UVAFERM®PM,
B: S. uvarum TKHL1, C: S. bacillaris Y1756, D: Z. bailii Z6. Fiiggdlegesen azonos torzs higitasi
soranak tagjai (107,1073,10), vizszintesen balrol jobbra 0-10-20-40-80 mg/L MCFA

koncentrécio 1athato (adott torzs harom parhuzamosanak reprezentativ abraja).

A fenti vizsgalat definialja a megfigyelt fajok altalanos MCFA toleranciajat: a S. bacillaris a
legkevésbé tolerans, a Saccharomyces-ek hasonld, kozepes mértékben ellenallok, mig a Z. bailii-
t gatolja legkevésbé az MCFA jelenlét. A S. bacillaris szenzitivitasat alatamasztja az is, hogy
korabbi vizsgalatok jelentdsen alacsonyabb MCFA termelést is figyeltek meg esetében, S.
cerevisiae-hez képest (5. tablazat).

A Z. bailii kiemelked6 toleranciaja limitacidja lehet a jovobeli ipari MCFA hasznalatanak az
ujra erjedés gatlasanak céljabol, mivel ez a borélesztd nagy aranyban felelés maradék

Jelen vizsgalatban az MCFA 06nallo gatldo hatasat kivantuk felmérni, kordbbi vizsgalatok
szerint azonban SO»-vel kombinacioban, 5 v/v%-nal jelentdsen magasabb etanol jelentlétében
inhibicios hatasa mar jelentésen alacsonyabb koncentracioban jelentkezik (Babikova et al., 2012;

Baron et al., 2017).
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17. abra: A vizsgalt térzsek nvekedése szdzalékban kifejezve (Yna-B-c atag)- S. CErevisiae (PM321, RA100, S7101, UVAFERM®228,
UVAFERM®PM), S. uvarum (CBS395, E105, S103, SB42, TKH1), S. bacillaris (Y1756, R1, MLO, Y1667, SJ1) és Z. bailii (DS3, PM614, Y954,

Z22,76). A: 10 mg/L MCFA; B: 20 mg/L MCFA; C: 40 mg/LL MCFA; D: 80 mg/LL MCFA. A szazalékos értékek a telep teriiletbdl kalkulaltak,
normalizalva a kontroll névekedéssel. Az oszlopok 1-1- torzs harom parhuzamos Drop-tesztjének atlaga. A kiilonboz6 kis betiik Games-Howell Post
Hoc elemzés sorédn szignifikdnsan kiilonb6z6 az atlagokat jeldlnek (p<0,05), a nagy betiik a fajok kozti kiillonbséget szemléltetik (a fajatlagok az abran

nem lathatoak).
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4.3. Anyagcsere termékek nyomon kovetése, metabolikus profil vizsgalat

A szaporodasi vizsgalatok mellett kiemelkedd jelent6ségli a képzett anyagcsere termékek
mintazatanak monitorozasa, tobb okbol is. A borélesztok altalanos jellemzése normal borerjesztési
koriilmények kozt érvényes, de nem ritkan ettdl eltérd koriilmények kozé keriilnek, akar a
klimavaltozas jelentette must Osszetételbeli valtozas miatt, akar egy elakadt must kézeg wjra
inditasa soran, akar pedig egyes borkiilonlegességek készitése soran. Tovabba egyes ¢€lesztok
(nem-Saccharomyces-ek mint S. bacillaris) jellemzése még messze nem teljes, annak széleskori
ipari 1éptékli alkalmazéasa is varat még magara. A metabolikus aktivitas vizsgalatok koziil a
borédszatban, tehat alkalmazott mikrobioldgiai szempontbol, értékesebb célzott vizsgalatokat
végezni, nem a metabolom egészét Vvizsgalni, alkotéinak pontos azonositisa nélkiil, hanem
sziikebb, de még mindig széles korét mérni €s azonositani, amibdl Osszetett kovetkeztetéseket lehet

levonni akar a végtermék mindségét illetden is.

4.3.1. Intracellularis glicerin menedzsment

A kovetkez6 kisérleti munka egy bormindséget meghatarozo, értékes komponens
termelésének dinamikdjara fokuszal, mégpedig a glicerinre. A vegyiilet termelésérdl szerzett
informécio tobb okbol is hasznos lehet: 1. A bor mindséget nagyban meghatdrozza mennyisége,
egyértelmiien pozitiv megitélésti molekula; 2. a glicerin tobb éleszt6fajban fontos ozmotikus
regulator, tehat kapcsolatban lehet egy faj cukortiirésével, 3. a kiilonb6z6 €lesztok eltérd altalanos
glicerin termeléssel rendelkeznek, ami koziil a S. bacillaris magas glicerin hozammal jellemzett
faj (Magyar és Toth, 2011); 4. jelenleg nem ismeretes a S. bacillaris glicerin képzési dinamikaja
(a Saccharomyces élesztoket Perez-Torrado és munkatarsai vizsgaltak, 2016-ban).

A vizsgalat valodi, sterilizalt must koézegben zajlott 20 °C-on, 320 g/L kiindulasi
cukortartalom mellett. Ez az érték visszatéré cukor fokozat a vizsgalatok soran, ami egy
kiemelkedden magas, extrém szint boraszati viszonylatban. Varhatéan amennyiben van eltérés a
S. bacillaris glicerin képzési dinamikajaban a S. cerevisiae-hez és S. uvarum-hoz hasonlitva, akkor
ezen a magas cukor szinten er6sen meg kell, hogy nyilvanuljon. A 20 °C-ot azért valasztottam,
mert ennél jelentGsen alacsonyabb héfok mar magat a sejtszaporodas dinamikajat is szamottevéen
befolyasolna a nem kriotolerans fajokban, ezaltal a glicerin termelés Gsszehasonlitasat is. A
vizsgalat Perez-Torrado et al. (2016) modositott modszere alapjan tortént.

A vizsgalt S. bacillaris torzs (Y1756) sejten beliili glicerin képzésének dinamikaja
jelentésen eltér a két Saccharomyces fajétol (18. abra). A vizsgalat kezdeti pillanataban
szamottevoen magasabb az intracellularis glicerin (ICG) mennyiség az Y 1756 sejtekben, mint a S.
cerevisiae (UVAFERM®PM) és a S. uvarum (S103) sejtekben. Mindez azonban a vizsgalt 72

6raban (ami az erjedés iniciacios periodusanak tekinthetd, mint glicerin-piroszélésavas erjedés)
81



nem valtozott a Y1756 esetén, mindvégig a kezdeti koncentracié koriil maradt (70,82-78.84 g/
10"8 sejt). Ezzel ellentétben a vizsgalt Saccharomyces fajokban jelentés emelkedés volt
megfigyelhetd az inokulaciot kdvetd ozmodzisnyomas (320 g/L kiindulédsi cukor koncentracio)
sejten beliili kiegyenlitése érdekében. Mar a 4. o6rara a kiinduldsi értékek legalabb
megduplazodtak, a S. cerevisiae esetén ez 24 és 72 ora elteltével is hasonl6é maradt, a S. uvarum
esetén 4 orat kdvetden 2,5x-6s novekedés figyelhetdé meg, majd ez a 72. drara 3x-o0ssa ndvekszik.
Nagysagrendileg a két Saccharomyces faj kdzt nem volt szamottevd eltérés.

Ezen eredményeket nehéz Gsszevetni Perez-Torrado és munkatarsai (2016) (vagy egyéb
irodalmi) értékeivel, mivel nagyon eltéré koriilmények kozt futott a két vizsgalat (20 °C és 320
g/L cukor; valamint 12 °C és 200 g/L cukor), ami jelentdsen befolyasolta a képz6dé glicerin
mennyiségét. Az megallapithato, hogy nagysagrendileg hasonld a két vizsgalat soran mért 1CG
mennyiség, azonban a fentiek miatt nem Gsszevethetd még az azonos fajok esetén sem. Mivel a
glicerinnek a sejten beliil Gsszetett funkcidja van, részt vesz az alacsony hémérséklet elleni
védekezésben, valamint a nagy ozmozisnyomas ellen valdé védekezésben mindkét vizsgalati
koriilmény egyiittes mas-mas helyzetet vizsgal. Tovabba, a S. uvarum kriotoleranciaja miatt 12
°C-on, a Perez-Torrado vizsgalatokban, nincs extrém hideg stressz alatt, mig a S. cervisiae igen,
tehat ez magyarazhatja a jelent6s kiilonbséget ICG szempontbol a két faj kozt. Jelen vizsgalatban
egy ozmotolerans és magas glicerin képzéssel jellemzett (pl. Magyar et al., 2014) S. bacillaris
torzset (Y1756) hasonlitok két nem kiemelkedéen ozmotolerans, normal glicerin képzd
Saccharomyces faj 1-1 torzséhez. Az eredmények alapjan ugy latszik, hogy a S. bacillaris
Iényegesen alacsonyabb intracelluldris glicerin felhalmozéassal valaszol a szamara kisebb foku
ozmotikus stresszt jelentd kornyezetre. Az adott kisérleti elrendezés csak az erjedés kezdeti
glicerin képzeést jellemzi, a modszer maga a stacioner fazisban mar nem alkalmazhat6 hatékonyan

(mivel a sejtszam optikai denzitassal valé mérése az €16 és holt sejtek kdzt nem tesz kiilonbséget).
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18. abra: A vizsgalt fajok: S. cerevisiae (UVAPM), S. uvarum (S103), S. bacillaris (Y1756)
intracellularis glicerin termelése (108 sejtre Kifejezve). Az eltér6 kis betiik egytényezds
varianciaanalizis Tukey’s Post hoc elemzése szerinti szignifikans kiilonbséget jeldlnek az adott
idopillanatban a vizsgalat fajok kozt (p<0,05; n=2), az eltéré nagy betiik szignifikans
kiilonbséget jeldlnek adott fajon beliil a teljes iddintervallumban (p<0,05; n=2).

Ha az extracellularis glicerin (ECG) mennyiségét tekintjiik, akkor a vizsgalt 72 déraban
jelentés emelkedés figyelhetd meg. Az ECG képzésének dinamikija hasonld (0-4-24. orai
mintavétel alapjan) azonban a 72. orara szamottevéen magasabb lesz Perez-Torrado és
munkatarsai (2016) eredményeihez képest (19. abra). A vizsgalt fajok kozt nincs eltérés, azonban
talan meglepé modon a S. bacillaris a 72. éraban jelentésen alacsonyabb sejten kiviili glicerint
képzett, mint a vizsgalt Saccharomyces-ek. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az S. bacillaris nem
az erjedés kezdetén torténd nagy mértéki glicerin felhalmozéssal éri el a kierjedt allapotban
mérhet6 jelentGs glicerin tobbletet, mivel a jelen vizsgalatban 72 orat kovetéen 2 g/L-es
lemaradasban volt, azonban kiemelked6 glicerin termelése korabban (pl. Magyar és Toth, 2011;
Enlgezos et al., 2015), és jelen dolgozat mas vizsgalatai soran is megerdsitést nyert (részletesen
lasd 4.3.2. fejezet; 20 °C, 320 g/L cukortartalom esetén, az erjedést kdvetéen: UVAFERM®PM 9
g/L; S103 8,6 g/L Y1756 11,9 g/L). Tovabba a vizsgalt fajtok ECG termelése arra is enged
kovetkeztetni, hogy a S. bacillaris kiemelked6 ozmotolerancidjaban a sejten beliili glicerin
képzéssel torténd védekezés kisebb jelentségili, valamint nem olyan mechanizmussal jatszhat
szerepet, mint a Saccharomyes-ek esetén.

A fent ismertetett vizsgalat a S. bacillaris glicerin képzésének és ozmotoleranciajanak

érdekes aspektusara vilagit ra, amit korabban tudomasom szerint még nem vizsgaltak. Jelen

83



kisérletbdl azonban messzemend kovetkeztetéseket nem szabad levonni. A jovében érdemes lehet
sz¢élesebb torzs palettat vizsgalni, az fajon beliili variabilitds ellendrzésére, valamint tobb cukor €s
tobb homérséklet szintet is vizsgalatba vonni, hiszen a sejtek novekedésében sajat korabbi
vizsgalataimban is 1 6sszefliggést figyeltem meg extrém magas cukor tartomanyban €s alacsony
hémérsékleten (lasd. 4.2.3. fejezet). Feltehetdleg a glicerin és egyéb metabolit képzésére is
hatassal lehetnek ezen faktorok. Valamint a tobbi ipari alkalmazasba vont nem-Saccharomyces
¢élesztd glicerin képzési dinamikéjat is érdemes lehet vizsgalni. Ebben a doktori munkaban

azonban bizonyos anyagi limitaciok miatt erre sajnalatos médon nem volt tovabbi lehetdség.
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19. abra: A vizsgalt €lesztéfajok extracellularis glicerin termelése A: teljes id6 intervallumban
B: 4 és 24 ora nagyitasa. Az eltérd kis betiik egytényezds varianciaanalizis Tukey’s Post hoc

elemzése szerinti szignifikans kiilonbséget jeldlnek az adott idépillanatban a vizsgalt fajok kozt

(p<0,05; n=2).

84



4.3.2. Metabolikus profil vizsgalat eltéré kiindulasi cukor koncentracié mellett

A dolgozat kozponti részét képezi a célzott, foként nem illékony erjedési
anyagcseretermékek analizise, amiben harom boréleszt faj, a S. cerevisiae, S. uvarum és S.
bacillaris kivalasztott torzseinek ndvekvd ozmotikus stressz hatasara modosulo metabolit profiljat
vizsgaltuk 28 nap fermentaciot kovetden. A fajok és torzsek metabolitjait egymashoz és

onmagukhoz hasonlitom, majd egy tobbvaltozds modellben értékelem a létrej6tt modosulast.

43.2.1. Cukor fogyasztasi dinamika

A vizsgalt fajok cukorfogyasztasi dinamikdja a 20. dbran lathato. Az alacsonyabb kiindulési
cukor koncentracié (220 g/L) esetén a megfigyelt periddus végén csak az UVAFERM®PM, SC57
¢s S701 S. cerevisiae torzsek voltak képesek a cukortartalmat kierjeszteni, az RA100,
UVAFERM®228 ¢és SB12 torzsek esetén kisebb mennyiségii cukor maradt a kdzegben (13,6-22,2
g/L). A 220 g/l cukortartalmat a szelektalt S. cerevisiae boréleszt6 torzsek egy teljes érettségben
levo sz616 mustjaban még kierjesztik, a maradék cukor itt a modelloldat valamilyen szuboptimalis
tényezdjére utal, amit nem sikeriilt feltdrnunk, de a kisérlet soran az 6sszes térzset azonos modon
érinti, tehat szisztematikus hibanak tekintjiik, ami az 6sszehasonlitdst nem gatolja.

A vizsgalt S. uvarum (45,1-75,3 g/L) és S. bacillaris torzsek (117,5-125,0 g/L) esetén
szamottevd a maradék cukor mennyisége. Az erjedési dinamika 220 g/L-en 0sszhangban van az
adott fajok eldzetes karakterizalasaval (Masneuf-Pomarede et al., 2010; Magyar és Toth, 2011;
Englezos et al., 2015).

Erdekes modon az extrém cukorkoncentracio (320 g/L) nem befolyasolta szamottevéen a
cukorfogyasztas sebességét a S. uvarum és S. bacillaris torzsek esetén, a gorbék hasonld
lefutasuak, egy jelentds vertikalis eltolodassal, a 100 g/L-nyi cukortartalom kiilonbség miatt, ami
a szamottevO maradék cukortartalomban nyilvanul meg (20. abra). A 6 S. cerevisiae torzs maradék
cukortartalmanak terjedelme az alacsonyabb cukortartalom mellett mért értékek terjedelméhez
hasonlo (26 g/L). Az S. uvarum torzsek koziil mindkét cukor fokozaton az SB42 bizonyult
robosztusabbnak a masik két torzshoz képest, a S. bacillaris térzsek kozt azonban minimalis az

fajon beliili variabilitas a cukor hasznositas dinamikajat tekintve.
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20. abra: A vizsgalt élesztd torzsek cukor fogyasztasi dinamikéja a kémiailag definialt modell mustban. A: S. cerevisiae. B: S. uvarum. C: S.

bacillaris. Kitoltott szimbolumok: 220 g/L, tires szimbolumok: 320 g/L kiindulasi cukortartalmat jeldlnek. Az adatpontok haromszoros ismétlésii
erjesztések atlagértékei szorassal (n=3).
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4.3.2.2. Az extrém cukortartalom hatasa a vizsgalt metabolitokra

A bormindséget nagyban befolyasold, f6 erjedési metabolitok mellett szdmos kisebb
koncentracioban termelddé ’minor’ anyagcsereterméknek is jelentdsége van a borjelleg
alakitasaban. Ezek koziil a kisérletben vizsgalt jelentdsebb, nem illékony komponenseket az alabbi
bekezdések taglaljak. (A kis metabolit adatok jelentds szazalékanak detekcids limit (DL) alatti
alakulasa (illetve nem normalis eloszlasa) miatt elemzésiik fajonként és cukorfokozatonként

kereszttablaelemzéssel tortént.)

Fo erjedési termékek

A S. bacillaris korabbi vizsgalatokban leirt (Mills et al., 2002; Sipiczki 2003; Magyar és
Toéth, 2011) erds fruktofilidja itt is megerdsitést nyert, azonban ez a tulajdonsag a kiindulési
cukortartalom 4altal nem befolyasolt paraméter, ezért az egyesével torténd elemzésben nem
részletezem, a tobbvaltozos modellben azonban figyelembe veszem. Ezen karakter az éleszték
esetén aranylag ritka, viszont bizonyos specidlis erjesztési helyzetekben kiemelkedden értékes
lehet, mint egy nem szokvanyos botritiszes alapanyag erjesztése, vagy egy elakadt (fruktoz
tulsulyos) erjedés Gjrainditdsa. Az alabbiakban taglalt hozam mutatékhoz (1 g cukorbol képzett
mennyiségekhez) a kozegben mérhetd gliikkoz €s fruktdz sszegét hasznaltam (13. tablazat).

A S. bacillaris torzsek hasznaltak a legtobb cukrot 1 v/v%-nyi etanol termeléséhez, a
Saccharomyces térzseknél szamottevéen tobbet (13. tablazat). A cukor altal indukalt valtozas csak
a S701 torzs (S. cerevisiae) ndvekvd etanol termelésében nyilvanult meg szignifikansan. Az
extrém cukor koncentraciéon nem volt képes a 11 tovabbi vizsgalt torzs szdmottevéen magasabb
alkohol képzésre, holott ehhez a kelld szubsztrat mennyiség elérhetd lett volna, ugyanakkor az
alabbi metabolit eredményekbdl lathatd, hogy a kedvezbtlen kornyezeti koriilmények (nagy
0ozmozisnyomas) miatt nem az etanol, hanem mas anyagcseretermék képzése felé tolédott a mérleg
(pl. ill6savtartalom, glicerintartalom). Az etanol kihozatalt tekintve a vizsgalt S. bacillaris térzsek
mindkét cukortartalmon elkiiloniilnek a Saccharomyces torzsektél, cukor eléidézte szamottevd
valtozas a Y1667 ¢s MLO torzseknél figyelhetd meg, a mutatd csokkenésének formajaban.

A S. bacillaris torzsek glicerin termelése és kimondottan glicerin hozama szamottevéen
magasabb mindkét cukortartalmon, mint a vizsgalt Saccharomyces torzseké (12-13. tablazat). A
vizsgalt fajok korabbi munkékban leirt pozitiv cukor-fiiggd glicerin termelését jelen eredmények
is megerdsitik (pl. Magyar et al., 2008a; Rantsiou et al., 2017). Ha ezeket az erjedés végén mért
eredményeket 0sszevetjiik a glicerin menedzsment (4.3.1. fejezet) vizsgalata soran, a 72. 6raban
(3. napon) kapott alacsony kibocsajtott értékekkel, latszolag ellentmondésba iitkdziink. Ennek
magyarazata az lehet, hogy a glicerin termelés dinamikaja lényegesen eltér a Saccharomyces

torzsekétol, a Starmerella bacillaris esetében ez folyamatos vagy az erjedés végén er6sodik.
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A S. bacillaris kiemelked6 glicerin képzése szamottevéen befolyasolhatja egy bor érzékszervi
karakterét, €s a kiindulési cukortartalomtol fiiggetleniil értékes paraméter.

Az alkoholos erjedés f6 egyenstlyat az etanol/glicerin arany is szemlélteti, ami minden
vizsgalt élesztd esetében jelentGsen valtozott a kiindulasi cukortartalom hatasara (13. tablazat),
azonban 2-4-szer magasabbnak mutatkozott a S. bacillaris torzseknél, mint a két Saccharomyces
faj torzseinél. Kovetkezésképpen a S. bacillaris torzsek alkalmasak lehetnek nagy kiindulasi
cukortartalomb6l szamottevd glicerin mennyiséget €s csokkentett alkohol tartalmat képezni,
ezaltal jobb bor harmonia érhetd el szolgalva az altalanos fogyasztoi izlés alakulasat. Ugyanakkor
limitalt erjesztési képessége miatt ezen faj valamely Saccharomyces élesztével valdo kombinalt
alkalmazasaval érhet6 el komplett erjedés. Quiros et al., 2014; Englezos et al., 2016; Rocker et
al., 2016; Lemos et al., 2019) a S. bacillaris alkohol csokkentési potencialjaval bévebben a 4.4.
fejezet foglalkozik.
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12. tablazat: A {6 erjedési anyagcseretermékek a modell mustban 28 napot kdvetden, 220 és 320 g/L kiindulési cukortartalom esetén.

