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1. Bevezetés

crer

gazdasagi ¢€s ipari szektorban rendkiviili fontossaggal bir. Az Aspergillus nemzetség
tagjaiként az Aspergillus niger és az Aspergillus terreus kimagaslo szervessav termeldk,
¢s az itakonsav azutdbbival torténd eldallitdsaval, az iparban meghatarozo szerephez

jutott az elmult hat évtized soran.!

Az itakonsav egyre ndvekvo jelentdségii a mindennapi életben, kiilonféle teriileteken
megvalosuld alkalmazéasa révén. Egyik f6 eldnye, hogy alkalmas lehet a kdolaj alapt
milanyagok helyettesitésére, hozzajarulva a fenntarthatd fejlodés eléréséhez. Konjugalt
kettds kotésinek kdszdnhetden egy reaktiv vegyiilet,? ezért konnyen polimerizalhatd, igy
ezt a szerves savat U1j generacios polimerek alapanyagaként ismerhetjiik meg, amelyek

kornyezetbarat alternativakat kinalnak a hagyomanyos miianyagokkal szemben.®

Az itakonsav tovabbi potencialis alkalmazasi teriilete az egészségiigy, kiillondsen a
daganatos betegségek kezelése terén rejlik. Az itakonsav alapu hatéanyagok rendkiviil
szelektiven képesek behatolni a daganatos sejtekbe, minimalizalva ezzel a karos hatasokat
a normal sejtekre. Ezaltal az itakonsav alapti készitmények érdekes alternativat
nyujthatnak a hagyomanyos rakterapiakhoz képest, eldsegitve a hatékony és kevésbé

invaziv kezelési lehetéségek kifejlodését.*

Ezek a felfedezések nem csupan az Aspergillus terreus itakonsav fermentaciojanak
mechanizmusat tarjak fel, hanem kiemelkedd lehetdségeket nyljtanak a fenntarthato ipar
¢és az egészségligy terén is. Az itakonsav széleskorli alkalmazasa altal teremtett innovacios
lehetoségek hozzdjarulhatnak a jové kornyezetbarat, illetve hatékony ipari és

egeészségligyl megoldasaihoz.

1 Dr. Kollath Istvan (2022): Doktori disszertacio, 1. old

2 Willke, T. and K.-D. Vorlop (2001): Biotechnological production of itaconic acid. Applied Microbiology and
Biotechnology, 56(3-4), 292. old

% Fekete Erzsébet — Karaffa Levente (2013): Ipari Biotechnoldgia, Lektoralta: Dr. Téth Lasz16 osztalyvezetd
(TEVA Gyogyszergyar ZRt.), Debreceni Egyetem Természettudomanyi és Technologiai Kar Biomérndki
Tanszék, 9.o0ld

4 lvana Perkovi¢, Maja Beus, Dominique Schols, Leentje Persoons, Branka Zorc, Itaconic acid hybrids as
potential anticancer agents, Springer Nature Switzerland AG 2020., 7. old


https://dea.lib.unideb.hu/server/api/core/bitstreams/e5d81686-07f7-4b1c-9978-212bca8d1ed8/content

2. Irodalmi attekintés

1. Fermentacio

A fermentacio egy biokémiai folyamat, ami soran mikroorganizmusok, példaul
gombdk, baktériumok vagy akar emldssejtek biologiai tton kiilonbozd termékeket
allitanak el6. Ez az eljaras kémiai valtozasokat indukal az alkotoelemekben, példaul
cukrok lebontasdval és mas komplex vegyiiletek képzésével. A fermentacid lehetdséget
teremt a gazdasagos ¢€s specifikus reakciok elvégzésére, és széles korli alkalmazésa révén
jatszik kulcsfontossagu szerepet az élelmiszeripartol kezdve, a gyogyszeriparon at, mas