Cukor
konc. Fogyasztott Borostyankdsa Gliikoz-
(/L) Faj  Torzs Etanol (v/iv%) Glicerin(g/L) Ecetsav (g/L)  almasav (g/L) v (g/L) fruktoz arany
UVAFERM®PM  (12,87+0,21)¢  (4,67£0,25)%*  (0,72£0,01)°*  (0,69+0,12)*  (0,44+0,01)>*  (0,28+0,15)
Sc57 (12,83£0,15)%  (4,67£0,47)>*  (0,68+0,07)°®*  (0,56=0,20)% (0,3240,01)°  (0,75+0,44)°
S701 (712,5710,23)‘3d (5,13+0,25)®*  (0,78+0,02)°*  (0,63+0,12)*  (0,31+0,02)®  (0,08+0,01)?
& RA100 (11,20+2,00)%  (5,00+0,26)%*  (0,76£0,05)°™*  (0,33+0,12)? (0,25+0,05)°  (0,36+0,16)?
§ UVAFERME228  (11,60+£1,25)¢ (4,93+0,76)**  (0,70+0,06)°*  (0,49+0,06) (0,29+0,04)®  (0,18+0,01)?
S SB12 (13,05+0,21)% (5,45+0,07)%*  (1,00£0,00)**  (0,46+0,00) (0,31£0,02)*  (0,46+0,29)
s Atlag (12,35+1,40)  (4,98+0,48) (0,77+0,11) (0,53+0,16) (0,32+0,07) (0,35+0,29)
CBS395 (7,57+0,71)"  (5,80+0,40)"*  (0,52+0,03)°*  (0,73+0,06)™™*  (0,31£0,03)**  (0,39+0,07)?
§ % $103 (7,60+0,44)°  (6,53+0,81)™*  (0,46+0,03)"*  (0,59+0,06)™  (0,26+0,05)  (0,39:0,04)*
= SB42 (9,87+0,46)™  (5,43+£0,38)™*  (0,28+0,01)*  (0,73+0,06)™™*  (0,27+0,04)*  (0,20+0,02)
s Atlag (8,35+1,24)  (5,92+0,69) (0,42+0,11) (0,68+0,09) (0,28+0,04) (0,33+0,10)
., Y1667 (4,37£0,21)%  (7,77£0,70)°*  (0,79+0,14) (0,86+0,10)°®  (0,35+0,02)™* (4,92+1,06)"
'S Y1756 (4,80+0,26)*  (7,77+0,23)°*  (0,74+0,08)°*  (1,09+0,06)**  (0,40+0,03)®  (5,77+1,40)°
= MLO (4,63+0,32)*  (7,40+£0,56)*  (0,66+0,11)"*  (0,96+0,10)**  (0,40+0,03)™™* (5 98+1,70)"
s 8 Atlag (4,60+0,30)  (7,64+0,50) (0,73+0,11) (0,97+0,13) (0,39+0,03) (5,56+1,31)
L SDeois oot 0.98 0,45 0,09 0,11 n.s. 0,57
1.14 0,52 0,11 0,13 n.s. 0,65

LSDs06s.u.-5.b.
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12. tdblazat folytatas

Cukor

konc. Fogyasztott Borostyankdsa Gliikoz-
(/L) Faj Torzs Etanol (v/v%) Glicerin(g/L) Ecetsav (g/L)  almasav (g/L) v (g/L) fruktoz arany
uvarermepm  (11,33£1,27)BCP (9,00+£0,26)**  (1,23+£0,06)°*  (0,53+0,06)* (0,35+0,05)B¢  (0,46+0,05)"
Sc57 (14,27£1,16)°  (8,73+0,15)"*  (1,30+0,00)°*  (0,36+0,10)* (0,30+£0,02)*  (0,47+0,03)”
s701 (13,57+0,42)P*  (9,63£0,35)"*  (1,63+0,06)°*  (0,49+0,06)" (0,30+0,02)  (0,34+0,03)"
8 RA100 (13,17£0,64)°  (8,37+0,35)"*  (1,30+0,10)BP* (0,29+0,12)* (0,22+0,00)*®  (0,61+0,03)"
§ UVAFERM®228  (11,53£2,78)ABC  (8,20+£0,56)"*  (1,30+0,20)3P* (0,59+0,15)* (0,27+0,05)"8  (0,4420,09)*
S SB12 (13,27£0,29)°P  (10,57+0,15)PE  (1,80+0,00)°*  (0,43+0,06)" (0,27+0,02)*®  (0,41+0,02)*
%) Atlag (12,86+1,59) (9,08+0,88) (1,43+0,23) (0,45+0,13) (0,28+0,05) (0,46+0,09)
CBS395 (6,50+£1,22)*8  (8,30+0,35)"B*  (0,86+0,00)"BC* (0,49+0,06)"*  (0,21£0,02)B* (0,69+0,05)"
§ S 3103 (8,10£1,25)"BC  (8,63£1,01)"*  (0,74+0,01)"*  (0,53+0,06)" (0,21£0,03)*8  (0,57+0,06)*
‘%‘ SB42 (10,20+0,78)BCP  (9,03+0,76)A“*  (0,67+0,02)**  (0,46+0,00)"*  (0,26+0,03)  (0,45+0,03)"
%) Atlag (8,27+1,87) (8,66+0,73) (0,75+0,08) (0,49+0,05) (0,23+0,04) (0,57+0,11)
Y1667 (3,83+0,32)* (11,50+0,78)BPE  (1,04+0,14)C (0,69+0,15)* (0,29+0,02)B* (2,21+0,16)®
S Y1756 (4,90+0,36)* (11,97+1,51)B8*  (1,2340,25)8P*  (0,66+0,17)**  (0,35+0,05)¢  (2,79+0,46)8
= MLO (4,23+0,29)* (10,93£1,04)BP  (0,85+0,01)AB*  (0,49+0,06)"*  (0,31+0,04)5%* (2,39+0,16)8
w8 Atlag (4,32+0,54) (11,47+1,09) (1,04+0,23) (0,62+0,15) (0,32+0,04) (2,46+0,37)

L SDs06s c-tsbbi 1,24 0,75 0,17 n.s. n.s. 0,17
LSDs04s.4-5.b. 1,43 0,87 0,20 n.s. n.s. 0,19

A celldkban a torzsek haromszoros ismétléseinek atlag értékei és szorasuk szerepel (n=3), a vastagon szedett értékek a faj atlagok és szorasuk (ns.
cerevisiae=18; Ns. uvarum ¢s S. bacillaris=9). Games-Howell post hoc elemzés alapjan az egy oszlopon beliili értékek statisztikailag kiilonboznek (p<0.05): a
kis betiik 220 g/L cukortartalomra vonatkoznak; a nagy betiik 320 g/L. cukortartalomra vonatkoznak; a csillag cukor indukalt valtozast jelzi. LSDse,
a legkisebb szignifikans differenciat jeldli a faj atlagok kozt. LSDss c-tsbbi S. Cerevisiae és a masik két faj kozt; LSDsws.u.-sb. S. uvarum és S. bacillaris
kozott. n.s.=nem szignifikans.

90



13. tablazat: A {6 erjedési anyagcsertermékek kihozatala (1 g felhasznalt cukorra szamitott mennyisége) a model mustban 28 napot kovetden, 220

¢s 320 g/L kiindulasi cukortartalom esetén.

Cukor 1viv%
konc. etanolhoz felh. Y(glicerin/ Y(illosav)/(mg/ Y (borostyankds
(g/L) Faj  Torzs Y (etanol)(g/g) cukor (g) Y (glicerin)/(g/g) etanol)/(g/g) 9) av)/(g/9)
UVAFERM®pM  (0,4720,01)° (16,94£0,24)%  (0,02+0,00)>*  (0,05+0,00)**  (3,29+0,04)° (2,0140,02)°*
Sc57 (0,46+0,01)° (17,05+0,26)*  (0,02+0,00)®*  (0,05+£0,00)®*  (3,09+0,34)*°  (1,47+0,04)
s701 (0,46£0,01)  (17,08£0,29)*  (0,02+0,00)>*  (0,05£0,01)>*  (3,65+0,10)**  (1,58+0,11)
& RA100 (0,45+0,07)° (17,7243,00)*  (0,03+0,00)®*  (0,06+0,01)**  (3,93+0,34)"  (1,4440,21)®
% UVAFERM®22g (0,440,040  (18,18+1,87)*  (0,02+0,00)*  (0,05+0,00)®*  (3,35£0,25)"*  (1,39+0,16)
S SB12 (0,47+0,01)° (16,75+0,22)*  (0,03£0,00)**  (0,05£0,00)®*  (4,58+0,01)°*  (1,40+0,11)**
S Atlag (0,460,03) (17,28+1,32)  (0,02+0,00) (0,05+0,01) (3,65+0,86) (1,55+0,25)
CBS395 (0,42+0,01)° (18,91£0,43)%  (0,04£0,00)**  (0,10£0,00)*  (3,64+0,11)**  (2,15+0,01)°*
o S $103 (0,42+0,01)*°  (18,83+0,66)*  (0,05+0,00)**  (0,11£0,01)>*  (3,20+0,20)° (1,84+0,25)®
N %‘ SB42 (0,45+0,02)°  (17,754£0,83)*  (0,03+0,00)>*  (0,07+0,00)>*  (1,6140,05) (1,54+0,22)®
S Atlag (0,43+0,02) (18,50+0,77)  (0,04+0,01) (0,09:£0,02) (2,82+0,93) (1,84+0,32)
Y1667 (0,34+0,01)®  (23,13+0,43)°*  (0,08+0,00)**  (0,23+0,02)%*  (7,78+1,10)° (3,50+0,06)°*
§ Y1756 (0,35+0,01)2 (22,80+0,87)°  (0,07+0,00)0™*  (0,21£0,01)**  (6,73+0,57)%®  (3,66+0,23)°*
= MLO (0,34+0,02)%*  (22,91x1,12)°*  (0,07+0,00)™*  (0,20+£0,00)%*  (6,25+0,85)¢ (3,80+0,17)%*
v 3 Atlag (0,34+0,01) (22,95+0,76)  (0,07+0,00) (0,21+0,01) (6,92+1,01) (3,65+0,19)
L SDssss coother 0,02 0,91 0,01 0,01 0,76 0,21
0,02 1,05 0,01 0,01 0,88 0,24

LSDsws.u.-s.b.
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13. tdblazat folytatas

Cukor
konc. 1% etanolhoz Y (glicerin/ Y(illésav)/(mg/  Y(borostyankdsav)/
(g/L) Faj Torzs Y(etanol)(g/g)  felh. cukor (g) Y(glicerin)/(g/g) etanol)/(g/g) Q) (9/9)
UVAFERM®PM  (0,45£0,01)A  (17,46£0,52)*8  (0,05+0,00)"*  (0,10+0,01)"B*  (6,26+0,31)5°P  (1,75+0,10)CP*
o  SC57 (0,49+£0,0)"  (16,27£0,35)"  (0,04£0,00**  (0,08+0,01)**  (5,62+0,36)8¢  (1,28+0,03)"EC
£ 5701 (0,46£0,01)  (17,08+0,22)*®  (0,04£0,00**  (0,09+£0,00**  (7,05£0,32)°P*  (1,29+0,08)"®
5 RA100 (0,47+0,01)* (16,67+0,50)*  (0,04+0,00)"*  (0,08+0,01)**  (5,95+0,80)8P  (1,00+0,07)"
8 Lvarerwmrazs (0,470,104 (17,343,588 (0,04+0,00)°*  (0,09£0,02)"B*  (6,710,86)5P* (1,37+0,21)"8
“  sB12 (0,46£0,00)"B  (17,06+0,08)*8  (0,05£0,00)"B*  (0,10£0,00)"* (7,96+0,13)°F*  (1,20+0,06)B*
Atlag (0,47+0,04) (16,98+1,33)  (0,04+0,00) (0,09+0,01) (6,59+0,91) (1,32+0,25)
CBS395 (0,3840,05)¢ (21,28+2,66)B  (0,06£0,00)°*  (0,17+0,03)8*  (6,29+0,40)BP* (1,56+0,10)B¢*
080 5 5103 (0,40£0,03)B¢  (19,75+1,33)*8  (0,05£0,00)5°*  (0,14+£0,00)B*  (4,70+0,46)"®  (1,34+0,09)"EC
g SB42 (0,45£0,03)"BC  (17,44+1,15)"8  (0,05£0,00)"BC* (0,11£0,01)"* (3,76+0,10)*  (1,49+0,19)"BC
B Atlag (0,41+0,05) (19,49+2,31)  (0,06+0,01) (0,14+0,03) (4,92+1,15) (1,46+0,15)
Y1667 (0,27+0,03)P*  (29,1942,63)°*  (0,10+0,00)°*  (0,38+0,01)°*  (9,37+1,39)F (2,62+0,24)P*
§ Y1756 (0,30+0,03)°  (25,30+£0,54)C  (0,10+0,00)°*  (0,33+0,03)°*  (9,90+1,52)F (2,79+0,29)P*
= MLO (0,30+£0,00)°*  (26,23+0,42)°*  (0,10+0,00)°*  (0,33+£0,02)*  (7,64+0,84)PF  (2,80+0,21)°*
w38 Atlag (0,29+0,03) (26,90+2,22)  (0,10+0,01) (0,34+0,03) (8,97+1,51) (2,7440,23)
L SDs045.c.t5001 0,03 1,53 0,01 0,02 0,95 0,19
0,04 1,77 0,01 0,02 1,09 0,22

LSDs06s.u.-5.b.

A cellakban a torzsek haromszoros ismétléseinek atlag értékei €s szérasuk szerepel (n=3), a vastagon szedett értékek a faj atlagok és szorasuk (ns.
cerevisiae=18; Ns. uvarum ¢s s. bacillaris=9). Games-Howell post hoc elemzés alapjan az egy oszlopon beliili értékek statisztikailag kiillonboznek (p<0.05): a
kis betlik 220 g/L cukortartalomra vonatkoznak; a nagy betiik 320 g/L cukortartalomra vonatkoznak; a csillag cukor indukalt valtozast jelzi. LSDsy,
a legkisebb szignifikans differenciat jelolik a faj atlagok kozt. LSDsos c-wbbi S. Cerevisiae és a masik két faj kozt; LSDsws.u-sb. S. uvarum és S. bacillaris
kozott. n.s.=nem szignifikans.
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Szerves savak

A S. cerevisiae fajra jellemzO az ecetsavtermelés cukor-fliggd természete, ami komoly
problémat okozhat egyes édes borkiilonlegességek készitése soran (pl. Ribereau Gayon et al.,
2006). Ezzel szemben a S. uvarum egyik elénye az alacsony illosav képzés, illetve egyes térzsek
esetén annak mérsékelt cukorfiiggd mivolta (Magyar et al., 2008a). Rantsiou és munkatarsai
(2017) a S. bacillaris ecetsav termelését hasonlo kiindulasi cukor koncentracio tartomanyon (200-
335 g/L) a cukortartalomtol fiiggetlennek, foként az id6 fliggvényében valtozoként irta le. Ezzel
szemben a jelen vizsgalatban megfigyelt Y1756 és MLO torzsek illosav termelése szamottevéen
ndtt a magasabb cukor fokozaton (12. tablazat). A cukor indukalta valtozas az SB42 és S103 S.
uvarum torzseknél volt a legalacsonyabb, a CBS395 a S. bacillaris-okkal 6sszevetheté mértékben
valtozott, ezt koveti a vizsgalt S. cerevisiae torzsek valtozasa. A S. bacillaris ecetsav termelése az
irodalomban ellentmondasos, ami részben torzsfliiggéssel magyarazhato, de jorészt az elerjesztett
cukor kisebb mennyiségével, ami fajlagosan nagyobb hozamot eredményez. Kisérleteimben a 3
faj ecetsavtermelése hasonld mértékii, azonban a S. bacillaris ecetsav hozama kiemelked6en
magas. Ez a faj limitalt erjesztési képessége miatt nem problematikus, hiszen ipari 1éptékben a
teljes erjedéshez egy Saccharomyces élesztével kombinalva ajanlatos alkalmazni (Nisiotou et al.,
2018; Englezos et al., 2018b,c).

A kisérleti koriilmények kozott minden vizsgélt torzs esetén almasav fogyasztas volt
megfigyelheté mindkét cukor fokozaton. Az ozmotikus stressz okozta valtozas a S. uvarum
CBS395, SB42, S. bacillaris Y1756 és MLO torzseknél volt jelentds, ami a felhasznalt almasavban
valo csokkenést jelentett (12. tablazat). A S. bacillaris negativ cukor fiiggd almasav hasznositasat
Rantsiou és munkatarsai (2017) is megerdsitették.

A torzsek borostyankdsav termelése bordszati viszonylatban alacsonynak bizonyult mindkét
cukor fokozaton (szokasos tartomany borélesztéknél 0,5-2,0 g/L; Radler, 2003). A S. bacillaris
torzsek borostyankdsav hozama szamottevéen magasabb a két Saccharomyces faj torzseinél a 220
és 320 g/L kiindulasi cukortartalom esetén is. Az Y1667 és MLO (S. bacillaris), UVAFERM®PM
(S. cerevisiae), és CBS395 (S. uvarum) borostyankésav termelését negativan befolyasolja az
emelkedd kiindulési cukortartalom.

Az alkoholos erjedés soran keletkezd piroszéldsav €s fumarsav a kierjedt borok szerves
savtartalmanak alkotoja, jellemzden kis koncentracioban vannak jelen (Radler, 2003). Az
alacsonyabb cukor fokozaton a S. bacillaris térzsek nagyon hasonlé mennyiségii piroszéldsavat
termeltek, ami kis mértékben novekedett a 320g/L esetén. A Saccharomyces fajoknal a termelés
atlaga nem valtozott jelentés mértékben, azonban egyes torzsek termelése igen, sét az
UVAFERM®PM, UVAFERM®228 és CBS395 csak 320 g/L esetén bocsétott piroszélésavat a

kozegbe (14. tdblazat). Két torzs (S701, SB42) nem termelt kimutathato pirosz6ldsav mennyiséget.
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A fumarsavat a vizsgalt 6 S. cerevisiae torzs nem termelte kimutathatdé mértékben (DL: 5
mg/L) egyik cukortartalmon sem, mig a vizsgalt S. uvarum torzsek termelése negativ cukor-
fliggéstinek adodott. A S. bacillaris Y1667 torzs csak 220 g/L-en termelt fumarsavat, a masik két
torzs termelése nem valtozott a cukor fiiggvényében. A faj dtlagokat tekintve a S. uvarum fumarsav
metabolizmusa magasabb 220 g/L-en a S. bacillaris-nal, azonban 320 g/L-en nincs kiilonbség
koztiik.

220 g/L-en a fajok pirosz6losav és fumarsav termelési tendenciaja alatamasztja Magyar ¢és
munkatarsai  (2014) megfigyeléseit (100 g/L kiinduldsi cukortartalom, minimal média,
ammonium/glutaminsav N-forras). Azonban az Englezos ¢s munkatarsai (2018a) altal vizsgalt két
S. bacillaris térzshoz képest (230 g/L kiindulasi cukortartalom, szintetikus must kzeg, 200 mg/L
Osszetett N-forras) jelentdsen alacsonyabb mértékben képezték mindkét savat a jelen munkaban
megfigyelt torzsek. Ebbol kovetkeztethetiink arra, hogy van, akar szamottevd, fajon beliili
variabilitds piroszdélésav és fumdarsav termelés szempontjabol fajon beliill. A magasabb cukor
tartomanyban detektalt valtozasrol jelenleg nincs elérheté irodalmi eredmény Gsszehasonlitas
céljabol.

Egyes nem-Saccharomyces élesztok alkalmazasi elénye a savharmonia javitasa a termelt nettd
szerves savak altal, ami bizonyos ’savszegény’ évjaratokban kiemelkedden fontos lehet az
érzékszervi harmonia eléréséhez. Az 0sszes vizsgalt szerves sav cukor hasznositas fliggvényében
torténd alakulasat a 21. abra szemlélteti. A S. bacillaris esetén a cukortartalom novekedésével
jelentdsen novekszik az 6sszes sav metabolizmusa (illosav és egyéb szerves savtermelés, almasav
fogyasztas), mig a Saccharomyces-ek esetén csak kis mértékben novekszik (21. abra). A vizsgalt
S. bacillaris torzsek korlatozottan lehetnek alkalmasak savtartalom ndvelésre, mivel ugyan a netto
szerves sav termelésiik szamottevéen magasabb a Saccharomyces-eknél mindkét cukor fokozaton,
azonban negativ cukorfiiggd almasav felhasznalasuk jelentds. Tovabba kombinalt erjesztés soran
ezen tulajdonsagok megnyilvanulasa fiigghet pl. a S. bacillaris rész populacio érvényesiilésétol az
erjedés soran, a teljes mikrobakozosséget alkotd élesztdk  szinergens/antagonista

egytittmiikdésétol is.
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21. abra: A vizsgalt metabolizalt szerves savtartalom alakuldsa. A: 220 g/L kiindulasi
cukortartalom, B: 320 g/L kiindulasi cukortartalom esetén. *borostyankdsav, piroszéldsav,

fumarsav, D- és L-tejsav. A fekete vizszintes vonal a 0,0 g/L értéket jeloli.

Minor metabolitok

A magasabb rendii alkoholok koziil a 2,3-butandiol és az acetoin termelés is jelentdsen
kiilonbozott a vizsgalt fajok esetén. A Saccharomyces-ek mindkét cukor fokozaton jelentdsen
magasabb koncentracidoban termelték a 2,3-butandiolt, aminek mennyisége pozitivan valtozik a
cukortartalom novekedésével, mig a S. bacillaris-nal nem volt jelentés valtozas a kiindulasi
cukortartalom fliggvényében. Ezzel ellentétesen a S. bacillaris acetoin termelése kiemelkedd
mindkét cukorfokozaton ellenstilyozva az alacsony 2,3-butandiol termelését (mely két komponens
reverzibilisen egymasba képes alakulni egy enzimes katalizissel az intracellularis térben,

ugyanakkor egymastol fliggetlen termelésiik is lehetséges). A S. bacillaris acetoin termelése
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jelentésen meghaladja a borokban altalanosan mérheté <80 mg/L-es tartomanyt, de nem éri el az
érzékszervi kiiszobot (150 mg/L; Romano et al., 1994). Szekunder metabolitként mindkét
molekula a borjelleg kialakitdsdban vesz részt, érzékszervi jelentdségiik ezen koncentracid
tartomanyban nem szamottevo.

Az acetaldehid az alkoholos erjedés koztes terméke, kis mennyiségben a fermentlébdl is
detektalhatd, altalaban 20-80 mg/L. koncentracidoban (Zamora, 2014), amely tartomanyban
minimalis az érzékszervi jelentdsége. A kiindulasi cukortartalom fliggvényében mindharom faj
esetén nétt a termelés, az UVAFERM®PM, SC57, S701, Y1667 és MLO torzseknél csak a
magasabb cukor fokozaton sikeriilt detektalni. A S. bacillaris torzsek nem mutatnak eltérést ebbol
a szempontbol a vizsgalt Saccharomyces-ektol (14. tablazat).

A fent emlitettek mellett t6bb metabolit (pl. citromsav, D-és L-tejsav, metanol, 2-metil
propanol, 3-metil butanol, 2-3-propandiol, etil acetat, etil laktat, hangyasav, 4-aminovajsav)
koncentracioja allando volt, illetve minimélisan valtozott, az adott mérési modszer (H! NMR)
magas detekcios limitje esetén, és nem adddott kiilonbség sem torzsek, fajok vagy cukortartalom
szerint.

Tovabba a tablazatokban nem szerepel a 2-feniletanol, ami egy értékes, rozsa illatért felelds
komponens, valamint a S. cerevisiae esetén quorum sensing molekulaként azonositott, tehat az
alkoholos erjedés soran kiemelkedd jelent6ségi lehet. Az S. uvarum-ot korabban magas 2-fenil-
etanol termeléként irtak le (pl. Benito et al., 2016). Jelen vizsgalatban csak az SB42 és S103
torzsek termelték a detekcios limit (25 mg/L) feletti koncentracioban (csupan néhany mg-mal
magasabb koncentracioban), aminek mennyisége nem valtozott a kiinduldsi cukortartalom
fiiggvényében. Ugyanakkor az H' NMR mérési modszer nem kimondottan alkalmas kis
kiiszobe sem kellden alacsony. Azonban a mintak egy részének igen magas maradék cukortartalma
miatt a GC-vel torténd ill6 metabolit vizsgalatok akadalyba iitkoztek (fél6 volt a szamottevo

maradék cukor a minta-parologtatoba vald beleégése).
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14, tablazat: Nem illékony kis metabolitok a modell mustban 28 napot kdvetéen, 220 és 320 g/L kiindulasi cukortartalom esetén.

Cukor
konc Fumarsav Pirosz6l6sav Acetaldehid
g/L Faj Torzs (mg/L) (mg/L) Butandiol (mg/L) Acetoin (mg/L) (mg/L)
UVAFERM®PM N.D. N.D. (586,00+54,69) N.D. N.D.
SC57 N.D. (19,67£12,12) (548,00+27,84) N.D. N.D.
RA100 N.D. (48,00£10,15) (442,67+103,02) (22,67+10,41) (12,33+8,33)
S701 N.D. N.D. (538,67+36,35) (10,00+6,93) N.D.
§ UVAFERM®228 N.D. N.D. (48333+86,95)  (12,67+8,50)  (9,33+5,77)
% SB12 N.D. (33,67£15,31) (549,67+174,77)  (18,00£2,78) (11,67+9,81)
y Atlag N.D. (26,39+21,00)% (524,72+93,40)* (13,56+12,02)* (10,06:6,04)**
< CBS395 (8,00+0,00) N.D. (533,00£97,28) (71,00£18,73)  (19,00+4,24)
- e $103 (5,33+3,46)  (30,00+5,57) (623,00+119,49)  (41,53423,62)  (16,33+0,58)
g SB42 (9,3340,58) N.D. (553,67+87,32)  (14,00+0,00)  (10,33+6,35)
; Atlag (7,50+3,16)* (22,67+15,26)* (569,89+97,51)>* (42,18+28,92)° (14,75+6,52)°
Y1667 (5,00£3,21)  (29,67£3,21) N.D. (139,67+29,28) N.D.
§ Y1756 (5,5040,71)  (26,00+1,41) N.D. (106,50+6,36) (12,50+11,31)
% MLO (5,33+£6,61)  (27,67£1,53)  (105,67+£68,70) (131,00+33,45) N.D.
':5 Atlag (5,33£2,60)° (27,89+2,37)°*  (101,22+39,67)° (127,22+26,01)° (9,89+5,93)**
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14. tablazat folytatas

Cukor

konc Fumarsav Pirosz6l6sav Acetaldehid
g/L Faj Torzs (mg/L) (mg/L)  Butandiol (mg/L) Acetoin (mg/L) (mg/L)
UVAFERM®PM N.D. (20,33£13,28)  (983,67+124,12) (34,33£7,77) (15,67+4,04)
SC57 N.D.  (27,33#3.21)  (985,33499.43)  (22,33+4,73)  (10,00+6,93)
RA100 N.D.  (46,00+4,58)  (964,67+20,79)  (37,6743,51) (14,67+10,12)
S701 N.D. N.D.  (840,00422,72)  (22,67+4,73)  (10,00+6,93)
§ UVAFERM®228 N.D. (24,00£15,21)  (589,00£152,54)  (25,67+7,23)  (11,67+8,08)
§ SB12 N.D.  (34,0042,65) (1020,67+71,28)  (32,335,77)  (11,00+7,00)
hy Atlag N.D. (28,44+17,60)"B (897,22+173,05)**  (29,17+7,81)" (12,17+7,53)**
S CBS395 (5,00£321)  (26,67£3,06)  (522,00£192,29)  (35,10£7,39)  (29,67+6,11)
c S103 (5,00£0,00)  (25,33£3,21)  (855,674227,85)  (69,33+22,81)  (19,33+3,79)

S
g SB42 (6,67+0,58) N.D.  (806,00£150,25)  (21,33+1,53) (9,3345,77)
o Atlag (5,56+2,09)" (23,67+13,20) (727,89+228,41)** (41,92+24,55)" (19,44+12,38)5"
Y1667 N.D.  (32,67+2,52)  (109,67+75,63) (159,00425.87)  (16,67+0,58)
% Y1756 (5,6740,58)  (36,67£6,81)  (140,67+34,63) (142,33425,79)  (14,33+1,15)
S MLO (6,67+0,58)  (43,33+3,21)  (101,33+61,20) (137,00+32,08)  (13,67=1,53)
f,- Atlag (5,4443,14)"8  (37,56+6,13)5%  (117,22+72,41)® (146,11£26,26)® (14,89+1,69)**

A cellakban a torzsek haromszoros ismétléseinek atlag értékei és szordsuk szerepel (n=3), a vastagon szedett értékek a faj atlagok €s szdrasuk (ns.
cerevisiae=18; Ns. uvarum ¢s . bacillaris=Y). Kereszttabla elemzés alapjan kis betlivel jelolve: az adott fajok kozt szignifikans kiilonbség (p<0.05) 220 g/L cukor
esetén, nagy betiivel jelolve: az adott fajok kozt szignifikans kiilonbség (p<0.05) 320 g/L cukor esetén, a csillag a cukor indukalt valtozast jeloli. Detekcios
limitek: acetoin 10 mg/L, fumarsav 5 mg/L, piroszdlésav 20 mg/L, butdndiol 100 mg/L, acetaldehid 10 mg/L.
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4.3.2.3. Nitrogén hasznositas

Egy faj és ipari jelentOségli torzseinek nitrogén igénye meghatarozo boraszati szempontbdl és
még hangsulyosabb a nem-Saccharomyces fajok esetén, ahol tulnyomé részt kombinalt tizemi
l1éptékli alkalmazas fordul eld. Oligo/multi kultirds erjesztésnél versengés, szinergizmus és
antagonizmus is el6fordulhat a limitalt asszimilalhato nitrogén forrasért (Henschke és Jiranek,
2003; Brice et al., 2018), amely mechanizmusok leirasa az elmult években kezd6daott (pl. Gobert
et al., 2017; Rollero et al., 2018) és jelenleg is folyik. Extrém cukortartalmt kdzegekben még
hangstulyosabb a megfeleld YAN a sikeres és teljes erjesztéshez (Vilanova et al., 2007).
Vizsgalataimban nyomon kdvettem az Osszes asszimildlhaté nitrogén (YAN) mennyiségét,
valamint lehetéségeim szerint néhany aminosav egyenkénti metabolizmusat is.

A modell must egy jol beérett sz6160 YAN mennyiségét (300 mg/L) és mindségi Osszetételét
utanozta, a minimalis fermentacidhoz sziikséges szint (150-200 mg/L) felett, azonban az optimalis
mennyiség alatt (400-500 mg/L; Henschke és Jiranek, 2003).

A torzsek YAN hasznositasa a kezdeti érték 30 és 63%-a kozott ingadozott. A magasabb
cukorfokozaton jelentds csokkenés volt megfigyelhetdé a harom S. bacillaris térzsnél és a két
vizsgalt Saccharomyces faj egyes torzsei esetén is (SC57, RA100, CBS395, S103). Annak
ellenére, hogy a YAN fogyasztds a novekvd cukortartalommal altalanossagban novekszik ez a
jelen esetben nem teljesiil, mivel a vizsgalat cukor tartomanya inkdbb a magas és extrém
koncentraciokat foglalja magéban. Ezek alapjan ugy tlinik, hogy az extrém cukor tartomanyban a
nitrogén metabolizmus bizonyos mértékben represszalt (15. tiblazat). Az alacsonyabb
cukorfokozaton a S. bacillaris abszolat YAN felvétele a Saccharomyces torzsekkel 6sszevetheto,
ami egy korabbi vizsgalattal egybehangz6 (Gonzalez et al., 2018b). A S. bacillaris elerjesztett
cukorra szamitott fajlagos YAN fogyasztasa ugyanakkor mintegy kétszerese volt a S. cerevisiae
atlagos értékeinek, és dsszevethetd a S. uvarum atlagaval. Az ozmotikus stressz minden faj esetén
csokkenést eredményezett a nitrogén felvételben, de legkevésbé a S. cerevisiae-t érintette (0,56
mg/g-rol 0,48 mg/g-ra torténd valtozas). A S. uvarum és a S. bacillaris fajlagos YAN felvétele
majdnem felez6dott, és a S. cerevisiae értékéhez kozeli szintre csokkent (1,03 mg/g-rol 0,56 mg/g-
ra, illetve 1,18 mg/g-rol 0,50 mg/g-ra). Ez a tulajdonsag kimondottan eldnyds lehet kevert kultaras
erjesztés esetén magas vagy extrém kiindulasi cukortartalmi kdzegekben.

A prolin a mustokban jelentés mennyiségben fordul eld, igy alacsony asszimilalhato nitrogén
mennyiségii kdzegek esetén megfeleld tartalék lehetne, ha a borélesztok szamottevd mértékben
hasznositanak, azonban oxigén szegény koriilmények kozt erre nem képesek (Gonzalez et al.,
2018b; Englezos et al., 2018a; Prior et al., 2019). Eredményeink ezt alatamasztjak: nem volt
detektalhatd prolin hasznositds a normadl cukor tartoméanyban, azonban 320 g/L esetén kis

mértékben javult a felvétele. A pozitiv cukor indukélta valtozds mindharom vizsgalt fajra igaz,
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azonban a Saccharomyces-ck esetén minimalis novekedés figyelheté meg, ami nagyban torzs
fliggd: UVAFERM®PM, UVAFERM®228 (S. cerevisiae) és CBS395 (S. uvarum) esetén. A S.
bacillaris torzseknél egyontetiien jelentésebb volt a valtozas a magasabb cukortartalom hatasara
(15. tablazat).

Az arginin a természetes mustokban jelentds mennyiségben elérhetd, a Y AN-nak fontos részét
képzd N-forras, korabbi vizsgalatok (munkanként 1-1- torzs vizsgalataval) azt bizonyitottak, hogy
a S. bacillaris kozepes mértékben preferalja (Gobert et al., 2017; Englezos et al., 2018a). Ahogy
a felvett Osszes N mennyisége csokkent az arginin hasznositas is mérséklédik (mg/L-ben
kifejezve), azonban szdzalé¢kos ardnya eltérden alakul (15. tdblazat). A torzsek egy részénél
(UVAFERM®PM, SC57, S701, SB42, Y1667) csokkent a YAN %-aban kifejezett arginin
felhasznalas, a torzsek felénél nem valtozik (RA100, UVAFERM®228, CBS395, S103, Y1756,
MLO), az SB12 esetén pedig megduplazodik 320 g/L-en (15. tablazat). A Saccharomyces-ek kozt
jelentds volt a fajon beliili variabilitas, ami mérsékl6dott a magasabb cukor fokozaton. Jelen
vizsgalatban a harom S. bacillaris agrinin felvétele nem kiilonbozott egymastol (adott cukor
koncentracion beliil), azonban az Y1667 (a YAN szdzalékdban is) és Y1756 torzsek
metabolizalasa csokkent a cukortartalom novekedésével. Gobert és munkatarsai (2017) vizsgalata
alapjan a S. bacillaris jelentdsen lassabban és alacsonyabb mennyiségii arginint hasznositott az S.
cerevsiaie-nél (200 g/L kiindulasi cukortartalom, valodi must, 450 mg/L YAN), amit jelen térzsek
¢s erjesztési koriilmények kozt részben tudunk megerdsiteni 220 g/L-en, mivel a S. cerevisiae
torzsek egy része (UVAFERM®PM, SC57, S701) jelentdsen tobbet fogyasztott a S. bacillaris-nal,
mig masik része dsszevethetd (RA100, UVAFERM®228, SB12). Egy misik vizsgalatban 2 S.
bacillaris torzset vizsgalva (230 g/L kiindulasi cukor, modell must, 200 mg/L YAN) jelentOs
kiilonbség adodott az arginin hasznositisban (Englezos et al., 2018a), amit 220 g/L-en
meger6sitenek az eredményeink (Y1667 kiemelkedik), azonban a magasabb cukortartalmon ez a
kiilonbség mar nem jelentds.

Béar az alkalmazott modelloldat nem tartalmazott alanint, ami a mustban nem jelentds
aminosav, a *H NMR vizsgalati technika lehetévé tette az alanin koncentracié (alanin termelés)
mérését is. A S. uvarum torzsek esetén nem volt detektalhatd alanin termelés, mig a S cerevisiae
esetén ez torzsfliggd tulajdonsag, a harom S. bacillaris torzsnél termelés volt megfigyelhetd. A
termelés mértékét a kiindulasi cukortartalom nem befolyasolta szamottevden, azonban az SC57 S.
cerevisiae, csak 320 g/L-en termelte (15. tablazat). A S. bacillaris alanin termelése 3 nap elteltével
hibahataron beliilinek adodott Gobert et al. (2017) munkajaban és preferalt N-forrasként szerepel,
mig Englezos et al. (2018a) vizsgalataban 270 o6rat kdvetéen az alanin koncentracidja 170%-0S
novekedést mutatott, amihez képest a jelen vizsgalat torzsei atlagosan 10-15 mg/L-rel tobb alanint

termeltek 28 nap erjesztést kovetden.
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A vizsgalt 3 faj 12 torzse eltéréen reagalt N hasznositds szempontjabol a cukortartalom
novekedésére és feltehetden a tobbi alkoholos erjedés alatt jelentkezd stresszre (mint erjesztési
hémérséklet, N-forras limitacio, etanol toxicitds, stb.) is eltéré valaszt adna. Osszességében az
fajon beliili valtozékonysadg jelentésnek bizonyult, emiatt 4atfogd, fajra vonatkozo
kovetkeztetéseket nem érdemes levonni. Azonban ezen eredmények is megerdsitik azt az
altalanosan megfogalmazhatd sziikséget, hogy a kevert kulturas erjesztések kompatibilitasi

kérdéseit érdemes részletekbe menden, torzs szinten vizsgalni.
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15. tablazat: A vizsgalt élesztd fajok néhany nitrogén hasznositéasi tulajdonsdga a modell mustban 28 nap elteltével, 220 és 320 g/L kiindulasi

cukortartalom esetén

E(;Jr!(gr Faj Térzs YAN hasznositas hzrs()z!r;sités - — ?jgmm N Alanin termelés Specifikus YAN
(/L) (mg/L) (mg/L) asznositas (mg/L) o VAN %-dban (mg/L) haszn./cukor
UVAFERM*PM (141,21+12,95)® N.D. (106,67+21,13)>*  (12,24+2.44)  N.D. (0,48+0,06)
Sc57 (196,29+4,60)*  (0,15+0,27) (124,33£17,21)°* (10,31+1,43)  N.D. (0,73+0,02)°
S701 (122,85+5,22)°  N.D. (95,001,004 (12,68+0,13)  N.D. (0,40+£0,02)?
&8 RA1L00 (191,04+2,45)°*  N.D. (64,00+13,53)¢  (5,46+1,15) (39,67+4,04)  (0,79+0,03)«
% UVAFERM®228 (143,43+13,53)® N.D. (68,00+£38,00)®®  (7,75+2,32) N.D. (0,51+0,07)%®
S SBI12 (129,62+4,68)°  N.D. (27,33+28,44)  (3,41+0,59) (40,33+1,53)  (0,42+0,02)>
s Atlag (154,07+31,08)  (0,03+0,11)>*  (91,60+44,74) (8,64+2,18) (13,33+19,46)*  (0,56+0,15)
CBS395 (211,74+4,35)%  N.D. (54,00+14,73)%  (4,17£1,13) N.D. (1,23+0,01)°
§ § 5103 (219,63£2,33)%  N.D. (59,67£11,59)%¢  (4,39+0,86) N.D. (1,28+0,08)°
g SB42 (139,43+14,17)® N.D. (88,67+11,93)®°* (10,31+1,40)  N.D. (0,59+0,08)%
s Atlag (190,27+£39,01)  N.D. (67,44+19,56) (6,29+1,13) N.D. (1,03+0,35)
Y1667 (138,54+15,67)** N.D. (53,33+10,26)°%*  (6,21+1,20) (54,00+1,73)  (1,00+0,13)%
§ Y1756 (172,90+2,55)%*  (3,40+3,86) (39,50+7,78)%%*  (3,69+0,74) (63,50+4,58)  (1,24+0,02)¢
= MLO (173,1246,98)*  (2,53+4,38) (33,67+17,05)¢ (3,11£1,61) (49,33+4,16)  (1,29+0,012)°
s S Atlag (161,52+19,29)  (1,98+3,30)>*  (42,17+14,08) (4,33+1,18) (55,44+6,82)°  (1,18+0,16)
LSDsw%s.c-tsbbi n.s - 27,71 - - 0,18
LSDsys.u.-sb. n.s. - 31,99 - - 0,21
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15. tablazat folytatas

igﬁgr Faj Torzs YAN hasznositds Prolin hasznositas Arginin Alanin termelés Specifikus YAN
@ /L). (mg/L) (mg/L) hasznositas(mg/L) N a YAN %-aban (mg/L) haszn./cukor
UVAFERM*PM  (144,71£6,51)*  (12,30+6,00) (25,66+9,01)**  (2,92+1,01) N.D. (0,58+0,08)"8
Sc57 (142,06+4,67)** N.D. (41,004£9,97)ABC*  (4,70+1,14) (18,14+21,36) (0,48+0,01)"EC
& s7o01 (125,22+6,18)8  (3,97+2,52) (18,33+8,50)"BD  (2,35+1,10) N.D. (0,40+0,04)*
§ RA100 (142,59+3,83)°P  (6,65+6,82) (28,66+26,16)"BC  (3,32+1,50) (48,00+4,04)  (0,50+0,03)"BC
S UVAFERM™228  (136,44£6,94)°C (13,80+0,71) (36,00+19,86)"  (8,38+0,59 N.D. (0,54+0,02)"8C
s SB12 (119,75+8,23)" (0,10+0,17) (58,33+7,63)°P  (7,93+1,00) (22,00£21,07) (0,39+0,04)"
Atlag (135,13+11,01)  (6,14+6,82)**  (29,93+29,54) (4,26£2,21)  (16,11£21,15)" (0,48+0,08)
CBS395 (119,04£9,61)°* (9,87+9,66) (31,00£6,00)°°  (4,24+0,82) N.D. (0,64+0,03)¢
§ % 5103 (114,54+8,51)%* (0,14+0,25) (39,66+18,72)°P  (5,71+2,67) N.D. (0,52+£0,05)BC
> SB42 (126,60+1,30)°P  N.D. (42,33+7,00)"B¢*  (5,43+0,91) N.D. (0,53+0,01)"8C¢
s Atlag (120,06+8,34)  (3,34+6,88)"*  (37,67+13,11) (5,13+1,47) N.D. (0,560,06)
Y1667 (95,70£10,96)°* (18,63+7,64) (18,33+6,66)°P*  (3,08+1,14) (43,00+2,65)  (0,57+0,10)8¢
§ Y1756 (88,93+3,38)°P*  (17,61+4,36) (14,67+5,04)BP*  (2,75+0,92) (48,33+6,81)  (0,46+0,05)"B
= MLO (85,02+12,88)5* (18,30+5,57) (21,67+9,45)P (4,22+1,81)  (40,33+4,73)  (0,48+0,11)"BC
s 8 Atlag (89,88+9,81) (18,18+8,42)%*  (18,22+15,88) (3,35£1,90)  (43,89+5,60)®  (0,50+0,09)
LSDsos.c-tsbbi 8,42 6,03 14,80 - - n.s.
9,72 6,96 17,09 - - n.s.

LSD5%S.u.-S.b.