iparagakig.®

2. Aspergillus terreus és itakonsav

Az Aspergillus nemzetség tagjai a vilag szinte minden tajan el6fordulnak. A
nemzetség eddig leirt 350 tagjai kozott morfologiailag kiillonbséget tenni szinte lehetetlen,
igy genomi szekvencidk alapjan torténik a fajmegkiilonboztetés.® Ezeknek a fonalas
gombaknak fontos szerepiik van a szerves anyagok korforgasaban, mert széleskorii enzim
expressziojuk hatasara konnyen le tudjak bontani a lignocellulozt, ezzel olyan
monomerekké alakitva, amelyeket mas él8lények is fel tudnak hasznalni.” Kivald
opportunistak, képesek alkalmazkodni kiilonb6z6 fizikai, kémiai ¢&s biologiai
stresszhatasokhoz, ezért figyelhetd meg jelenlétiik a vilag szinte barmely teriiletén.
Képesek lebontani a természetes és mesterséges szubsztratokat is. Az Aspergillus terreus
egy szaprofita ¢életmodot folytatd gomba, amely konidiosporak segitségével
szaporodik. Fehér szinli micéliumot képez, sporai pedig a kor eldrehaladtaval a fahéj
barna egyre sotétebb arnyalataiban figyelhetok meg. Az Aspergillus terreus gazdasagi
jelentdsége vitathatatlan, az izoldtumokat a biotechnoldgiara ¢épiild iparagakban
itakonsav, illetve enzimgyartasra hasznaljak. Fontos megemliteni, hogy ezen gombak

szamos masodlagos metabolitot termelnek, ezek koziil az ismertebb a lovasztatin, amelyet

® Szegedi Tudoményegyetem (2018. Nov. 14.): Fermentacios technoldgidk az élelmiszeriparban, jegyzet,
tankonyv, 3. old

6 Scott E. Baker and Joan W. Bennett,(2007): “An Overview of the Genus Aspergillus,” in The Aspergilli, 1st
Edition., 12. old

" Baker, S.E (2006): Aspergillus niger genomics : Past, present and into the future. Medical Mycology,
44(Supplement_1), 17-21. old



a magas koleszterinszint kezelésére, a sziv- és érrendszeri betegségek kockazatanak

csokkentésére alkalmaznak. 8

1. abra: Aspergillus terreus mikroszkopos képe (sajat abra)

Az itakonsav (2-metilén butandisav) egy olyan szerves

O CH
|| ” 2 sav, amely eldallitasa az 1940-es évekig nyulik vissza.’
/C\ /C\ Az itakonsav egy szobahdmérsékleten fehér szini
OH CH, (.-T‘_OH kristdlyos  anyag,  konjugalt  kettoskotéseinek

2. dbra: Az itakonsav szerkezeti

Koplete (saidt dhra) koszonhetden egy reaktiv vegylilet, ezért felhasznalasi

lehetdségei széleskorliek: tisztitoszerek, lakkok, akril
tivegek, festékek, milanyagok, polimerek eldallitdsahoz hasznaljak. Az itakonsav
jelentésége abban rejlik, hogy felhasznalasaval kivalthatoak olyan vegyiiletek, amelyeket
jelenleg petrolkémiai Giton éllitanak el8.° Biotechnoldgiai eljarassal, fermentacioval
termelik. A legjobb termel6 torzs az Aspergillus terreus NRRL 1960, amit az amerikai
Northern Regional Research Laboratory fejlesztett ki. 2004-ben az itakonsavat
bevalasztottdk a 12 legigéretesebb biotechnologiai vegyi anyag listajaba, ami nagy
érdeklddést valtott ki a tudoméanyos kdzdsségben, és jelentds kutatdsokat inditott Gitjara a

szerves sav termelésének és alkalmazasanak javuldsat célzoan.!