A cellakban a torzsek ismétléseinek atlag értékei és szorasuk szerepel (n=3), a vastagon szedett értékek a faj atlagok és szorasuk (ns, cerevisiae=18; Ns. uvarum és s.
bacillaris=9). Games-Howell post hoc elemzés alapjan az egy oszlopon beliili értékek statisztikailag kiilonboznek (p<0.05): a kis betiik 220 g/L cukortartalomra
vonatkoznak; a nagy betiik 320 g/L cukortartalomra vonatkoznak; a csillag cukor indukalt valtozast jelzi. LSDse a legkisebb szignifikans differenciat jeldlik a faj
atlagok kozt. LSDsos c-wbbi S. Cerevisiae és a masik két faj kozt; LSDsws.u.-sp. S. uvarum és S. bacillaris kozott. n.s.=nem szignifikans. N.D.=nem detektalt. Detekcios
limit: prolin esetében a fogyasztast a bemért és visszamért érték kiilonbségébdl szamitottam (a visszamért érték detekcids limite 150 mg/L, ugyanakkor minden
mintaban meghaladta ezt az értéket), alanin 35 mg/L.). Az alanin esetén kereszttabla elemzés alapjan kis betiivel jelolve: az adott fajok kozt szignifikans kiillonbség
(p<0.05) 220 g/L cukor esetén, nagy betiivel jelolve: az adott fajok kozt szignifikans kiilonbség (p<0.05) 320 g/L cukor esetén, csillag cukor indukalt valtozas.
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4.3.2.4. Tobbvaltozés metabolit profil vizsgalat

A vizsgalt anyagcseretermékek fenti részletes elemzése utdn, a célzott metabolit profil
normalis eloszlasi tagjainak egyiittes vizsgalata Osszetettebb képet adhat a harom fajrol és
torzseikrol.

10 fontosabb anyagcsere termék alapjan tortént a torzsek vizsgalata fokomponens analizissel,
a kiindulasi cukor koncentraciok szerint (22. abra), amik két faktorba tomdritve a variancia
64,10%-at (220g/L) illetve 71,43%-at (320g/L) magyarazzak. Tekintve, hogy példaul illékony
komponensek vizsgéalata nem tortént (amik a nem magyarazott variancia jelentds részéért felelnek
feltehetden), ez elfogadhatd, magas arany. A score ploton a megfigyelések (az egyes vizsgalt
torzsek elhelyezkedése a dimenzid csokkentett térben), a bi-ploton a megfigyelések és a
fokomponensekbe tomdritett eredeti valtozok iranyultsaga lathatok.

Az elsé fékomponens magasabb értékei nagyobb glicerin termelést, G/F aranyt és fruktdz
hasznositast irnak le, negativ értékei nagyobb arginin hasznositist. A masodik f6komponens
pozitiv térfele magasabb etanol és 220 g/L-en ill6sav termelést irnak le, mig negativ értékeit az
almasav hasznositas hatarozza meg. A borostyankdsav a 3. mig az YAN a 4. faktorban jarul hozza
szamottevOen a variancia magyardzatdhoz (az 22. dbra diagramjain ez 2D-re vetitve lathato). A
két eltérd kiindulasi cukortartalom Osszehasonlitasaban az egyes valtozok nem moédosultak
szamottevoen (pl. eldjel valtds nem mutatkozott).

A vizsgalatba vont anyagcseretermékek alapjan a 3 vizsgalt faj jol elkiiloniil egymastol
mindkét cukorfokozaton (a korrelacido mentes tér mas-mas negyedébe esnek az adott fajba sorolt
torzsek). A S. cerevisiae fajon beliil reprezentalt variabilitdas er6sen megnyilvanul a torzsek
nagyobb szorddasaban. Egy-egy adott térzs két cukorfokozat kozti metabolit profil valtozasat az
M2-3. abra szemlélteti. A PCA elemzésbe vont valtozok alapjan a 100 g/L kiindulasi
cukortartalom valtozas torzSenként eltérd valaszt eredményezett, ezért faj szinten kevés
megallapitds vonhatd le. Osszességében elmondhatd, hogy a 2 dimenzidban &brazolt
korrelaciomentes térben a megfigyelések szamotevéen nem mozdultak el, a S. cerevisiae és S.
bacillaris szoéro6dasa 320 g/L-en nagyobb. A két cukortartalmat 6sszevetve, 320 g/L-en a S. uvarum
¢s S. bacillaris csoport kozéppontok kozti tavolsag csokkent (S. cerevisiae esetén inkabb kétpolusa
a megfigyelések elrendezddése, ezért nem szerencsés a csoport kozéppontjahoz viszonyitani).

Jelen vizsgalatban pozitivan korreldl a glicerin termelés, G/F ardny és frukt6z hasznositas,
valamint az etanol és borostyankdsav termelés. Mig gyengébben, de pozitivan korrelal 220 g/L-en
az alkohol és illosav, borostyankdsav é€s illosav termelés, amik 320 g/L-en fiiggetlenek egymastol.
Egymastol fiiggetlennek bizonyultak: a cukor felhasznalas mértéke, -Osszetétele, a glicerin
termelés és az almasav felhasznalas; illetve az illosav termelés és glikoz fogyasztas, az etanol

termelés ¢és az elfogyasztott YAN. A borostydnkdsav termelés 220 g/L-en negativan korrelal az
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almasav fogyasztassal, mig a magasabb cukorfokozaton egymastol fiiggetleniil alakulnak. A
termelt etanol a felhasznalt gliikdzzal negativan korrelal (220 g/L-en erdsebb, 320g/L-en gyengébb
az Osszefiiggés).

A fenti Osszefiiggések alapjan egyértelmiien megkiilonboztetheté a S. bacillaris torzsek
anyagcsere tevékenysége a vizsgalt Saccharomyces-ektdl, a cukorfokozatok jelentette eltérés
torzsi szinten értelmezhetd.

A kiindulési cukortartalom a fent taglalt fontosabb f6 és minor anyagcseretermékek alakulasat
jelentdsen befolydsolta. A valtozdsok tendenciai fajonként, torzsenként eltérden alakulnak. A S.
bacillaris egyes reakciéi a magasabb cukor jelentette stresszre eltérének adodtak a vizsgalt
Saccharomyces-ekhez képest. A faj értékes tulajdonsagh torzseinek jelent6sége lehet a kozel
jovOben kevert kultiras erjesztések soran, hiszen tobb korabban és/vagy ebben a munkéban leirt
¢s boraszati szempontbdl jelentds tulajdonsaga kivald (pl. extrém cukor tartomanyban moderalt N
igény). Tovabba a bormindséget kevésbé befolyasold, azonban az erjedés lefutdsara hatassal biro,
illetve tobb torzs egyiittes hasznalatdhoz fontos paraméter alapjan is alkalmasnak bizonyul (pl.

netto pozitiv, alanin termelés).
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22. abra: A vizsgalt normalis eloszlast metabolitok fékomponens analizisének score-plotja (A: 220 g/L, B: 320 g/L cukortartalomnal) és- bi-
plotja (C: 220 g/L, D: 320 g/L cukortartalomnal). S. cerevisiae: UVAPM, UVA228, S701, SC57, RA100, SB12; S. uvarum: CBS395, S103, SB42;
S. bacillaris: Y1667, Y1756, MLO.
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4.4, Féliizemi 1éptékii kevert kultiaras Kisérleti erjesztés
A laborléptékli kisérleti eredményeket kovetden egy féliizemi erjesztési kisérlet zarja
vizsgalataimat, ahol a cél az volt, hogy az utobbi években terjedé nem-Saccharomyces éleszté
inokulalasi stratégiakat Osszehasonlitsuk egy S. bacillaris torzs esetén valos boraszati
korilmények kozt. Célom volt tovabba, hogy analitikai és érzékszervi értékelés soran
informaciot nyerjiink a S. bacillaris jelenlétéb6l adéddé modosult metabolit mintazatrol,
modosult bor karakterrol.
Az erjesztéshez hasznalt torzsek kivalasztasa soran figyelembe vettiik korabbi kisérleti
eredményeinket, ami a S. bacillaris esetén tapasztalt nem jelentds térzsek kozti eltérés miatt
az izolalas kozege alapjan tortént (pl. aszabogyd feliiletét preferaltuk gérdogdinnyéhez képest).
A S. cerevisiae partner kivalasztasa szintén e¢l6z6 eredményeink alapjan tortént, tovabba nem
kivantam az alkalmazott torzspalettat tovabb szélesiteni, igy starter kultiraként az Uvaferm®
PM és 228 koziil allt médomban valasztani. A 228 megbizhatd, kiegyensulyozott, moderalt
cukorfogyasztassal jellemezhet6 sajat elokisérleteim alapjan is, tovabba mind a gyakorlatban,
mind pedig boraszati témaju kisérleti munkaban gyakran alkalmazott starter. Alkalmasabb
parnak tlint, mint a rendkiviil robosztus PM, olyan szempontb6l, hogy az aranylag lassi
felszaporodasu S. bacillaris torzsnek lehetéséget hagyjon megnyilvanulni.

1hL-es, hdmérséklet szabalyozott (16 °C) koracél tartalyokban, 60 L-es nem sterilizalt
must mennyiség beoltasa tortént két parhuzamosban:

1. kontrollként, hagyomanyosan csak S. cerevisiae-vel (kereskedelmi starter kultira

rehidratalast kovetéen, Uvaferm®228);

2. ko-inokulacioval: S. cerevisiae (Uvaferm®228) és S. bacillaris (Y1756 térzs YEPD

ferde agarr6l YEPD levesben, majd valodi mustban vald felszaporitassal készitett

anyaéleszt6 kultara 2 v/v%- nyi beoltasa) egyidejli beoltasaval,

3. szekvencialis beoltassal: S. bacillaris (Y1756), majd 96 6ra utan S. cerevisiae

(Uvaferm®228).

Az erjedés 0. és 4. napjan minden tartdly Uvavital komplex tapanyag kiegészitésben
részesiilt.

Tobb dolgot is szem el6tt kell tartani az eredmények értékelése soran a korabbi steril
must/modell mustban térténé monokultiras vizsgalatokhoz képest: a kezdeti autochton
¢lesztobiota osszetételét modositotta a nem-Saccharomyces raoltas, azonban jelenlétiiket nem
sziintette meg teljesen. A nem-Saccharomyces inokulacio ellenére az erjesztés masodik
felében a Saccharomyces dominancia nyilvanul majd meg. Tehat az erjedés dinamikai

kiilonbségek, amennyiben jelentkeznek, varhatdoan nem lesznek szamottevoek, €és ez erjedés
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végére eliminalodnak. Az egyiitt erjeszto torzsek lehetnek egymasra neutralis, szinergens vagy
antagonista hatassal is.

Az erjedés lefutasat az oldhato szarazanyag tartalom mérésén keresztiil kovettiikk nyomon,
amit az 23. abra szemléltet. Az erjedés 4. napjan a kontroll (csak S. cerevisiae) tartalyokban
csokkent legnagyobb mértékben a cukortartalom, a ko-inokulalt és szekvencialis (a mérésig
csak S. bacillaris-sal beoltott) tartalyok kozt — meglepé modon - nem volt kiilonbség.
(Mikroszkopos vizsgalat alapjan a 4. napon a szekvencialis tartalyokban még csak S. bacillaris
sejtek voltak észlelhetdk). Tehat a két torzs egyiittes jelenléte dsszességében lassabb cukor
fogyasztast eredményezett, mint az 6nallo S. cerevisiae esetében. A 4. és 6. nap kozt a ko-
inokulalt tartdlyokban az erjedés lefutdsa meredekebbé valt, mint a kontroll tartdlyokban,
(feltehetden a 4. napra vette at a dominanciat a S. cerevisiae), azonban ez az eltérés is csokkent
majd eltiint a 10. napra. Osszességében elmondhaté, hogy a nagy szdmban inokulalt ismerten
lassu szaporodasu és a S. cerevisiae-hez képest lassan erjesztd S. bacillaris starter nem okozott
szamottevd lemaradast a kontrollhoz képest egyik stratégiaval sem, tehat nem gyakorolt
antagonista hatast. A ko-inokulalas nem eredményezett javulast az erjedési dinamikéban az
erjedés kezdetén a szekvencidlis beoltashoz képest, tehat szinergens hatast sem tudtam
kimutatni.

Az alkoholos erjedés lefutdsanak szempontjabol biztonsagosnak tekinthetd minkét

alternativ stratégia, mivel minden kisérleti bor szarazra erjedt (16. tablazat).

25

Refrakcid %

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Id6, nap

kontroll —@=—ko-inok. —@=—szekv.

23. abra: A kisérleti erjesztések atlagos dinamikéaja, annak szorasaval (n=2)
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A cukor fogyasa mellett érdemes a gliilkoz-fruktdz ardnyt is nyomon kovetni, hiszen az
erdsen fruktofil S. bacillaris eltéréen modosithatja az el nem erjesztett cukor 6sszetételét. Tovabba
a G/F arany arulkodik az erjesztésben valo részvételérdl is a kiillonbozo inokulalasi médokon.

Az erjedés 4. napjan a maradék cukor teljes mennyiség (G plusz F) a ko-inokulalt
tartalyban valamivel kisebb, mint a szekvencidlis kezelésii tartdlyban, ami magyarazhato a
kétszeres mennyiségli ¢élesztdsejt jelenlétével. A G/F aranyban azonban csak minimalis
kiilonbségeket tapasztaltunk a kiilonbozé kezelések kozott, ellentétben a varakozéasainkkal. A
szekvencialis technika esetén az erjedés 4. napjaig onmagaban erjeszt6 S. bacillaris kdzel azonos
eredményt produkélt a maésik két oltdsi moddal. A steril kdzegben torténd, monokultiras,
mikrovinifikacios erjesztések sokszoros gliikoz talsulyat (Magyar et al., 2008a; Magyar és Toéth,
2011; Ranstiou et al., 2017; valamint lasd 4.3.2. fejezet) nem produkalta a S. bacillaris egyik
beoltasi modon sem, amit egyéb (a kisérlet inditdsahoz képest részben késébb megjelend) irodalmi
adatok is megerdsitenek (Englezos et al., 2016; Englezos et al., 2018c; Nisiotou et al., 2018). Mas
kisérleti elrendezésben pedig, az erjedés soran a 4. és 7. napon nagyobb kiilonbségrol szamolnak
be a beoltasi modozatok kozott, mint jelent esetben, azonban ez szintén megsziinik az erjedés
végére (Englezos et al., 2019).

A 7. napon az elerjesztett cukor mennyiségében is jelentds a kiilonbség a 24. dbra alapjan:
a szekvencialis tartalyokban szamottevéen magasabb a cukortartalom (gliikoz talsullyal), ahol a
S. cerevisiae-nek a raoltast kovetden rovidebb ideje volt felszaporodni/ cukrot fogyasztani. A S.
cerevisiae a kontroll tartalyokban kozepes, addig a ko-inokuldlt tartalyok cukortartalma a
legalacsonyabb.

A fent emlitett eltérések mind a maradék cukortartalom, mind a G/F arany tekintetében az
erjesztés végére elmosddtak, minden tartaly szarazra erjedt. Mivel egy teljes érettségben levo szo16
mustjat erjesztettiilk sem a cukor mennyisége, sem pedig a kezdeti kedvezé G/F arany (1:1) nem
tette indokoltta, hogy fajélesztd beoltassal ne fogyjon el a redukélo cukortartalom tilnyomo része.
Valamint az erjedés soran a két faj cukor preferencidja kiegésziti egymadst, ebbdl a szempontbol
versengéssel nem kell szamolni, s6t a S. bacillaris ajanlhaté extrém gliikofil éleszt6kkel

kombinalva kiegyensulyozott erjedési profil elérésére.
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24. abra: A kisérleti borok gliilkoz-fruktdz aranyanak atlaga az erjedés 4. (rdoltés elétt), a
7. napjan (megkozelitéleg a felénél) és a 14. napon (kierjedt ajborbol). Az eltérd kis és
nagy betlik szignifikans eltérést jelentenek egytényezds varianciaanalizis Tukey’Post hoc

elemzése alapjan az adott erjedési napon beliil (p<0,05; n=2)

A kierjedt borok alapanalizise rendkiviil hasonlo, nincs szignifikans kiilonbség a kezelések
kozt, a f6 boralkotok szempontjabdl, amit két mddon is értelmezhetiink. Egyrészt megnyugtato,
hogy nem befolyasolja a nem-Saccharomyces éleszté hasznalat a fontos mindség meghatarozo
komponenseket negativ iranyba, mint a titralhatdé sav-, alkohol- vagy illésav koncentracio.
Ugyanakkor a S. bacillaris eredetileg, 6nallo erjesztés soran leirt metabolit mintazata nagyon
gyengén nyilvanul meg, ami megkérddjelezi, hogy milyen mértékben volt képes az erjesztésben
részt venni, vagy felveti, hogy valtozik-e egylittes erjesztés soran az anyagcseréje.

Akar szamottevé alkohol tartalom csokkenést és glicerin tartalom novekedést lehetett volna
prognosztizalni a beoltott nem-Saccharomyces inokulacio eredményeként, azonban ez csak kis
mértékben nyilvanul meg, amit alatamaszt, hogy a lathaté eltérés egytényez6s ANOVA alapjan a
szignifikancia hataron billeg, p=0,1 esetén igazolhaté is (alkohol: F=6,672, p=0,078; glicerin:
F=8,435, p=0,058). Az elmult években felmeriilt egyes nem-Saccharomyces-ek hasznalata
kombinalt erjesztésre (Quiros et al., 2014; Contreras et al., 2015; Englezos et al., 2016; Rocker et
al., 2016; Lemos et al., 2019) kimondottan alkohol csokkentés és harmoénia javitas céljabol,
azonban adott paraméterek mellet a vizsgalt €lesztd par erre korlatozottan tiint alkalmasnak, mivel

legnagyobb mértékii csokkenés mindossze 0,6v/v%-0s volt (ko-inokulécio).
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A termelt illosav értékekben nincs kiilonbség a monokultiras és kombinalt beoltasok
kozott, mennyisége még valos iizemi léptékii erjesztésben is elfogadhato lenne. Kordbbi
vizsgalatok mas S. bacillaris torzsek esetén S. cerevisiae-vel valdo kombinalt erjesztés soran az
alacsony ecetsav képzést figyeltek meg (pl. Comitini et al., 2011; Englezos et al., 2017). Egy
koréabbi vizsgalatban laboratoriumi 1éptékben a ko-inokulacidéval szemben a szekvencialis beoltas
bizonyult eldnyosebbnek, mivel jelentds ecetsav tartalom csdkkenés volt megfigyelhetd (atlag
csokkenés 1,20 g/L-r6l 0,64 g/L-re) (Rantsiou et al., 2012). Ezzel szemben Lencioni és
munkatarsai (2018) szintén laboratoriumi 1éptékben S. cerevisiae és S. bacillaris tiszta és ko-
kultaras erjesztését dsszevetve 14 °C-on nem figyelt meg kiilonbséget, 20 °C-on azonban kisebb
mértekll volt az illosav képzés a kombinalt beoltas esetén. A fent citalt vizsgalatokbol is lathato,
hogy a S. bacillaris monokultiraban magasabb, egyes torzsek kimondottan magas (Englezos et
al., 2016) illésavat termelnek, mig kevert kultiraban ez valtozé mértékben mérséklodik, az
intraspecifikus variabilitisnak koszonhetden. Osszességében a S. bacillaris ecetsav termelése
elfogadhat6, de erdsen torzsfliiggd. Bar a faj sok boraszatilag értékes tulajdonsaggal rendelkezik,
ez a tulajdonsaga nem tartozik a kiemelked6k kozé, hiszen egyéb nem-Saccharomyces-ek sokkal
elényosebbnek bizonyultak (Bely et al., 2008; Domizio et al., 2011).

Osszességében, jelen koriilmények kozt inkabb elhanyagolhato a hatdsa a kombinalt faj
hasznalatnak a bor alapvetd alkotoira, annak ellenére, hogy az irodalomban szdmos sikeres
kombinalt erjesztési eredmény talalhaté az elmult évekbdl (pl. Cominiti et al., 20111; Englezos et
al., 2018b,c; Nisiotou et al., 2018; Englezost et al., 2019).

Ebbdl a szempontbol a kisérlet tekinthetd ’sikertelen’ erjesztésnek azonban, ha ipari
implementaciéra gondolunk akkor ez relativ, hiszen a bor nem akadt el az erjedésben, a végtermék
nem lett hibas, bar a vart elényok sem nyilvanultak meg. Tobb lehetséges magyarazat is allhat a
“sikertelenség’ hatterében:

(1) Feltételezhetd a két torzs egymassal vald kompatibilitasanak részleges hianya, nem-
megfelelésége, a S. cerevisiae dominancidja nem-, vagy nagyon limitaltan engedte érvényre jutni
a S. bacillaris-t, ami megnyilvanul mind az etanol mind a glicerin koncentracioban.

(2) A must Osszetevoi kozt volt jelen olyan komponens, ami a S. bacillaris szaporodasat
akadalyozta, mig a S. cerevisiae-t nem.

(3) A must spontan biotajaban volt/ak olyan torzs/ek, amivel nem volt kompatibilis a S. bacillaris
torzs, bar a nagy ¢ldsejtszamu inokulacio miatt a gatlas inkabb valdszintitlen, illetve elképzelhetd,
hogy a S. bacillaris a spontan biota egésze folott nem volt képes dominalni (kiilonésen a

szekvencialis beoltasnal).
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16. tablazat: A kierjedt ujborok alapanalizise. Az eltérd betliik egytényezds varianciaanalizis
Tukey’s Post hoc elemzése szerinti szignifikans kiilonbséget jeldlnek (p<0,05; n=2)

Alkohol(v/v Titralhato Red.cukor
%) sav (g/L) pH (g/L) Ill6sav (g/L) Glicerin (g/L)

Kontroll  (13,57+0,10)* (6,60+0,3)*  (3,56£0,01)* (1,2£03)°  (0,3120,00)* (6,09+0,05)?

Ko-inok.  (12,93+0,06)* (6,60+0,1)*  (3,58+0,01)* (1,3%0,4)*  (0,30£0,30)* (6,86+0,22)*

Szekv.  (13,28+028)* (6,35+0,1)  (3,5740,02)* (1,6+0,1)*  (0,30+0,02)* (6,36+0,24)*

Az érzékszervi vizsgalatot egy vezetett vakkostold keretében, belovo bort kdvetden
végeztiik 10 borkostolasban jartas tagbol allo (nem fogyasztdi) panel segitségével a mennyiségi
leir6 analizissel (QDA). A profilanalizis alapjan az értékelt illat leird tulajdonsagok tobbségében
nem adodott eltérés a S. bacillaris jelenléte miatt, amit a faj neutralis aromatermeld mivolta alapjan
nem is vartunk. A bor testességében, krémességében sem tapasztaltunk pozitiv elmozdulast a
kontrollhoz képest. A legtobb tulajdonsag a S. bacillaris alkalmazasanal mindkét beoltasi mod
esetén egymashoz kozel alakult analitikai vizsgalatok alapjan is (16. tablazat).

A megjelenésben a szekvencidlis beoltasi mod alulmaradt a masik két technikahoz képest, ami
magyarazhat6 az elsé 4 napban kizarolagos S. bacillaris jelenléttel, hiszen az erjedés lassabban
inditja, igy kés6bb érthetd el a CO2 oxidaciotol védo hatasa a folyadék feliiletén. A S. cerevisiae
kontroll a gyiimolcsos illat, savassag, testesség, iz tartdssag, valamint az Osszebenyomas
szempontjabol szamottevéen magasabbnak adodott a nem-Saccharomyces jelenléthez képest (25.
abra).

Mindezek alapjan a jelenleg egyiittesen alkalmazott Uvaferm®228 S. cerevisiae és Y1756 S.
bacillaris nem ajanlhaté kombinalt erjesztésre, mivel minimalis eltérést eredményezett mind a bor
alapvetd analitikai tulajdonsdgaiban, mind érzékszervi karakterében (€s érzékszervileg foként
negativ a valtozéas). Ugyanakkor, kiilonos tekintettel az irodalomban kozolt néhany sikeres
kisérletre, nem szabad ebbdl az egy kisérleti Osszedllitasbol messzemend kovetkeztetéseket
levonni, s6t altaldnositani sem. Mas paraméterekkel rendelkezd mustban, azonos élesztd fajok

mas-mas torzsei ettdl fliggetlentil alkalmasak lehetnek oligostarterként vald alkalmazasra.
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Osszbenyomas*

Sarga megjelenés** Illat intenzitas**

Z6ld megjelenés** GyUmolcsos illat**

iz tartéssag* Savassag*

Testesség**

Kontroll e Koinok. em=Szeky.

25. abra: A kisérleti borok profilanalizisének részlete: a beoltasi modok szerint eltérést mutato
illat és iz leiro tulajdonsagok, dsszbenyomas. A pokhald diagram értékei a parhuzamos tételek és
a biralatok atlag értékei (n=2 x 10), a * szignifikans kiilonbséget jelol p<0,05, a ** szignifikans

kiilonbséget jelol p<0,001.
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4.5. Uj tudomanyos eredmények

1. AS. bacillaris kriotoleranciajat — normal boraszati koriilmények kozott — nem erdsitettem
meg. Kevert tenyészetben, hidegerjesztésnél nem javasolt, sdt a hdmérséklettel pl.
lehtitéssel lehet szabalyozni a részvételét/visszaszoritasat. Ebben a tulajdonsagban
meglepden kicsi volt a fajokon beliili variabilitas. A S. bacillaris szaporodasa alacsony

hémérsékleten, nagy cukortartalom mellett jelentdsen kevésbé szorul vissza.

2. A S. bacillaris szenzitiv az erjesztés kdzegében jelen 1év6 kozepes szénlanct zsirsavakra,
mig a S. cerevisiae és S. uvarum mérsékelten tolerans. A Z. bailii visszaerjedésért gyakran
felelds, romlast okozo élesztd kiemelkedd toleranciaval bir. A kozepes szénlancu zsirsavak
jovObeni lizemi alkalamzéasa soran ez utobbi eredmény komoly limitacidja lehet az erjedés
gatlasnak, tovabba a minimalis hatékony koncentracid meghatarozasakor feltétleniil

figyelembe kell venni.

3. Az erjedés végén mérheté magas extracellularis glicerin kibocsatds mellett, az erjedés
kezdeti intracellularis glicerin termelési dinamika S. bacillaris-nal szamottevéen
kiilonb6z6é a Saccharomyces-ekhez képest. A S. bacillaris 1ényegesen alacsonyabb
intracellularis glicerin felhalmozéassal valaszol az azonos mennyiségli kiindulasi
cukortartalomra, ami arra utal, hogy ennél a fajnal a glicerinnek kisebb jelent6sége van az

ozmotikus stressz elleni védekezésben.

4. S. bacillaris metabolit profil méddosulasa (pl. YAN hasznositds csokkenés, prolin
hasznositas javulasa, az illésav tartalom képzése torzsfiiggd, bizonyos esetekben cukor-
fiiggd mértéki) extrém cukor koncentracion jelentésen eltérd a vizsgalt S. cerevisiae-hez

¢s S. uvarum-hoz képest.

5. A korabbi munkakban elérhetd Drop-teszt (pl. Perez-Torrado et al., 2016) és latomezos
képelemzés (pl. Schneider et al., 2012) osszekapcsolasa és a cellaviszonyok
értelmezésének kidolgozdsa modszerfejlesztésként értelmezhetd. A jelentdsen eltérd
kozegek Osszehasonlitasa valt lehetoveé, a cella viszonyok kidolgozasaval, nem pusztan

szemrevételezéssel, hanem standard mddon, szamszerusitve.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

1. Az el6kisérlet eredményeibél a torzsek kivalasztasan til az aldbbi megerdsitd
kovetkeztetéseket tudtam levonni a két Saccharomyces fajrol korabban ismert boraszati
tulajdonsagokra vonatkozoan.

o Normal cukortartalmu mustokban a boraszati kornyezetbdl szdrmazo S. uvarum
torzsek erjesztési intenzitasa alig marad el a S. cerevisiae torzsekétol.

o Nagy cukortartalmtl, tdpanyagszegény kozegben a S. uvarum torzsek lényegesen
gyengébb erjesztOképességet mutatnak.

o A fruktéz hasznositdas képessége mindkét faj minden vizsgalt torzsében
szignifikans, de egyik fajban sem talaltam kiemelkedd torzseket.

2. A S. bacillaris szaporodasi képességérol kiilonb6zo kornyezeti stresszfaktorok kozt a
kovetkezd megallapitasokat teszem.

o A S. bacillaris hidegttirése az irodalombdl ismerten kriotolerans S. uvarum-hoz
képest elmarad, képes szaporodni alacsony hdmérsékleten, azonban annak
sebessége bor erjesztési koriilmények kozott nem elfogadhato.

o A maximalis fajlagos szaporodési sebességet az alacsony erjesztési hdmérséklet
jobban befolyasolta, mint a maximalis sejtszamot. Az ismerten lassi szaporodasu
nem-Saccharomyces éleszt6 kombinalt alkalmazasakor, a megfeleléen magas
erjedési homérséklet megvalasztasat szem el6tt kell tartani.

o A S. bacillaris kiemelkedé ozmotoleranciaja széles tartomanyban megerdsitést
nyert (220-470 g/L cukor), valamint a cukortiirést hideg stresszel kombinaltan
vizsgalva, 12 °C-on az extrém cukor fokozaton a kriotolerans S. uvarum-nal is jobb
novekedést figyeltem meg. Azonban 6 °C-on a S. bacillaris novekedése nagy
mértékben visszaszorul cukor koncentraciotdl fiiggetlentil.

o A S. bacillaris esetén a két stressztényezo szaporodas gatld hatdsa nem additiv,
hanem a cukor koncentracid emelkedésével, a kiemelkedo ozmotolerancia
meghatarozobb, mint a korlatozott hidegtlirés. Ezen eredmény részben magyardzza,
hogy miért izolalhato nagy gyakorisaggal példaul Tokaji borkiilonlegességekbdl ez
a faj, ahol a cukor koncentracié esetenként extrém magas, az erjedési homérséklet

pedig alacsony (~13 °C).
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3. A kozepes szénlancu telitett zsirsavak gatlé hatasarol kevés volt az irodalmi adat.

o A zsirsavak jelentés szaporodas gatlo hatassal vannak S. bacillaris-ra, azonban az
inhibicio a S. cerevisiae és S. uvarum esetén is jelentds, mig a Z. bailii toleranciaja
a legerGsebb a vizsgalt fajok koziil. A S. bacillaris egyéb elényos tulajdonsagai
(mint hatarozott fruktofilia, alacsony etanol képzés, azonban j6 etanol tolerancia)
alapjan egy erjedésben elakadt tétel ijrainditasara alkalmas fajnak tiint, azonban
limitalt kozepes szénlancu zsirsav tolerancidja miatt megkérddjelezodik
alkalmassaga.

4. Az intracellularis glicerin képzési dinamikat nyomonkovetd vizsgalatbol a kovetkezok
allapithatok meg.

o A S. bacillaris sejten beliili glicerin képzése a Saccharomyces élesztoktdl eltérd
dinamikaval torténik, azoktél mennyiségileg jelentésen elmarad. Ebbdl az
feltételezhetd, hogy a kiemelked6en ozmotolerans fajnak azonos mennyiségii
kiindulési cukortartalom kisebb stresszhatast jelent, valamint feltételezhetd, hogy a
S. bacillaris cukortiirésében a glicerin nem azonos szerepet jatszik, mint a
Saccharomyces-ek esetén, esetleg mas védekezési mechanizmus aktivalodasa is
felmertilhet.

5. A metabolikus profil vizsgalat eredményeit az emelked6 kiindulasi cukortartalom mellett
Osszegezve az alabbi kovetkeztetéseket vontam le.

o A 320 g/L kiindulasi cukortartalom erjesztése soran cukor fogyasztas gorbéje
hasonl6 lefutast a 220 g/L cukortartaloméhoz a vizsgalt S. bacillaris és S. uvarum
torzsek esetén, szamottevd maradék cukortartalommal.

o AS. bacillaris illésav képzése szamottevd intraspecifikus variabilitast mutat, jelen
esetben 2 torzs a kiindulasi cukor fiiggvényében tobb ecetsavat termelt, mig egy
esetben ez nem igazolhat6. Az irodalomban eltérdé adatok taldlhatok, ami tovabb
erdsiti a fenti megallapitast. Csokkentett illosav termelés céljara a S. bacillaris
vizsgalt torzsei nem alkalmasak.

o AS. bacillaris erds fruktofiliaja, mérsékelt etanol és kiemelked6 glicerin termelése
¢s pozitiv cukor-fiiggd mivolta jelen dolgozatban is megerdsitést nyert.

o AS. bacillaris visszafogott nettd szerves savtermelése miatt mérsékelten alkalmas
savszegény évjaratokban harmoniajavitasra.

o A vizsgalt S. bacillaris térzsek azonnal felvehetd nitrogén hasznositasa az extrém
cukor koncentracion mérsékeltnek adodott, tovabba 320 g/L cukortartalom esetén,

kis mértéki prolin hasznositas is megfigyelheté volt. Mindezek a tulajdonsagok
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kimondottan el6nyosek lehetnek kevert kulturas erjesztés esetén magas vagy
extrém kiindulési cukortartalmu kdzegekben.

o A metabolit profil egészét tekintve, a S. bacillaris egyes reakcidi a magasabb cukor
jelentette stresszre jelent6sen eltérének adodtak a vizsgalt Saccharomyces-ekhez
képest. A faj értékes tulajdonsagh torzseinek jelentdsége lehet a kozel jovoben
kevert kulttras erjesztések soran, hiszen tobb korabban és/vagy ebben a munkéaban
leirt és boraszati szempontbol jelentés tulajdonsaga kivalod, és az eltérd
stresszvalaszok jol kompenzalhatjak az erjedés soran fellépd problémakat.

6. A féliizemi kombinalt erjesztési kisérlet alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a ko-
inokulalt vagy szekvencialisan alkalmazott Saccharomyces és nem-Saccharomyces, jelen
esetben S. bacillaris, térzsek kompatibilitasa a sikeres kevert kultiras erjesztés egyik
zéloga.

o Féliizemi léptékben tesztelve alkohol csokkentésre és savharmodnia javitdsra nem
kimondottan alkalmas a Y1756 S. bacillaris és az Uvaferm®228 S. cerevisiae
torzsparositds kombindlt erjesztéssel, beoltasi modtol fiiggetleniil. A vizsgalt
torzsek (Y1756 S. bacillaris és Uvaferm®228 S. cerevisiae) egyiittes alkalmazasa
nem ajanlhatd, az erjedés soran tapasztalt minimalis eltérés, valamint a kierjedt
borban a beoltasi médok elhanyagolhatd analitikai és érzékszervi érvényesiilése
miatt, konvenciondlis S. cerevisiae-vel (Uvaferm®228) véghez vitt erjesztéshez
képest. Ugyanakkor a beoltott fajok mas térzs kombinacidjardl ezen eredménybdl

nem szabad altalanositani.
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6. OSSZEFOGLALAS

A fajéleszté hasznalat az élelmiszeriparban jelentds atalakulason megy keresztiil, amelynek
egyik legfontosabb szintere a boraszat. Uj irdnyzatként a kiilonbozé nem-Saccharomyces élesztok
altalanos jellemzése és szelektalt torzseinek bordszati koriilmények kozotti jellemzése jelenleg is
zajlik. A kilonbozé kombinalt erjesztések hasznalataval a korabban jol definiadlt képességi S.
cerevisiae és S. uvarum torzsek tulajdonsagai is atértékelddnek, illetve wjabb szempontok
meriilnek fel, mint egyiitt erjesztési képesség, egymast tamogatd nitrogén hasznositas stb.

Ennek az oridsi munkaigényli és horderejii kérdéskornek egy részletével foglalkoztam a
doktori képzésem soran: a magas-, vagy extrém kiindulasi cukortartalom szaporodasra és erjesztési
metabolitokra gyakorolt hatdsaval, kiilonbdz0 boraszati jelentOségii élesztdfajok esetén. A S.
bacillaris eddig tobb szempontbél még nem, vagy érintdlegesen definialt tulajdonsagait
hasonlitottam a két legelterjedtebb Saccharomyces éleszt6hoz kiillonbozo stresszhatasok kozt.

A fenti stresszhatdsok koziil f6 fokuszban a magas, vagy extrém kiindulasi cukortartalom all,
aminek szaporodasra és metabolit képzésre gyakorolt hatasat egyarant vizsgaltam. Valamint
onmagaban ¢és a cukortartalommal kombinacidoban az alacsony erjedési homérsékletet és az
elébbiektdl fiiggetleniil a kozepes szénlanct zsirsavak szaporodas gatlo hatasat. Vizsgalataimat
egy féliizemi 1éptékii kombinalt erjesztési kisérlet zarta.

A S. bacillaris kiemelked6é ozmotoleranciaja, fruktofilidja, mérsékelt etanol termelése, magas
glicerin termelése, altalanos mikrobioldgiai értelemben vett hidegtiirése a faj irodalombol is ismert
értékei kozé tartozik, valamint jelen munkaban is megerésitést nyert. Hidegtiirését boraszati
viszonyok kozt vizsgalva megallapithatd, hogy mérsékelt, a S. uvarum kriotoleranciajatol elmarad.
Ozmotolerancidjat a boraszati viszonyok kozt redlis hémérséklet tartomanyra Kkiterjesztve
vizsgaltam, ami alapjan elmondhatd, hogy az erdés cukortiirése dominal 12 °C-on, azonban 6 °C-
0S hémérsékleten mar jelentdsen visszaszorul a szaporodésa.

A S. bacillaris extrém cukortartalomra adott metabolit profil valtozasa a vizsgalt
Saccharomyces-ektdl jelentésen eltérd. Példaul az extrém cukortartalmon jelentkezé mérsékelt
nitrogén igénye €s gyenge prolin hasznositasa elonyds lehet egy kevert kultras erjesztés soran
kiilondsen, ha magas cukortartalmi, nitrogén szegény must erjesztése a cél.

A S. bacillaris illosav termelését korabban a kiindulasi cukortartalomtol fiiggetlennek irtak le
egyes vizsgalatok soran, mig jelen munkdban intraspecifikus variabilitdsnak készonhetden az
ellenkezgjét is megfigyeltem. Az ecetsav termelés, annak mennyisége, és esetenként cukor-fiiggd

képzése miatt nem tartozik a nem-Saccharomyces faj elényei k6zé.
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A S. bacillaris kozepes szénlancu telitett zsirsavakkal szembeni tolerancija gyenge, a vizsgalt
Saccharomyces-ekhez képest elmarad. Ebben a vizsgalatban kiemelkedé ellenallast a vizsgalt Z.
bailii torzsek mutattak. Mivel a zsirsavakat erjedésgatlasra a jovOben a boraszatban is alkalmazni
tervezik, a Zygosaccharomyces balli erés toleranciajat szem el6tt kell tartani.

Ugyan monokultaras S. bacillaris erjesztési kisérletekben kiemelkedGen alacsony etanol és
magas glicerin képzés figyelheté meg, a faj nem képes a sz6l6must 6nallo, teljes kierjesztésére.
Kombinalt alkalmazas esetén mérsékelten, az egyiitt hasznalt torzsek kompatibilitasatol fliggden
nyilvanulhatnak meg a fenti elényds tulajdonsdgok. Tovabba rossz versengdként,
megkérddjelezddik az egyiitt erjesztésben vald részvételének mértéke.

Osszességében S. bacillaris-t igéretes starter jeldltnek tartom, tobb elényds tulajdonsaggal,
ugyanakkor fontos kiemelni, hogy sok értékes tulajdonsaga mellett, bizonyos limitacioit is szem
elétt kell tartani egy lizemi alkalmazas soran. Eredményeim alapjan a jovében kevert kulturas
beoltassal (a kombinalando torzsek kompatibilitasanak széleskorli ellendrzésével) kimondottan

alkalmas lehet magas vagy extrém cukortartalmu, akar botritizalodott alapanyag erjesztésére.
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7. SUMMARY

The starter culture employment changing profoundly in the food industry, in which oenology
is a leading branch. The use of yeast starter culture is under continuous development in the food
industry, and particularly in the winemaking. As a new trend, there is ongoing work on the general
description of various non-Saccharomyces yeasts and on the characterisation of their selected
strains in winemaking environment. The earlier well-defined properties of S. cerevisiae and S.
uvarum is revised during combined fermentations, moreover, there are emerging new aspects as
co-fermentation capability or synergistic nitrogen utilisation etc.

During my doctoral research, | have been focusing on a narrower section of this immense topic,
namely the influence of high- or extremely high initial sugar concentration on the growth and
metabolism of some wine-related yeast species. The poorly or non-defined properties of S.
bacillaris were compared with the two most important and used Saccharomyces yeasts in various
stress conditions.

As stress factor high- or extremely high initial sugar concentration was in the main focus.
Besides, low temperature during fermentation was investigated on its own and in combination with
sugar concentration. Moreover, the inhibition of medium-chain fatty acids was monitored
independently from the earlier factors. As the last step in my research, in a pilot fermentation S.
bacillaris- S. cerevisiae combined fermentation was examined.

The well-known traits of S. bacillaris, as outstanding osmotolerance, fructophilic behaviour,
moderate ethanol-, high glycerol production, and its cold tolerance in ’general microbiological’-
term are confirmed in this work. The cold tolerance of the species, in the oenologically relevant
temperature range was found to be moderate, that is considerably weaker than in S. uvarum. Its
osmotolerance was monitored in the above-mentioned temperature range, where the strong sugar
tolerance was dominant at 12 °C, while at 6 °C its growth was reduced considerably.

The initial sugar induced-change in the metabolite profile of S. bacillaris proved to be different
from that of the investigated Saccharomyces species. As an example, the moderate nitrogen
demand and slight proline utilisation at the extremely high sugar level of S. bacillaris could be
beneficial during co-culture fermentation, especially in high sugar, low nitrogen-containing musts.

The volatile acid production of S. bacillaris was described earlier as independent of the sugar
level, while in this work due to the intraspecific variability both dependent and independent strains
were observed. This trait, and in general the volume of the produced volatile acidity is not a
strength of this non-Saccharomyces species.

S. bacillaris showed higher sensitivity towards medium-chain fatty acids than the investigated

Saccharomyces yeasts, while an outstanding tolerance was found in case of Zygosaccharomyces
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bailii. Since medium-chain fatty acids are planned to be used as inhibitory agents in oenology as
well, during industrial application in the future this feature must be kept in mind.

Although the low ethanol and high glycerol production is highlighted in monoculture S.
bacillaris fermentation, the species on its own is not capable of fermenting a grape juice
completely. During combined fermentation, these beneficial properties and their manifestation
were dependent on the compatibility of the co-fermenting strains. Moreover, the real level of
contribution of S. bacillaris, as a non-robust, slow fermenter, in a co-fermentation is to be checked
thoroughly.