8 R.A.Samson, S.W.Peterson, J.C.Frisvad, J.Varga (2011): New species in Aspergillus section Terrei

® Lockwood, L.B. and G.E. Ward (1945): Fermentation Process for Itaconic Acid. Industrial & Engineering
Chemistry, 37(4), 405. old

10 Dr. Kollath Istvan(2022): Doktori disszertacio, 4. old

1 juliana Cunha da Cruz, Aline Machado de Castro, Eliana Flavia Camporese Sérvulo (2018): World market and
biotechnological production of itaconic acid, 3 Biotech, Vol 8, Article 138, 4. old


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061614600579#!
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061614600579#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061614600579#!
https://dea.lib.unideb.hu/server/api/core/bitstreams/e5d81686-07f7-4b1c-9978-212bca8d1ed8/content
https://link.springer.com/journal/13205
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3. Az itakonsav fermentacidja és képzodésének biokémiaja

Gliikoz

Az itakonsavat kémiai szintézis utjan is
de
hatékonyak, mint az Aspergillus terreus
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Izocitrat Cisz-akonitat

dekarboxiiz - NOQY a trikarbonsav carrier a mitokondrium
membranban nem citrat/malat, hanem cis-

mukodik. Az

3. abra: Az itakonsav bioszintézise (saiat abra) elven

akonitat/malat
Aspergillus terreus-ra specifikus enzim, az akonitat dekarboxilaz, a cis-akonitatot alakitja

itakonatta.?

A fermentacid soran érdemes gyorsan hasznosuld szénforrast alkalmazni és ezeket is
rendkiviil nagy mennyiségben, ugyanis a termelés 100 g/l koncentracio alatt visszaesik.
A legjobbnak a gliikdz bizonyult, ugyanis ez a természetben leggyakrabban eléfordulo
cukor, ezért hatékonyabb anyagcserettvonalak alakultak ki a feldolgozaséara.!® A gyorsan
hasznosul6 szénforrasok rendkiviil dragak, igy a fermentacio koltségeinek jelentds
hanyadat teszik ki, gazdasdgossagi szempontbol az iparban altaldban alternativ
szubsztratokat alkalmaznak. Az Aspergillus terreus, képes valtozatos Osszetétell
szénforrasokon (gliikoz, xil6z, galaktdz és ramno6z keverékei) termelni, tovabba képesek
még ndvényi eredetli hidrolizatumokat, keményitot, cukornadbol vagy cukorrépabdl nyert
melaszt hasznositani, bar a konverzios ratat és a hozamot jelentdsen visszaveti, ez a lehetd

legkoltséghatékonyabb médja a szénforras biztositasanak.™

A termékhozamot nagyban befolyasolja a morfologia, amelyet a tapkozegben 1€vo
fémionok mennyisége és mindsége hatiroz meg. Példanak okaért a Mn?* ionok jelenléte

fonalas morfologiat eredményez, a micélium laza és elagazo lesz, ami noveli a fermentlé

viszkozitasat, mig a Mn?" hianyaban a gomba kicsi és sitirdi pellet formajaban nd.!

5

12 Steiger, M. G., Blumhoff, M. L., Mattanovich, D., & Sauer, M. (2013): Biochemistry ofmicrobial
itaconic acid production. Frontiers in microbiology, 2. old

13 Karaffa, L., & Kubicek, C. P. (2019): Citric acid and itaconic acid accumulation: variations ofthe
same story?, Applied microbiology and biotechnology, 103, 3. old

14 Fekete Erzsébet and Karaffa Levente (2013): Ipari biotechnoldgia, Debreceni Egyetem

15 Dr. Kollath Istvan (2022): Doktori disszertdcié, 15. old



Mangan(Il)- ion limitalt tenyészetekben — a ndvekedés limitacidja mellett — dramaian
megno a keletkezett itakonsav mennyisége. Rendkiviil magas hozamot lehet termeltetni,
ha két kritikus paramétert: a gyorsan hasznosuld szénforrast és a Mn(Il)-ionok
koncentracidjat megfeleld értéken tartjuk. A szénforrast magas (>10%), a Mn?* - ionok