All in all, S. bacillaris is a valuable starter candidate with multiple beneficial traits,
although some of its limitations must be emphasized, especially during industrial applications.
According to the findings of this thesis research, S. bacillaris could be quite a suitable participant
in mixed culture fermentation, especially in the fermentation of high- or extreme sugar-containing,

or even botrytized musts, obviously not without a wide strain compatibility-check.
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M2. A dolgozat kisérleteinek torzs hasznalata

M1. tablazat: A kisérleti munkaban felhasznalt térzsekkel a dolgozatban elvégzett tanulméanyok (az eldkisérletektdl eltekintve)
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*HxC= hOmérséklet és cukor kombinalt stressz
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M3. A statisztikai probak rovid leirasa és feltétel vizsgalata

e Erjedési homérséklet stressz:

A maximalis sejtkoncentracid €s a fajlagos szaporodasi sebességi maximum elemzése
ANOVA-val. A vizsgalat szempontjai: 3 kiillonb6z6 erjedési hOmérséklet és 3 élesztd faj.
Fajonként egy torzs két parhuzamoséanak elemzése.
reziduumok normalitasa teljesiil Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(9)=0,890; p=0,198). A
homogenitas feltétele Levene teszt alapjan nem mindig teljesiil, ezért Games-Howell Post Hoc
elemzést alkalmazok: 6 °C-on Levene teszt alapjan (F(4;10)= 9,053; p=0,002); 12 °C-on Levene
teszt alapjan (F(4;10)=0,912; p=0,493); 20 °C-on Levene teszt alapjan (F(4;10)=1,772; p=0,211).
Az ANOVA eredménye torzsek és hofok szerint: 6 °C-on F(4;10)= 4,716; p<0,05; 12 °C-on
F(4;10)=9,029; p<0,05; 20°C-on F(4;10)= 15,971, p<0,05.

A fajok fajlagos szaporodédsi sebesség maximumanak, erjesztési hdmérséklet szerinti
Osszehasonlitasakor reziduumok normalitasa teljesiil Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(9)=0,900;
p=0,250). A homogenitas feltétele Levene teszt alapjan nem mindig teljesiil, ezért Games-Howell
Post Hoc elemzést alkalmazok: 6 °C-on Levene teszt alapjan (F(4;10)= 2,105; p=0,155); 12 °C-
on Levene teszt alapjan (F(4;10)=3,831; p=0,039); 20 °C-on Levene teszt alapjan (F(4;10)=2,440;
p=0,115). Az ANOVA eredménye torzsek és hoéfok szerint: 6 °C-on F(4;10)= 6,244; p<0,05; 12
°C-on F(4;10)= 2,639; p=0,97; 20 °C-on F(4;10)= 234,882; p<0,05.

A fajok szerinti vizsgalat esetén a fajlagos szaporodasi sebesség maximumanak reziduumainak
normalitasa teljesiil Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(9)=0,900; p=0,250), maximalis sejtszam
reziduumainak normalitasa teljesiil Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(9)=0,890; p=0,198). A
homogenitas feltétele Levene teszt alapjan nem mindig teljesiil, ezért Games-Howell Post Hoc
elemzést alkalmazok: S. cerevsiaie Levene teszt alapjan (F(2,6)= 2,450; p=0,167); S. uvarum
Levene teszt alapjan (F(2,6)=9,257; p=0,015); Y1667 Levene teszt alapjan (F(2,6)= 0,716;
p=0,526), Y1756 Levene teszt alapjan (F(2,6)= 1,895; p=0,230), MLO Levene teszt alapjan
(F(2,6)= 1,895; p=0,230). Az ANOVA eredménye: S. cerevsiaie (F(2,6)= 487,122; p<0,05); S.
uvarum (F(2,6)=47,061; p<0,05); Y1667 (F(2,6)=1644,041; p<0,05), Y1756 (F(2,6)= 793,243;
p<0,05), MLO (F(2,6)= 535,017; p<0,05).

e Kiindulasi cukortartalom jelentette stressz
A maximalis sejtkoncentracio €s a fajlagos szaporodasi sebességi maximum elemzése ANOVA -
val. A vizsgalat szempontjai: 3 kiilonb6z0 kiindulési cukor koncentracié és 3 éleszto faj. Fajonként

egy torzs harom parhuzamosanak elemzése.
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crer

reziduumok normalitasa teljesiil a ferdeség (0,002) és csticsossag (0,929) alapjan. A homogenitas
feltétele Levene teszt alapjan teljesiil: 220 g/L kiindulési cukortartalom Levene teszt alapjan
(F(4;13)=1,760; p=0,213); 270 g/L kiindulasi cukortartalom Levene teszt alapjan (F(4;13)=2,514;
p=0,108); 320 g/L kiindulési cukortartalom Levene teszt alapjan (F(4;13)= 2,198; p=0,142). Az
ANOVA eredménye torzsek és héfok szerint: 220 g/L kiindulasi cukortartalom F(4;13)= 533,828;
p<0,05; 270 g/L kiindulasi cukortartalom F(4;13)= 189,369; p<0,05; 320 g/L kiindulasi
cukortartalom F(4;15)= 332,704; p<0,05.

A torzsek fajlagos szaporodasi sebesség maximumdnak, cukortartalom szerinti
Osszehasonlitasakor reziduumok normalitésa teljestil a ferdeség €s standard hib4janak hanyadosa
(0,659), valamint a cstcsossag és standard hibdjanak hanyadosa alapjan (1,897) alapjan. A
homogenitas feltétele Levene teszt alapjan teljesiil: 220 g/L kiindulasi cukortartalom Levene teszt
alapjan (F(4;13)= 0,182; p=0,942); 270 g/L kiindulasi cukortartalom Levene teszt alapjan
(F(4;13)=0,397; p=0,807); 320 g/L kiindulasi cukortartalom Levene teszt alapjan (F(4;13)=3,592;
p=0,060). Az ANOVA eredménye torzsek €s hofok szerint: 220 g/L kiindulasi cukortartalom
F(4;13)= 15,598; p<0,05; 270 g/L kiindulasi cukortartalom F(4;13)= 12,557; p<0,05; 320 g/L
kiindulasi cukortartalom F(4;13)= 9,488; p<0,05.

A torzsek generacios idejének, cukortartalom szerinti 6sszehasonlitasakor reziduumok normalitasa
teljesiil a ferdeség és standard hibajanak hanyadosa (1,390), valamint a cstcsossag és standard
hibdjanak hanyadosa alapjan (1,512) alapjan. A homogenitas feltétele Levene teszt alapjan
teljesiil: 220 g/L kiindulasi cukortartalom Levene teszt alapjan (F(4;13)= 12,649; p=0,010); 270
g/L kiindulasi cukortartalom Levene teszt alapjan (F(4;13)= 5,425; p=0,014); 20 g/L kiindulasi
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(4;13)= 3,608; p=0,045). Az ANOVA eredménye torzsek és
hoéfok szerint: 220 g/L kiindulasi cukortartalom F(4;13)= 64,960; p<0,05; 270 g/L kiindulasi
cukortartalom F(4;13)=3669,418; p<0,05; 320 g/L kiindulési cukortartalom F(4;13)= 16000,901;
p<0,05.

e Az erjedési homérséklet €s a kiindulasi cukortartalom kombindlt hatdsa a novekedésre
A Drop-teszt alapjan megallapitott novekedési % elemzése ANOVA-val. A vizsgalat szempontjai:
7 kiilonbozd kiindulasi cukorkoncentracid, 3 kiillonbozo erjedési hdmérséklet €s 3 élesztd faj.
Fajonként egy torzs (vagy S. bacillaris esetén 3 torzs atlaga) harom parhuzamosanak elemzése.
Valamint a S. bacillaris esetén a Drop-teszt alapjan megallapitott novekedési % elemzése
ANOVA-val. A vizsgalat szempontjai: 7 kiillonb6zd kiindulasi cukorkoncentracio, 3 kiilonb6zo

erjedési homérséklet és 3 S. bacillaris torzs.
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A fajok hofok szerinti 6sszehasonlitdsakor Box-Cox transzformaciot (0,7) kovetden reziduumok
normalitasa teljesiil a ferdeség (-0,619) és csucsossag (0,410) alapjan. A homogenitas esetenként
feltétele sériil, ezért Games-Howell Post Hoc Osszehasonlitast alkalmazok: 6 °C, 220 g/L
kiindulasi cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;15)= 0,751; p=0,493); 6°C, 270 g/L kiindulasi
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;15= 0,078; p=0,925); 6 °C, 320 g/L kiindulési
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;15)= 3,592; p=0,060); 6 °C, 370 g/L kiindulasi
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;15)= 0,325; p=0,729); 6 °C, 420 g/L kiindulasi
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;15)= 12,490; p<0,001); 6 °C, 470 g/L kiindulési
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;15)= 2,080; p=0,168); 12 °C, 220 g/L. kiindulési
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;15)= 0,938; p=0,418); 12 °C, 270 g/L kiindulasi
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;15)= 2,325; p=0,140); 12 °C, 320 g/L. kiindulési
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;15)= 0,364; p=0,702); 12 °C, 370 g/L kiindulasi
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;15)= 0,213; p=0,811); 12 °C, 420 g/L. kiindulési
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;15)= 1,443; p=0,275); 12 °C, 470 g/L kiindulési
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;15)= 2,100; p=0,165); 20 °C, 220 g/L kiindulasi
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;15)= 8,045; p<0,001); 20 °C, 270 g/L. kiindulési
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;15)= 0,760; p=0,489); 20 °C, 320 g/L kiindulési
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;15)= 1,497, p=0,263); 20 °C, 370 g/L kiindulasi
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;15)= 4,558; p<0,01); 20 °C, 420 g/L kiindulasi
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;15)= 4,336; p<0,001); 20 °C, 470 g/L. kiindulési
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;15)= 0,724; p=0,505). A fajokat héfok és kiindulasi
cukortartalom szerint 0sszehasonlit6 ANOVA eredménye: F(1)= 132,575; p<0,05, valamint a
tényezok kozti interakcio szignifikans (F(28;288)=11,059; p<0,05), ezért a tényezdket szintenként
is teszteltem. Az ANOVA eredménye kiindulasi cukortartalom és héfok szerint: 6 °C, 220 g/L
kiindulasi cukortartalom F(2;15)= 9,832; p<0,05; 6 °C, 270 g/L kiindulasi cukortartalom F(2;15=
23,643; p<0,05; 6 °C, 320 g/L kiindulési cukortartalom F(2;15)= 3,577; p<0,05; 6 °C, 370 g/L
kiindulasi cukortartalom F(2;15)= 20,352; p<0,05; 6 °C, 420 g/L. kiindulasi cukortartalom
F(2;15)=12,490; p<0,001; 6 °C, 470 g/L kiindulasi cukortartalom F(2;15)= 3,581; p<0,05; 12 °C,
220 g/L kiindulasi cukortartalom F(2;15)=3,321; p<0,05; 12 °C, 270 g/L kiindulasi cukortartalom
F(2;15)= 2,525; p=0,496; 12 °C, 320 g/L kiindulasi cukortartalom F(2;15)= 36,668; p<0,05; 12
°C, 370 g/L kiindulasi cukortartalom F(2;15)= 10,968; p<0,05; 12 °C, 420 g/L kiindulasi
cukortartalom F(2;15)=22,215; p<0,05; 12 °C, 470 g/L kiindulasi cukortartalom F(2;15)= 89,950;
p<0,05; 20 °C, 220 g/L kiindulasi cukortartalom F(2;15)= 1,789; p=0,207; 20 °C, 270 g/L
kiindulasi cukortartalom F(2;15)= 3,831; p<0,05; 20 °C, 320 g/L kiindulési cukortartalom
F(2;15)= 6,334; p<0,05; 20 °C, 370 g/L kiindulasi cukortartalom F(2;15)= 10,926; p<0,05; 20 °C,
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420 g/ kiindulasi cukortartalom F(2;15)= 12,572; p<0,05; 20 °C, 470 g/L kiindulasi
cukortartalom F(2;15)= 16,006; p<0,05.

A S. bacillaris torzsenkénti 6sszehasonlitasa 20 °C-on szintén Box-Cox transzformaciot (0,7)
kovetden tortént, ahol a reziduumok normalitésa teljesiil a ferdeség (-0,619) és csucsossag (0,410)
alapjan. A homogenitas feltétele Levene teszt alapjan teljesiil: 20 °C, 25 g/L kiindulasi
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;9)= 4,805;p=0,020); 20 °C, 220 g/L kiindulasi
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;9)= 4,284;p=0,028); 20 °C, 270 g/L kiindulési
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;9)= 0,530;p=0,717); 20 °C, 320 g/L kiindulési
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2:9)= 0,454;p=0,767); 20 °C, 370 g/L kiindulasi
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;9)= 7,382;p=0,005); 20 °C, 420 g/L kiindulési
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;9)= 1,927;p=0,182); 20 °C, 470 g/L kiindulési
cukortartalom Levene teszt alapjan (F(2;9)= 0,275;p=0,888). Az ANOVA eredménye S. bacillaris
torzsenkénti  Osszehasonlitdisa 20 °C-on: 20 °C 25 g/ kiinduldsi cukortartalom
F(2;9)=1,895;p=0,188; 20C, 220 g/L kiindulasi cukortartalom F(2;9)= 1,504;p=0,273; 20 °C, 270
g/L kiindulasi cukortartalom F(2;9)= 4,125;p=0,310; 20 °C, 320 g/L kiindulasi cukortartalom
F(2;9)= 12,577; p<0,05; 20 °C, 370 g/L kiindulasi cukortartalom F(2;9)= 8,649; p<0,05;20 °C,
420 g/L kiindulasi cukortartalom F(2;9)= 5,311; p<0,05; 20 °C, 470 g/L kiindulasi cukortartalom
F(2;9)= 21,692;p<0,05.

o Kozepes szénlanct zsirsav stressz
A Drop-teszt alapjan megéllapitott novekedési % elemzése ANOVA-val. A vizsgalat szempontjai:
5 kiilonb6z6 MCFA koncentracio, és 4 ¢lesztd faj. Fajonként 6t torzs harom parhuzamoséaval
tortént a vizsgalat. Valamint a Drop-teszt alapjan megallapitott novekedési % elemzése ANOVA-
val. A vizsgalat szempontjai: 5 kiilonb6z6 MCFA koncentracio, és 20 €lesztd torzs. Torzsenként
harom parhuzamossal tortént a vizsgalat.
A novekedést faj/torzs és MCFA koncentracid szerint dsszehasonlit6 ANOVA eredménye:
F(12;280)= 16,397; p<0,05, valamint a tényezdk kozti interakcid szignifikdns (F(1)=7767,102;
p<0,05), ezért a tényezoket szintenként is teszteltem.
0 mg/L MCFA szint mellett a vizsgalt fajok eltérd novekedésének reziduumai normélis
eloszlastiak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(60)=0,986; p=0,711). A homogenitas feltétele
Levene teszt alapjdn nem teljesiil, ezért Games-Howell Post Hoc elemzést alkalmazok
(F(3;56)=2,986; p<0,05). ). Az ANOVA eredménye (F(3;56)=0,199; p=0,897).
10 mg/L MCFA szint mellett a vizsgalt fajok eltér6 novekedésének reziduumai normalis

eloszlasuak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(60)=0,976; p=0,272). A homogenitas feltétele
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Levene teszt alapjan teljesiil (F(3;56)=1,980; p=0,127). Az ANOVA eredménye (F(3;56)=38,853;
p<0,05).

20 mg/L MCFA szint mellett a vizsgalt fajok eltérd novekedésének reziduumai normalis
eloszlasuak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(60)=0,986; p=0,724). A homogenitas feltétele
Levene teszt alapjan teljesiil (F(3;56)=4,131; p<0,05). Az ANOVA eredménye (F(3;56)=38,787;
p<0,05).

40 mg/L MCFA szint mellett a vizsgalt fajok eltérd novekedésének reziduumai normalis
eloszlasuak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(60)=0,963; p=0,067). A homogenitas feltétele
Levene teszt nem teljesiil, ezért Games-Howell Post Hoc elemzést alkalmazok (F(3;56)=10,662;
p<0,05). Az ANOVA eredménye (F(3;56)=8,866; p<0,05).

80 mg/L MCFA szint mellett a vizsgalt fajok eltérd ndovekedésének reziduumai normalis
eloszlasuak a ferdeség és standard hibajanak hanyadosa (2,43), valamint a csiicsossag ¢s standard
hibgjanak hanyadosa alapjan (2,49) alapjan. A homogenitas feltétele Levene teszt alapjan nem
teljesiil, ezért Games-Howell Post Hoc elemzést alkalmazok (F(3;56)=26,833; p<0,05). Az
ANOVA eredménye (F(3;56)=180,100; p<0,05).

0 mg/L MCFA szint mellett a vizsgalt S. cerevisiae torzsek eltéré novekedésének reziduumai
normalis eloszlasuak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(15)=0,906; p=0,118). A homogenitas
feltétele Levene teszt alapjan teljesiil (F(4;10)=0,248; p=0,904). Az ANOVA eredménye
(F(4;10)=0,062; p=0,992).

0 mg/L MCFA szint mellett a vizsgalt S. uvarum torzsek eltéré ndvekedésének reziduumai
normalis eloszlasuak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(15)=0,973; p=0,901). A homogenitas
feltétele Levene teszt alapjan teljesiil (F(4;10)=1,374; p=310). Az ANOVA eredménye
(F(4;10)=0,024; p=0,999).

0 mg/L MCFA szint mellett a vizsgalt S. bacillaris torzsek eltéré novekedésének reziduumai
normalis eloszlasuiak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(15)=0,943; p=0,417). A homogenitas
feltétele Levene teszt alapjan teljesiil (F(4;10)=0,450; p=0,770). A homogenitas feltétele Levene
teszt alapjan teljesiil (F(4;10)=0,450; p=0,770). Az ANOVA eredménye (F(4;10)=0,110;
p=0,976).

0 mg/L MCFA szint mellett a vizsgalt Z. bailii térzsek eltéré novekedésének reziduumai normalis
eloszlasuak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(15)=0,979; p=0,960). A homogenitas feltétele
Levene teszt alapjan teljesiil (F(4;10)=1,249; p=0,351). Az ANOVA eredménye (F(4;10)=1,022;
p=0,442).

10 mg/L MCFA szint mellett a vizsgalt S. cerevisiae torzsek eltéré novekedésének reziduumai

normalis eloszlasuak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(15)=0,936; p=0,330). A homogenitas
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feltétele Levene teszt alapjan teljesiill (F(4;10)=0,704; p=0,607). Az ANOVA eredménye
(F(4;10)=0,001; p=1,000).

10 mg/L MCFA szint mellett a vizsgalt S. uvarum torzsek eltéré ndvekedésének reziduumai
normalis eloszlastak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(15)=0,976; p=0,931). A homogenitas
feltétele Levene teszt alapjan teljesiil (F(4;10)=0,770; p=0,569). Az ANOVA eredménye
(F(4;10)=1,449; p=288).

10 mg/L MCFA szint mellett a vizsgalt S. bacillaris torzsek eltéré novekedésének reziduumai
normalis eloszlasiak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(15)=0,960; p=0,693). A homogenitas
feltétele Levene teszt alapjan teljesiil (F(4;10)=0,736; p=0,588). Az ANOVA eredménye
(F(4;10)=4,214; p<0,05).

10 mg/L MCFA szint mellett a vizsgalt Z. bailii torzsek eltéré novekedésének reziduumai normalis
eloszlastiak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(15)=0,925; p=0,232). A homogenitas feltétele
Levene teszt alapjan teljestil (F(4;10)=3,045; p=0,070). Az ANOVA eredménye (F(4;10)=3,026;
p=0,071).

20 mg/L MCFA szint mellett a vizsgalt S. cerevisiae torzsek eltéré ndovekedésének reziduumai
normalis eloszlastiak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(15)=0,896; p=0,082). A homogenitas
feltétele Levene teszt alapjan teljesiil (F(4;10)=0,380; p=0,818). Az ANOVA eredménye
(F(4;10)=4,514; p<0,05).

20 mg/L MCFA szint mellett a vizsgalt S. uvarum torzsek eltér6 novekedésének reziduumai
normalis eloszlastiak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(15)=0,932; p=0,289). A homogenitas
feltétele Levene teszt alapjan teljesiil (F(4;10)=1,203; p=0,368). Az ANOVA eredménye
(F(4;10)=0,670; p=0,627).

20 mg/L MCFA szint mellett a vizsgalt S. bacillaris térzsek eltéré novekedésének reziduumai
normalis eloszlastiak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(15)=0,918; p=0,179). A homogenitas
feltétele Levene teszt alapjan teljesiil (F(4;10)=2,730; p=0,090). Az ANOVA eredménye
(F(4;10)=5,723; p<0,05).

20 mg/L MCFA szint mellett a vizsgalt Z. bailii torzsek eltéré novekedésének reziduumai normalis
eloszlastiak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(15)=0,979; p=0,959). A homogenitas feltétele
Levene teszt alapjan teljesiil (F(4;10)=0,973; p=0,464). Az ANOVA eredménye (F(4;10)=7,777;
p<0,05).

40 mg/L MCFA szint mellett a vizsgalt S. cerevisiae torzsek eltéré novekedésének reziduumai
normalis eloszlastiak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(15)=0,954; p=0,597). A homogenitas
feltétele Levene teszt alapjan teljesiil (F(4;10)=0,619; p=0,659). Az ANOVA eredménye
(F(4;10)=4,194; p<0,05).
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40 mg/L MCFA szint mellett a vizsgalt S. uvarum torzsek eltéré novekedésének reziduumai
normalis eloszlastiak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(15)=0,930; p=0,270). A homogenitas
feltétele Levene teszt alapjan nem teljesiil (F(4,10;)=5,559; p<0,05), ezért Games-Howell Post
Hoc analizist alkalmaztam. Az ANOVA eredménye (F(4;10)=5,373; p<0,05).

40 mg/L MCFA szint mellett a vizsgalt S. bacillaris térzsek eltéré novekedésének reziduumai
normadlis eloszlastak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(15)=0,932; p=0,291). A homogenitas
feltétele Levene teszt alapjan teljesiil (F(4;10)=0,244; p=0,907). Az ANOVA eredménye
(F(4;10)=2,346; p=0,125).

40 mg/L MCFA szint mellett a vizsgalt Z. bailii torzsek eltéré novekedésének reziduumai normalis
eloszlastiak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(15)=0,956; p=0,623). A homogenitas feltétele
Levene teszt alapjan teljestil (F(4;10)=1,064; p=0,423). Az ANOVA eredménye (F(4;10)=8,934;
p<0,05).