esetében pedig extrémen alacsony (<3 pg/ 1) értéken.®

4. A fermentaci6 nehézségei

Az Aspergillus terreus itakonsav fermentacidja soran nehézségek meriilnek fel. Ha
limitaljuk a mangan(Il) ionok jelenlétét akar 90%-os specifikus moléris hozamot is
elérhetiink. Viszont a mangan-mentes kornyezetet nehéz és koltséges létrehozni, mert a
fermentécid soran, ahogy nd az itakonsav koncentracioja, azzal parhuzamosan csokken a
pH, és az ionok a korr6zids hatasok miatt a fermentlébe szivaroghatnak. Az iparban ezt
egy olyan technoldgiaval probaljak megoldani, hogy kalium-ferrocianid oldatot adnak a
taptalajhoz, de ez veszélyes, mert magas hdmérsékleten torténik az adagolas, illetve tobb

1épcsdssé teszi a folyamatot.t’

3. Célkituzés

A kutatasom f6 célja a koltséghatékonysag érdekében valo fejlesztes, ennek kapesan
a Mn?* és a POs* ionok egyiittes hatasanak vizsgélata. A Mn?* ionok jelenlétének negativ
hatdsa meghatarozott, viszont az effektus alaposabb megértéséhez széleskorii ismeretekre
van sziikség. Elézetes kutatisok és irodalmi adatok tamasztjak ala, hogy a Mn?* ionok
felvételében egyes foszfat transzporterek is szerepet jatszanak, ezért végeztiink
kisérleteket PO4> ionokkal is. Egy olyan kisérletsorozatot hoztunk létre, amely segit
feltérképezni a mechanizmust és id6profil alapjan meghatérozni a termelést befolyasold
koncentraciokat. A kdolaj alapu vegyiiletek kivaltdsa a jovOre nézve elengedhetetlen,

mivel a Fold kéolaj készletei korlatozottak, fontos a vegyiparindl fenntarthatobb

16 L. Karaffa, R. Diaz, B. Papp, E. Fekete, E. Sandor, and C. P. Kubicek, (2015 Oct): “4 deficiency of
manganese ions in the presence of high sugar concentrations is the critical parameter for achieving high yields
of itaconic acid by Aspergillus terreus,” Appl Microbiol Biotechnol

7 Karaffa L, Diaz R, Papp B, Fekete E, Sandor E, Kubicek CP (2015): A deficiency of manganese ions in the
presence of high sugar concentrations is the critical parameter for achieving high yields of itaconic acid by
Aspergillus terreus, Appl Microbiol Biotechnol, 99:7937



biotechnologiai agazat fejlesztése. A tenger is cseppekbdl épiil fel, és a Mn(ll)-ionok,
illetve PO4* ionok hatasanak pontos megismerése is egy csepp ahhoz, hogy az itakonsavat

koltséghatékonyan lehessen eldallitani, igy széleskdrben elérhetd legyen.

4. Anyagok és modszerek

1. Téaptalajkészités, atoltas

Komponensek Mennyiség (g/l)
Kukoricalekvar 20
NaCl 20
Agar 20
Gliikoz 20
pH=5

1. tablazat: Szilard taptalaj dsszetétele torzsfenntartas soran

A torzsfenntartds soran komplex (1. tablazat) taptalajt alkalmaztunk. A taptalaj
komponenseit (a glikéz kivételével) kimértiik, majd ioncserélt vizben oldottuk.
Kevertetés kozben laboratoriumi pH elektrodaval mértiik, ¢s HCl-oldat adagolaséaval
beallitottuk a taptalaj-oldat megfeleldé pH-értékét. Ezt kovetden hod- és nyomasalld
tivegekbe osztottuk szét a tdpoldatot, majd a megfeleld mennyiségli agar6zt - rendkiviil
gyors tilepedési sebessége miatt - egyenként adagoltuk hozza. A sterilezést 121°C-on 20

percig végeztiik autoklavban.

Az atoltast minden esetben laminaris aramlasu steril fiilke alatt végeztik el. Az
elokészitett steril taptalajhoz hozzaadtuk a gliikoz oldatot, majd egyenletesen szétontottilk
Petri-csészékbe. A kisérleteink soran Aspergillus terreus NRRL 1960 torzzsel
dolgoztunk. Egy 4°C-on tarolt, gazdagon sporazé tenyészetrdl oltottunk at a frissen ontott
taptalajra. Az atoltast kovetden a plateket 37°C-os inkubatorba helyeztiik, 3-4 napig, ami

megfeleld hdmérsékletet biztositott a tenyészetek sporazésahoz.