80 mg/L MCFA szint mellett a vizsgalt S. cerevisiae torzsek eltéré novekedésének reziduumai
normalis eloszldsuak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(15)=0,967; p=0,807). A homogenitas
feltétele Levene teszt alapjan teljesiil (F(4;10)=0,796; p=0,554). Az ANOVA eredménye
(F(4,10)=10,807; p<0,05).

80 mg/L MCFA szint mellett a vizsgalt Z. bailii torzsek eltéré ndvekedésének reziduumai normalis
eloszlastiak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(15)=0,971; p=0,866). A homogenitas feltétele
Levene teszt alapjan teljestil (F(4;10)=1,554; p=0,260). Az ANOVA eredménye (F(4;10)=12,074;
p<0,05).

e Intracellularis glicerin menedzsment

A sejten beliili és kiviil glicerin koncentracio elemzése ANOVA-val. A vizsgalat szempontjai: 4
kiilonboz6é mintavételi idépont és 3 élesztod faj. Fajonként egy torzs két parhuzamosaval tortént a
vizsgalat.

UVAFERM®PM 72 6ra alatti intracellularis glicerin termelésének reziduumai normélis
eloszlastiak Shapiro-Wilk teszt alapjan teljesiil (Ksw(8)=0,919; p=0,281). A homogenitas feltétele
Levene teszt alapjan nem teljesiil , ezért Games-Howell Post Hoc elemzést alkalmazok
(F(3;12)=4,591; p<0,038). Az ANOVA eredménye (F(3;12)=71,361; p<0,05).

S103 72 ora alatti intracellularis glicerin termelésének reziduumai normalis eloszlastiak Shapiro-
Wilk teszt alapjan (Ksw(8)=0,926; p=0,338). A homogenitas feltétele Levene teszt alapjan teljesiil
(F(3;12)=1,859; p=0,215). Az ANOVA eredménye (F(3;12)=38,286; p<0,05).

Y1756 72 ora alatti intracellularis glicerin termelésének reziduumai normalis eloszlasuak Shapiro-
Wilk teszt alapjan (Ksw(8)=0,942; p=0,529). A homogenitas feltétele Levene teszt alapjan teljesiil

(F(3;12)=0,252; p=0,858). Az ANOVA eredménye (F(3;12)=1,552; p=0,275).
145



A vizsgalt torzsek 0. 6raban intracellularis glicerin termelésének reziduumai normalis eloszlastak
Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(6)=0,938; p=0,561). A homogenitas feltétele Levene teszt alapjan
teljesiil (F(2;9)=1,094; p=0,393). Az ANOVA eredménye (F(2;9)=49,849; p<0,05).

A vizsgélt torzsek 4. érdban intracellularis glicerin termelésének reziduumai normalis eloszlastiak
Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(6)=0,940; p=0,585). A homogenitas feltétele Levene teszt alapjan
teljesiil (F(2;9)=1,783; p=0,247). Az ANOVA eredménye (F(2;9)=9,065; p<0,05).

A vizsgalt torzsek 24. Oraban intracelluldris glicerin termelésének reziduumai normalis
eloszlasuak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(6)=0,906; p=0,287). A homogenités feltétele Levene
teszt alapjan teljesiil (F(2;9)=6,161; p<0,05). Az ANOVA eredménye (F(2;9)=353,387; p<0,05).
A vizsgélt torzsek 72. oOrdban intracellularis glicerin termelésének reziduumai normalis
eloszlasuak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(6)=0,941; p=0,592). A homogenitas feltétele Levene
teszt alapjan nem teljesiil, ezért Games-Howell Post Hoc elemzést alkalmazok (F(2;9)=1,554;
p=0,260). Az ANOVA eredménye (F(2;9)=65,970; p<0,05).

A vizsgalt torzsek 72. ordban extracellularis glicerin termelésének reziduumai normalis
eloszlasuak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(6)=0,924; p=0,427). A homogenitas feltétele Levene
teszt alapjan teljesiil (F(2;9)=0,263; p=0,777). Az ANOVA eredménye (F(2;9)=55,702; p<0,05).

e Metabolikus profil vizsgélat

MANOVA-val. A vizsgalat szempontjai: 2 eltérd kiindulasi cukortartalom ¢€s 3 élesztd faj, vagy
12 élesztd torzs. Fajonként harom torzs harom parhuzamosaval tortént a vizsgalat.

A 220 g/L cukortartalmon a vizsgalt fajok fobb metabolitjai Box- Cox (0,2) transzfomaciot,
Winzorizacidt kovetden sem egy, sem tobb dimenzids outlierrel nem rendelkeznek. Egy dimenzids
closzlasuk Shapiro-Wilk teszt alapjan normalis: alkohol tartalom (Ksw(36)=0,955; p=0,152);
glicerin tartalom (Kks(36)=0,943; p=0,064); illosav tartalom (Ksw(36)=0,971; p=0,447); fogyott
YAN tartalom (Ksw(36)=0,957; p=0,173); arginin tartalom (Kks(36)=0,957; p=0,177); G/F
tartalom (Kks(36)=0,950; p=0,105); fogyott almasav tartalom (Ksw(36)=0,965; p=0,301);
borostyankdsav tartalom (Ksw(36)=0,955; p=0,155); gliikéz koncentracio (KKS(36)=0,143;
p=0,059); frukt6éz koncentracid (Ksw(36)=0,128; p=0,143) (t6bb dimenzids normalis eloszlasuk
ebbdl feltételezett). Szorasuk esetenként nem homogén Levene teszt alapjan, ezért Games- Howell
Post Hoc elemzést alkalmazok: alkohol tartalom (F(2;33)=2,807; p=0,075); glicerin tartalom
(F(2;33)=2,961; p=0,066); illosav tartalom (F(2;33)=3,464; p<0,05); YAN tartalom
(F(2;33)=10,700; p<0,05); arginin tartalom (F(2;33)=2,223; p=0,124); G/F arany (F(2;33)=9,957;
p<0,05); almasav tartalom (F(2;33)=1,760; p=0,188); borostyankdsav tartalom (F(2;33)=2,764;

p=0,078); gliikoz koncentracié (F(2;33)=6,679; p<0,05); fruktéz tartalom (F(2;33)=9,844;
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p<0,05). A térzsenkénti MANOVA eredménye (Wilk’s A<0,001; F(96)=10,341; p<0,05) alkohol
tartalom (F(11;24)=1,449; p=0,215); glicerin tartalom (F(11;24)=74,689; p<0,01); illosav tartalom
(F(11;24)=77,046; p<0,01); fogyott almasav tartalom (F(11;24)=3,868; p=0,03); borostyankdésav
tartalom (F(11;24)=5,221; p<0,01).A fajonkénti MANOVA eredménye (Wilk’s A=0,002;
F(24)=37,745; p<0,05), ezért a tényezOket szintenként is teszteltem.; alkohol tartalom
(F(2;32)=184,636; p<0,01); glicerin tartalom (F(2;32)=50,582; p<0,01); illésav tartalom
(F(2;32)=25,773; p<0,01); almasav tartalom (F(2;32)=32,608; p<0,01); borostyankdsav tartalom
(F(2;32)=10,776; p<0,01).
A 320 g/L cukortartalmon a vizsgalt fajok fo6bb metabolitjai Box- Cox (0,3) transzfomdciot,
Winzorizéacidt kovetden sem egy, sem tobb dimenzids outlierrel nem rendelkeznek. Reziduumaik
egy dimenzids eloszlasuk normalis: alkohol tartalom (Kks(36)=0,135; p=0,097); glicerin tartalom
(Kks(36)=0,982; p=0,824); illosav tartalom (Ksw(36)=0,957; p=0,173); YAN tartalom
(Ksw(36)=0,963; p=0,263); arginin tartalom (Kks(36)=0,957; p=0,178); G/F tartalom
(Kks(36)=0,978; p=0,672); almasav tartalom (Ksw(36)=0,959; p=0,200); borostyankésav
tartalom (Ksw(36)=0,967; p=0,358); gliikoz koncentracio a feredeség (0,074) és a csucsossag
alapjan (-0,631); frukt6z koncentraci6 (Ksw(36)=0,117; p=0,200) (tobb dimenziés normalis
eloszlasuk ebbdl feltételezett). Szordsuk esetenként nem homogén Levene teszt alapjan, ezért
Games- Howell Post Hoc elemzést alkalmazok: alkohol tartalom (F(2;33)=15,578; p<0,05);
glicerin tartalom (F(2;33)=4,578; p<0,05); illésav tartalom (F(2;33)=1,614; p=0,214); YAN
tartalom (F(2;33)=12,105; p<0,05); arginin tartalom (F(2;33)=3,280; p=0,050); G/F arany
(F(2;33)=0,358; p=0,701); almasav tartalom (F(2;33)=1,760; p<0,05); borostyankdsav tartalom
(F(2;33)=1,171; p=0,323); gliikoz koncentracio (F(2;33)=39,223; p<0,05); fruktéz tartalom
(F(2;33)=20,189; p<0,05). A torzsenkénti MANOVA eredménye (Wilk’s A<0,001; F(34)=19,051;
p<0,05); alkohol tartalom (F(11;24)=34,661; p<0,01); glicerin tartalom (F(11;24)=24,750;
p<0,01); illésav tartalom (F(11;24)=27,826; p<0,01); fogyott almasav tartalom (F(11;24)=14,176;
p<0,01); borostyankdsav tartalom (F(11;24)=9,647; p<0,01). A fajonkénti MANOVA eredménye
(Wilk’s A=0,002; F(34)=34,957; p<0,05); alkohol tartalom (F(2;32)=129,052; p<0,01); glicerin
tartalom (F(2;32)=16,843; p<0,01); illosav tartalom (F(2;32)=31,925; p<0,01); almasav tartalom
(F(2;32)=4,263; p=0,012); borostyankosav tartalom (F(2;32)=13,770; p<0,01).
A 2 cukortartalom koézottit MANOVA CBS395 (Wilk’s A<0,001; F(1)=615,824; p<0,05); alkohol
tartalom (F(1;5)=1766,744; p<0,01); glicerin tartalom (F(1;5)=46,290; p<0,01); ill6sav tartalom
(F(1;5)<0,001; p=0,991); fogyott almasav tartalom (F(1;5)=7,005; p=0,057); borostyankdsav
tartalom (F(1;5)=2,349; p=0,200).
A 2 cukortartalom kozétti MANOVA MLO (Wilk’s 2=0,001; F(1)=236,443; p<0,05); alkohol
tartalom (F(1;5)=881,846; p<0,01); glicerin tartalom (F(1;5)=0,334; p=0,594); illésav tartalom
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(F(1;5)=71,367; p<0,01); fogyott almasav tartalom (F(1;5)=1,985; p=0,232); borostyankdsav
tartalom (F(1;5)=2,377; p=0,198).

A 2 cukortartalom kozotti MANOVA RA100 (Wilk’s A=0,008; F(1)=236,443; p<0,05); alkohol
tartalom (F(1;5)=254,391; p<0,05); glicerin tartalom (F(1;5)=12,467; p=0,024); ill6sav tartalom
(F(1;5)=27,959; p<0,01); fogyott almasav tartalom (F(1;5)=0,172; p=0,699); borostyankésav
tartalom (F(1;5)=3,664; p=0,128).

A 2 cukortartalom ko6zotti MANOVA S103 (Wilk’s 2=0,001; F(1)=198,872; p<0,05); alkohol
tartalom (F(1;5)=635,952; p<0,05); glicerin tartalom (F(1;5)=15,739; p=0,017); illésav tartalom
(F(1;5)=36,878; p<0,01); fogyott almasav tartalom (F(1;5)=5,245; p=0,084); borostydnkdsav
tartalom (F(1;5)=0,237; p=0,652).

A 2 cukortartalom ko6zotti MANOVA S701 (Wilk’s A<0,001; F(1)=659,753; p<0,05); alkohol
tartalom (F(1;5)=34,804; p<0,01); glicerin tartalom (F(1;5)=0,049; p=0,835); illésav tartalom
(F(1;5)=2673,445; p<0,01); fogyott almasav tartalom (F(1;5)=5,368; p=0,081); borostydnkdsav
tartalom (F(1;5)=13,495; p=0,021).

A 2 cukortartalom kozotti MANOVA SB12 (Wilk’s A<0,001; F(1)=6111,861; p<0,05); alkohol
tartalom (F(1;5)=22,528; p<0,01); glicerin tartalom (F(1;5)=1,846; p=0,246); illoésav tartalom
(F(1;5)=180,243; p<0,01); fogyott almasav tartalom (F(1;5)=22888,446; p<0,01); borostyankdsav
tartalom (F(1;5)=4,715; p=0,096).

A 2 cukortartalom kozotti MANOVA SB42 (Wilk’s A=0,001; F(1)=397,868; p<0,05); alkohol
tartalom (F(1;5)=129,890; p<0,01); glicerin tartalom (F(1;5)=26,438; p<0,01); illésav tartalom
(F(1;5)=0,370; p=0,576); fogyott almasav tartalom (F(1;5)=133,759; p<0,01); borostyankésav
tartalom (F(1;5)=14,668; p=0,019).

A 2 cukortartalom kozétti MANOVA SC57 (Wilk’s A=0,010; F(1)=255,439; p<0,05); alkohol
tartalom (F(1;5)=21,434; p<0,01); glicerin tartalom (F(1;5)=7,501; p=0,052); illosav tartalom
(F(1;5)=172,528; p<0,01); fogyott almasav tartalom (F(1;5)=0,500; p=0,519); borostyankdsav
tartalom (F(1;5)=27,374; p<0,01).

A 2 cukortartalom kdzdtti MANOVA UVAFERM®228 (Wilk’s A=0,001; F(1)=239,435; p<0,05);
alkohol tartalom (F(1;5)=1,249; p=0,326); glicerin tartalom (F(1;5)=2,583; p=0,183); illosav
tartalom (F(1;5)=481,177; p<0,01); fogyott almasav tartalom (F(1;5)=20,025; p=0,011);
borostyankdsav tartalom (F(1;5)=0,332; p=0,595).

A 2 cukortartalom kozdtti MANOVA UVAFERM®PM (Wilk’s A=0,005; F(1)=55,222; p<0,05);
alkohol tartalom (F(1;5)=254,391; p<0,01); glicerin tartalom (F(1;5)=12,467; p=0,013); illésav
tartalom (F(1;5)=27,959; p<0,01); fogyott almasav tartalom (F(1;5)=0,172; p=0,699);
borostyankdsav tartalom (F(1;5)=3,664; p=0,128).
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A 2 cukortartalom ko6zotti MANOVA Y1667 (Wilk’s A=0,006; F(1)=1379,635; p<0,05); alkohol
tartalom (F(1;5)=1052,192; p<0,01); glicerin tartalom (F(1;5)=20,379; p=0,011); ill6sav tartalom
(F(1;5)=0,155; p=714); fogyott almasav tartalom (F(1;5)=0,267; p=0,633); borostyankdsav
tartalom (F(1;5)=3,964; p=0,117).

A 2 cukortartalom kozétti MANOVA RA100 (Wilk’s A<0,001; F(1)=236,443; p<0,05); alkohol
tartalom (F(1;5)=32,275; p<0,01); glicerin tartalom (F(1;5)=29,003; p<0,01); illésav tartalom
(F(1;5)=17,727; p=0,014); fogyott almasav tartalom (F(1;5)=67,174; p<0,01); borostyankésav
tartalom (F(1;5)=9,006; p=0,040).

Az etanol, glicerin, illésav, borostydnkdsav kihozataldnalanak, a glicerin/etanol aranynak és az
1%etanolhoz felhasznalt cukor mennyiségének elemzése MANOVA-val. A vizsgalat szempontjai:
2 eltérd kiindulasi cukortartalom és 3 élesztd faj, vagy 12 élesztd torzs. Fajonként harom torzs
harom parhuzamosaval tortént a vizsgalat.

220 g/L-en a torzsek fobb metabolitjainak kihozatalanak reziduumainak egy dimenzids eloszlasa
normadlis: alkohol kihozatal (KSW(36)=0,967; p=0,361); cukor 1% etanolhoz a ferdeség ¢s
standard hibdja (2,039) és a csucsossag ¢és standard hibaja alapjan (2,820), glicerin kihozatal
(Ksw(36)=0,973; p=0,521), illosav kihozatal a ferdeség €s standard hibaja (1,944) és a csticsossag
¢és standard hibaja alapjan (2,081), borostyankdsav kihozatal (Ksw(36)=0,963; p=0,264),
glicerin/etanol arany (Ksw(36)=0,986; p=0,921) (tobb dimenzidés normalis eloszlasuk ebbdl
feltételezett). Szorasuk esetenként nem homogén Levene teszt alapjan, ezért Games- Howell Post
Hoc elemzést alkalmazok: alkohol kihoztal (F(11;24)=1,520; p=0,188); cukor 1% etanolhoz
(F(11;24)=4,707; p<0,05); glicerin kihozatal (F(11;24)=2,186; p=0,053); illésav kihozatal
(F(11;24)=4,179; p<0,05); borostyankésav kihozatal (F(11;24)=2,778; p<0,05); glicerin/etanol
arany (F(11;24)=2,074; p=0,066). A MANOVA eredménye torzsenként (Wilk’s A<0,05;
F(66)=14,216; p<0,05); alkohol kihozatal (F(11;24)=60,214; p<0,001); cukor 1% etanolhoz
(F(11;24)=13,655; p<0,001), glicerin kihozatal (F(11;24)=210,132; p<0,001), illésav kihozatal
(F(11;24)=45,952; p<0,01), Dborostyankdésav  kihozatal (F(11;24)=92,382; p<0,001),
glicerin/etanol arany (F(11;24)=196,072; p<0,001). A MANOVA eredménye fajonként (Wilk’s
2=0,236; F(56)=4,941; p<0,05); alkohol kihozatal (F(2;33)=5,947; p<0,008); cukor 1% etanolhoz
(F(2;33)=4,721; p=0,016), glicerin kihozatal (F(2;33)=6,137; p<0,008), illosav kihozatal
(F(2;33)=12,598; p<0,001), borostyankdsav kihozatal (F(2;33)=10,742; p<0,001), glicerin/etanol
arany (F(2;33)=5,307; p=0,010).

320 g/L-en a torzsek fobb metabolitjainak kihozatalanak reziduumainak egy dimenzids eloszlasa
normalis: alkohol kihozatal (Ksw(36)=0,979; p=0,707); cukor 1% etanolhoz a ferdeség és standard
hibaja (1,54) és a csucsossag és standard hibaja alapjan (3,05); glicerin kihozatal (Ksw(36)=0,969;
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p=0,410), illésav  kihozatal (Ksw(36)=0,966; p=0,326), borostyankdsav  kihozatal
(Ksw(36)=0,968; p=0,383), glicerin/etanol arany (KSW(36)=0,956; p=0,161) (t6bb dimenzids
normalis eloszlasuk ebbdl feltételezett). Szorasuk esetenként nem homogén Levene teszt alapjan,
ezért Games- Howell Post Hoc elemzést alkalmazok: alkohol kihoztal (F(11;24)=4,050; p<0,05);
cukor 1% etanolhoz (F(11;24)=3,975; p<0,05); glicerin kihozatal (F(11;24)=1,258; p=0,305);
illésav kihozatal (F(11;24)=2,138; p=0,058); borostyankdsav kihozatal (F(11;24)=2,646; p<0,05);
glicerin/etanol arany (F(11;24)=3,010; p<0,05). A MANOVA eredménye torzsenként (Wilk’s
A<0,05; F(66)=12,603; p<0,05); alkohol kihozatal (F(11;24)=24,433; p<0,001); cukor 1%
etanolhoz (F(11;24)=22,316; p<0,001), glicerin kihozatal (F(11;24)=86,926; p<0,001), illosav
kihozatal (F(11;24)=20,325; p<0,001), borostydnkdsav kihozatal (F(11;24)=63,727; p<0,001),
glicerin/etanol arany (F(11;24)=91,173; p<0,001). A MANOVA eredménye fajonként (Wilk’s
1=0,282; F(56)=4,115; p<0,05); alkohol kihozatal (F(2;33)=7,273; p<0,008); cukor 1% etanolhoz
(F(2;33)=7,612; p<0,008), glicerin kihozatal (F(2;33)=8,410; p<0,001), illésav kihozatal
(F(2;33)=12,318; p<0,001), borostyankdsav kihozatal (F(2;33)=11,531; p<0,001), glicerin/etanol
arany (F(2;33)=8,433; p<0,001).

A 2 cukortartalom kozott; az S. cerevisiae torzsek fobb metabolitjainak kihozatalanak
reziduumainak egy dimenzios eloszlasa normalis: alkohol kihozatal a ferdeség és standard hibaja
(2,650) ¢és a csticsossag ¢€s standard hibdja alapjan (2,673); cukor 1% etanolhoz a ferdeség és
standard hibaja (2,651) és a csucsossag és standard hibaja (1,785) alapjan; glicerin kihozatal a
ferdeség és standard hibaja (0,468) és a csticsossag ¢és standard hibaja (-0,849) alapjan, illésav
kihozatal a ferdeség (1,001) és a csucsossag (1,539); borostydnkdsav kihozatal alapjan a ferdeség
¢s standard hibaja (2,171) és a csucsossag ¢és standard hibaja (0,947); glicerin/etanol arany a
ferdeség (0,070) és a csucsossag (1,384) alapjan (t6bb dimenzids normalis eloszlasuk ebbdl
feltételezett). Szorasuk esetenként nem homogén Levene teszt alapjan, ezért Games- Howell Post
Hoc eclemzést alkalmazok: alkohol kihoztal (F(1;34)=6,484; p<0,05); cukor 1% etanolhoz
(F(1;34)=5,605; p<0,05); glicerin kihozatal (F(1;34)=0,029; p=0,865); illosav kihozatal
(F(1;34)=0,002; p=0,965); borostyankdsav kihozatal (F(1;34)=1,484; p=0,232); glicerin/etanol
arany (F(1;34)=0,680; p=0,415). A MANOVA eredménye (Wilk’s A=0,072; F(29)=62,612;
p<0,05); alkohol kihozatal (F(1;34)=0,863; p=0,359); cukor 1% etanolhoz (F(1;34)=0,989;
p=0,327), glicerin kihozatal (F(1;34)=9,295; p<0,05), illosav kihozatal (F(1;34)=40,184; p<0,05),
borostyankdsav kihozatal (F(1;34)=3,235; p=0,081), glicerin/etanol arany (F(1;34)=7,768;
p<0,05).

A 2 cukortartalom kozott; az S. uvarum torzsek fobb metabolitjainak kihozatalanak reziduumainak
egy dimenzids eloszlasa normalis: alkohol kihozatal a ferdeség (-0,823) és a csticsossag alapjan (-

0,563); cukor 1% etanolhoz a ferdeség (0,951) és a csticsossag (-0,148) alapjan; glicerin kihozatal
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a ferdeség (1,000) és a csucsossag (-0,114) alapjan, illésav kihozatal a ferdeség (0,384) ¢és a
csucsossag (0,123); borostydnkdsav kihozatal alapjan a ferdeség és standard hibaja (3,28) ¢és a
csucsossag és standard hibaja (0,897); glicerin/etanol arany a ferdeség (0,710) és a csucsossag (-
0,734) alapjan (tobb dimenzids normalis eloszlasuk ebbdl feltételezett). Szorasuk esetenként nem
homogén Levene teszt alapjan, ezért Games- Howell Post Hoc elemzést alkalmazok: alkohol
kihoztal (F(1;16)=4,829; p<0,05); cukor 1% etanolhoz (F(1;16)=1,043; p=0,322); glicerin
kihozatal (F(1;16)=0,169; p=0,686); illésav kihozatal (F(1;16)=0,027; p=0,872); borostyankdsav
kihozatal (F(1;16)=0,386; p=0,543); glicerin/etanol ardny (F(1;16)=0,082; p=0,778). A
MANOVA eredménye (Wilk’s 2A=0,026; F(11)=69,346; p<0,05); alkohol kihozatal
(F(1;16)=0,001; p=0,971); cukor 1% etanolhoz (F(1;16)=0,716; p=0,410), glicerin kihozatal
(F(1;16)=40,061; p<0,05), illésav kihozatal (F(1;16)=25,014; p<0,05), borostyankdsav kihozatal
(F(1;16)=5,754; p<0,05), glicerin/etanol arany (F(1;16)=32,191; p<0,05).

A 2 cukortartalom kozott; az S. bacillaris torzsek fobb metabolitjainak kihozatalanak
reziduumainak egy dimenziés eloszlasa normalis: alkohol kihozatal a ferdeség (-0,823) és a
csticsossag alapjan (-0,563); cukor 1% etanolhoz a ferdeség (0,951) és a csucsossag (-0,148)
alapjan; glicerin kihozatal a ferdeség (1,000) és a csticsossag (-0,114) alapjan, illésav kihozatal a
ferdeség (0,384) és a csucsossag (0,123); borostyankdsav kihozatal alapjan a ferdeség és standard
hibaja (3,28) és a csucsossag €s standard hibaja (0,897); glicerin/etanol arany a ferdeség (0,710)
€s a csucsossag (-0,734) alapjan (tobb dimenzids normalis eloszlasuk ebbdl feltételezett). Szordsuk
esetenként nem homogén Levene teszt alapjan, ezért Games- Howell Post Hoc elemzést
alkalmazok: alkohol kihoztal (F(1;16)=2,332; p=0,146); cukor 1% etanolhoz (F(1;16)=2,900;
p=0,108); glicerin kihozatal (F(1;16)=0,640; p=0,436); illésav kihozatal (F(1;16)=1,174;
p=0,295); borostyankdsav kihozatal (F(1;16)=3,033; p=0,101); glicerin/etanol arany
(F(1;16)=2,124; p=0,164). A MANOVA eredménye (Wilk’s A=0,049; F(11)=35,228; p<0,05);
alkohol kihozatal (F(1;16)=16,97; p<0,05); cukor 1% etanolhoz (F(1;16)=7,13; p<0,05), glicerin
kihozatal (F(1;16)=40,061; p<0,05), ill6sav kihozatal (F(1;16)=1,694; p=0,074), borostyankdsav
kihozatal (F(1;16)=6,931; p<0,05), glicerin/etanol arany (F(1;16)=90,659; p<0,05).
MANOVA-val. A vizsgéalat szempontjai: 2 eltérd kiinduldsi cukortartalom és 3 éleszt6 faj, vagy
12 ¢élesztd torzs. Fajonként harom torzs harom parhuzamoséval tortént a vizsgalat.

220 g/ kiindulasi cukortartalmon vizsgalt fajok nitrogénnel kapcsolatos tulajdonsagainak
reziduumai normalis eloszlast kovetnek Shapiro-Wilk teszt alapjan egy dimenzidban: YAN
(Ksw(36)=0,957; p=0,173), arginin (Ksw(36)=0,957; p=0,177), YAN felhasznalas cukor
figgvényében (Ksw(36)=0,962; p=0,248) (t6bb dimenzids normadlis eloszldsuk ebbdl
feltételezett).Az adatsor reziduumainak szordsa nem minden esetben homogén Levene teszt
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alapjan, ezért Games-Howell Post Hoc elemzést alkalmazok: YAN (F(33)=10,700; p<0,05),
arginin (F(33)=2,2323; p=0,124), YAN felhasznalas cukor fiiggvényében (F(33)=1,081; p=0,351).
A MANOVA eredménye torzsenként (Wilk’s A=0,001; F(33)=18,829; p<0,05); YAN
(F(11)=50,136; p<0,01); arginin (F(11)=6,257; p<0,01); YAN felhasznalas cukor fliggvényében
(F(11)=102,219; p<0,01). A MANOVA eredménye fajonként (Wilk’s A=0,056; F(6)=33,204;
p<0,05); YAN (F(2)=18,241; p<0,01); arginin (F(2)=9,125; p<0,01); YAN felhasznalas cukor
fiiggvényében (F(2)=232,417; p<0,01).
320 g/L kiindulasi cukortartalmon vizsgalt fajok nitrogénnel kapcsolatos tulajdonsagainak
reziduumai normalis eloszlast kovetnek Shapiro-Wilk teszt alapjan egy dimenzidban: YAN
(Ksw(36)=0,963; p=0,263), arginin (Ksw(36)=0,957; p=0,178), YAN felhasznalas cukor
figgvényében (Ksw(36)=0,988; p=0,951) (tobb dimenziés normalis eloszlasuk ebbdl
feltételezett). Az adatsor reziduumainak szoérasa nem minden esetben homogén Levene teszt
alapjan, ezért Games-Howell Post Hoc elemzést alkalmazok: YAN (F(33)=12,105; p<0,05),
arginin (F(33)=3,280; p=0,050), YAN felhasznalas cukor fiiggvényében (F(33)=0,519; p=0,600).
A MANOVA eredménye torzsenként (Wilk’s A=0,001; F(33)=23,594; p<0,05); YAN
(F(11)=43,487; p<0,01); arginin (F(11)=11,370; p<0,01); YAN felhasznalas cukor fliiggvényében
(F(11)=80,536; p<0,01). A MANOVA eredménye fajonként (Wilk’s A=0,072; F(6)=28,100;
p<0,05); YAN (F(2)=18,594; p<0,01); arginin (F(2)=11,880; p<0,01); YAN felhasznalas cukor
fliggvényében (F(2)=184,801; p<0,01).
A 2 cukortartalom kozott; az S. cerevisiae torzsek nitrogénnel kapcsolatos tulajdonsagainak
reziduumainak egy dimenzios eloszlasa normalis: YAN a ferdeség és standard hibéja (0,477) és a
csucsossag ¢s standard hibdja alapjan (1,754); arginin a ferdeség ¢s standard hibaja (0,659) és a
csucsossag ¢s standard hibaja (1,450) alapjan; YAN felhasznalas cukor fliggvényében a ferdeség
¢s standard hibaja (1,435) és a csucsossag és standard hibaja alapjan (0,297) (tobb dimenzios
normalis eloszlasuk ebbdl feltételezett). Szorasuk homogén Levene teszt alapjan, YAN
(F(1;16)=2,932; p=0,096), arginin (F(1;16)=0,136; p=0,714), YAN felhasznalas cukor
figgvényében (F(1;16)=0,009; p=0,926). A MANOVA eredménye (Wilk’s A=0,948;
F(32)=0,588; p=0,627).
A 2 cukortartalom ko6zott; az S. uvarum torzsek nitrogénnel kapcsolatos tulajdonsagainak
reziduumainak egy dimenzidés eloszlasa normalis Shapiro-Wilk teszt alapjan: YAN
(Ksw(18)=0,942; p=0,308), arginin (Ksw(18)=0,929; p=0,186), YAN felhasznalas cukor
fiiggvényében (Ksw(18)=0,921; p=0,134) (tobb dimenzidés normalis eloszlasuk ebbdl
feltételezett). Szorasuk homogén Levene teszt alapjan, YAN (F(1;16)=4,433; p=0,051), arginin
(F(1;16)=0,006; p=0,940), YAN felhasznalas cukor fiiggvényében (F(1;16)=0,092; p=0,765). A
MANOVA eredménye (Wilk’s A=0,614; F(14)=2,866; p=0,074).
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A 2 cukortartalom kozott; az S. bacillaris torzsek nitrogénnel kapcsolatos tulajdonsagainak
reziduumainak egy dimenzios eloszldsa normalis: YAN a ferdeség és standard hibaja (0,391) és a
csucsossag ¢s standard hibdja alapjan (1,479); arginin a ferdeség €s standard hibaja (1,120) és a
csucsossag ¢s standard hibaja (0,716) alapjan; YAN felhasznélas cukor fliggvényében a ferdeség
¢s standard hibaja (0,341) és a csucsossag ¢és standard hibaja alapjan (0,094) (t6bb dimenzios
normalis eloszlasuk ebbdl feltételezett Szordsuk homogén Levene teszt alapjan, YAN
(F(1;16)=1,185; p=0,293), arginin (F(1;16)=0,021; p=0,885), YAN felhasznalds cukor
figgvényében (F(1;16)=0,051; p=0,824).A MANOV A eredménye (Wilk’s A=0,464; F(14)=5,400;
p<0,05); YAN (F(1;16)=3,590; p=0,076); arginin (F(1;16)=0,220; p=0,646), YAN felhasznalas
cukor fiiggvényében (F(1;16)=1,645; p=0,218).

A vizsgalt fermentaciés metabolitok: etanol, glicerin, illésav, fogyott almasav, borostyankdsav,
YAN, arginin, glikoz, fruktér, G/F ardny elemézse fokomponens analizissel. A vizsgélat
szempontjai: 2 eltérd kiindulasi cukortartalom és 3 ¢éleszt6 faj, vagy 12 ¢élesztd torzs. Fajonként
harom torzs harom parhuzamosaval tortént a vizsgalat.

A termelt metabolitok fékomponens elemzésének eredménye szignifikans a kovetkezdk alapjan:
Barlett féle szfericitds teszt (¥*(45)=585,865; p<0,001); KMO statisztika (KMO=0,675). A
valtozokat (10) két magyarazo valtozéoba lehet tomoriteni Scree plot alapjan, ami a fajok kiindulasi
cukortartalom alapjan torténd valtozasat 66,96%-ban (F1=44,64%; F2=22,32%) magyarazza. A
megjobb elvalasztas érdekében Varimax rotaciot alkalmaztam.

A 220 g/L-en termelt metabolitok fokomponens elemzésének eredménye szignifikans a
kovetkezok alapjan: Barlett féle szfericitas teszt (x2(45)=288,294; p<0,001); KMO statisztika
(KMO=0,592). A valtozokat (10) két magyarazo valtozdba lehet tomdoriteni Scree plot alapjan,
ami a fajok kiindulasi cukortartalom alapjan torténd valtozasat 64,10%-ban (F1=43,64%;
F2=20,46%) magyarazza. A megjobb elvalasztas érdekében Varimax rotaciot alkalmaztam.

A 320 g/L-en termelt metabolitok fékomponens elemzésének eredménye szignifikans a
kovetkezOk alapjan: Barlett féle szfericitas teszt (¥*(45)=340,169; p<0,001); KMO statisztika
(KMO=0,584). A valtozokat (10) két magyardzo valtozdba lehet tomdriteni Scree plot alapjan,
ami a fajok kiindulasi cukortartalom alapjan torténd valtozasat 71,43%-ban (F1=45,09%;

F2=26,34%) magyardzza. A megjobb elvalasztas érdekében Varimax rotaciot alkalmaztam.

crer

kereszttabla elemzéssel. A vizsgalat szempontjai: 2 eltérd kiindulasi cukortartalom és 3 €éleszto faj.

Fajonként harom t6rzs harom parhuzamosaval tortént a vizsgélat.
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A vizsgalt fajok altal termelt kisebb metabolitok nem kdvetnek normalis eloszlast, ezért a fenti
analizistdl eltérden kereszttabla elemzéssel értékelem alakulasukat.
A 220 g/L kiinduldsi cukortartalom esetén vizsgalt komponensek esetén a fajok kozti
kereszttablaban a peremeloszlasok alapjan, nem minden cellaban magasabb a varhato érték, mint
1 és 5-nél kisebb értékek is eléfordulnak, ezért Fischer Exact tesztje alapjan értékelem az adatokat:
prolin (Exact T.=10,746; p=0,103), alanin (Exact T.=22,688; p<0,05), fumarsav (Exact T.=25,783;
p<0,05), pirosz6lésav (Exact T.=11,652; p<0,05), 2,3-butandiol (Exact T.=33,720; p<0,05),
acetoin (Exact T.=33,894; p<0,05), acetaldehid (Exact T.=10,876; p=0,070).
A 320 g/L kiinduldsi cukortartalom esetén vizsgalt komponensek esetén a fajok kozti
kereszttablaban a peremeloszlasok alapjan, nem minden celldban magasabb a varhato érték, mint
1 és 5-nél kisebb értékek is el6fordulnak, ezért Fischer Exact tesztje alapjan értékelem az adatokat:
prolin (Exact T.=10,461; p<0,05), alanin (Exact T.=24,963; p<0,05), fumarsav (Exact T.=32,909;
p<0,05), piroszdlésav (Exact T.=13,551; p<0,05), 2,3-butandiol (Exact T.=36,850; p<0,05),
acetoin (Exact T.=32,899; p<0,05), acetaldehid (Exact T.=13,510; p<0,05).
A 2 cukortartalom kozott; az S. cerevisiae torzsek kisebb metabolit képzése esetén esetén a cukor
fokozatok kozti kereszttablaban a peremeloszlasok alapjan, nem minden celldban magasabb a
varhatd érték, mint 1 és 5-nél kisebb értékek is eléfordulnak, ezért Fischer Exact tesztje alapjan
értékelem az adatokat: prolin (Exact T.=7,200; p<0,05), alanin (Exact T.=0,120; p=0,500),
fumarsav (mindkét cukor fokozaton konstans), piroszdlosav (Exact T.=2,857; p=0,176), 2,3-
butandiol (mindkét cukor fokozaton konstans), acetoin (mindkét cukor fokozaton konstans),
acetaldehid (Exact T.=7,481; p<0,05).
A 2 cukortartalom kozott; az S. uvarum torzsek kisebb metabolit képzése esetén esetén a cukor
fokozatok kozti kereszttablaban a peremeloszlasok alapjan, nem minden celldban magasabb a
varhat6 érték, mint 1 és 5-nél kisebb értékek is eléfordulnak, ezért Fischer Exact tesztje alapjan
értékelem az adatokat: prolin (Exact T.=2,250; p=0,235), alanin (mindkét cukor fokozaton
konstans), fumarsav (Exact T.<0,001; p=0,765), piroszolésav (Exact T.=0277; p=0,500), 2,3-
butandiol (mindkét cukor fokozaton konstans), acetoin (mindkét cukor fokozaton konstans),
acetaldehid (Exact T.=0,400; p=0,500).
A 2 cukortartalom kozott; az S. bacillaris torzsek kisebb metabolit képzése esetén esetén a cukor
fokozatok kozti kereszttablaban a peremeloszlasok alapjan, nem minden celldban magasabb a
varhat6 érték, mint 1 és 5-nél kisebb értékek is eléfordulnak, ezért Fischer Exact tesztje alapjan
értékelem az adatokat: prolin (Exact T.=14,40; p<0,05), alanin (mindkét cukor fokozaton
konstans), fumarsav (Exact T=0,277; p=0,500), pirosz6lésav (Exact T.=1,059 p=0,500), 2,3-
butandiol (mindkét cukor fokozaton konstans), acetoin (Exact T.=1,059 p=0,500), acetaldehid
(Exact T.=14,400; p<0,05).
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e F¢liizemi erjesztési kisérlet
egyesével ANOVA-val. A vizsgalat szempontja: 3 eltérd beoltasi technika. Beoltasi modonként
két parhuzamossal tortént a vizsgélat.
A kiilonbo6zd oltasi technikdkkal erjesztett borok 4. napi G/F ardnyanak reziduumai normalis
eloszlasuak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(6)=0,957; p=0,217). A homogenitas feltétele Levene
teszt alapjan teljesiil (F(2;9)=0,234; p=0,417). Az ANOVA eredménye (F(2;9)=115,614; p<0,05).
A kiilonb6zd oltasi technikdkkal erjesztett borok 7. napi G/F ardnydnak reziduumai normalis
eloszlasuak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(6)=0,924; p=0,427). A homogenitas feltétele Levene
teszt alapjan teljesiil (F(2;9)=0,301; p=0,577). Az ANOVA eredménye (F(2;9)=177,717; p<0,05).
eloszlasuak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(6)=0,274; p=0,825). A homogenitas feltétele Levene
teszt alapjan teljesiil (F(2;9)=0,212; p=0,450). Az ANOVA eredménye (F(2;9)=8,435; p=0,059).
eloszlastiak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(6)=0,924; p=0,427). A homogenitas feltétele Levene
teszt alapjan teljesiil (F(2;9)=0,261; p=0,447). Az ANOVA eredménye (F(2;9)=115,614; p<0,05).
A kiilonb6z6 oltasi technikékkal erjesztett borok alkohol tartalmanak reziduumai normalis
eloszlastiak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(6)=0,743; p=0,458). A homogenitas feltétele Levene
teszt alapjan teljestl (F(2;9)=0,363; p=0,741). Az ANOVA eredménye (F(2;9)=6,672; p=0,079).
A kiilonbo6z6 oltési technikdkkal erjesztett borok titralhato savtartalméanak reziduumai normalis
eloszlasuak Shapiro-Wilk teszt alapjan (Ksw(6)=0,947; p=0,827). A homogenitas feltétele Levene
teszt alapjan teljesiil (F(2;9)=0,643; p=0,657). Az ANOVA eredménye (F(2;9)=1,191; p=0,416).
Az illatintenzitds, gyiimolcsos illat, savassag, zOld megjelenés, sarga megjelenés elemzése
egyesével ANOVA-val tortént. A vizsgalat szempontja: 3 eltérd beoltasi mdd. Beoltési
moédonként két parhuzamosnak a 10 biralé altali pontszamaval tortént a vizsgalat.
Az érzékszervi birdlati pontszamok reziduumai normalis eloszlasuak a Shapiro-Wilk teszt alapjan:
illat intenzitas (Ksw(19)=0,902; p=0,263), gytiimdlcsos illat (Ksw(19)=0,943; p=0,610), savassag
(Ksw(19)=0,202; p=0,200), zold megjelenés (Ksw(19)=0,902; p=0,263), sarga megjelenés
(Ksw(19)=0,874; p=0,135), illetve a ferdeség és standard hibaja valamint a csticsossag és standard
hib4ja hanyadosa alapjan: 6sszbenyomas (0,123; 2,4), testesség (1,4; 0,02), iz tartossag (0,286;
2,38). A homogenitas feltétele Levene teszt alapjan teljesiil: 6sszbenyomas (F(2;19)=3,296;
p=0,108), illat intenzitas (F(2;19)=2,400; p=0,171), gyiimolcsds illat (F(2;19)=1,937; p=0,224),
savassag (F(2;19)=2,000; p=0,216), testesseég (F(2;19)=2,000; p=0,216), iz tartossag

(F(2;19)=3,231; p=0,112), z6ld megjelenés (F(2;19)=2,400; p=0,171), sarga megjelenés
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(F(2;19)=2,800; p=0,138). Az ANOVA eredménye 0sszbenyomas (F(2;19)=3,912; p<0,10), illat
intenzitds (F(2;19)=5,400; p<0,05), gylimolcsos illat (F(2;19)=5,528; p<0,05), savassag
(F(2;19)=4,000; p<0,10), testessé¢g (F(2;19)=13,500; p<0,05), iz tartossag (F(2;19)=16,961;
p<0,05), z6ld megjelenés(F(2;19)=12,600; p<0,05), sarga megjelenés (F(2;19)=18,900; p<0,05).

M4. A kombinalt stressz vizsgalat kiegészito eredményei
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M1. abra: Starmerella bacillaris (syn. Candida zemplinina) térzsek novekedése %-ban
kifejezve (Y a-B-c atlag), emelkedd cukorkoncentracion, 20 °C-on. Az eltérd betiik egytényezds
varianciaanalizis Tukey’s Post hoc elemzése szerinti szignifikans kiilonbséget jeldlnek (p<0,05;

n=3)
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M5. A vizsgalt torzsek fokomponens analizisének tovabbi abrai
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M2. abra: A vizsgalt torzsek normalis eloszlasu metabolitjainak fékomponens analizise. A két

kiindulasi cukortartalom egyiittes score-plotja.
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Ma. abra: A vizsgalt térzsek normalis eloszlast metabolitjainak fékomponens analizise. A két

kiindulasi cukortartalom egyiittes bi-plotja.
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