2. A fermentacio elOkészitése

Az elsd kisérletiinket Mn?* limitalt kdrnyezetben végeztiik 5 I-es fermentorban. A
Mn(I1)-mentes vizet kationcseréld gyantaval toltott oszlopon ioncserélt vizbdl allitottuk
eld.

Az 5 l-es fermentor el6készitése a kovetkez6 modon tortént: a fermentor iveg testének
savazasa HCl-el, majd a rozsdamentes acél alkatrészek mosasa Mn(II)-mentes vizzel. Ezt
kovetden feltoltottiik a fermentort Gigy, hogy a szenzorokat ellepje a Mn(I1)-mentes viz,
ami a sterilezés sordn torténd veszteség hatdsara se menjen a szenzor ald. Az
Osszeszerelést kovetden a  fermentort autokladvban  iiresgdzdés  sterilezéssel
csiramentesitettilk. Ezt a fajta folyamatot - taptalaj nélkiili sterilezés — a reaktor
rozsdamentes acél (< 2% Mn?") részei tették sziikségessé. A hosszan tartd magas
hémérséklet és az alacsony pH tartoményban zajlé fermentaciok korrdziot idézhetnek eld,

aminek hatdséara a fém alkatrész elveszitheti a krom-oxid védorétegét, igy a mangan(Il)-

ionok kioldédésa figyelhetd meg a folyadékban.®

A sooldat és nyomelem oldat elkészitéséhez az adott komponensek megfeleld
mennyiségének kiméréséhez analitikai mérleget hasznaltunk, majd Mn(Il)-mentes vizben
feloldottuk és magneses keverdvel elkevertiik. Szénforrasként steril 50 (w/v)%-0s D-

gliikoz oldatot hasznaltunk.

A spoéraoldatot Biirker-kamraba vittiik fel, és mikroszkop segitségével hatdroztuk meg
a fermentacid inditasdhoz sziikséges spora-szuszpenzid térfogatdt. A fermentaciok

kiindulasi sporakoncentraciojat 1 x 108 spora/ml értékre allitottuk be.

Az inokulum el6éllitasdhoz az FErlenmeyer-lombikokat razogépbe helyeztiik és
paramétereit 200 rpm-re, illetve 33 °C -ra allitottuk. A fermentor leoltasa 600 ml teljes
térfogatt, 24 o6rdig eldnevelt inokulummal tortént a fermentacid meggyorsitasa
érdekében. A gombak az exponencialis novekedési fazisban a legaktivabbak, ekkor
szaporodnak a leggyorsabban ¢és a sejtszdm exponencidlisan ndvekszik, ebbdl kifolyolag
a tenyészet hamar eléri a kivant biomassza tomeget. Ezzel ellentétben a sporaval valo
leoltast kovetden hosszadalmas és iddigényes folyamat, amig a tenyészet az exponencialis
novekedési fazisba keriil, ezaltal csokkentheti a termelési hatékonysagot és novelheti a

fermentacids idot.

18 E. Fekete et al. (2022. Aug), “Bioreactor as the root cause of the ‘manganese effect’ during Aspergillus niger
citric acid fermentations,” Front Bioeng Biotechnol 1317.old



A kevertetést kezdetben alacsonyabb fordulatszamra allitottuk be (200 rpm), ugyanis
erbteljes kevertetés soran a keverdlapatok a sejteket roncsolhatjak. A fermentorban a
keverés sebességének fokozatos novelésének hatasara a sejtek alkalmazkodni tudnak az

uj kornyezethez, ilyenkor mar nincs olyan mértékli karos hatassal, mint kezdetben.

3. Erlenmeyer-lombikok el6készitése

500 ml trtartalma, 100 ml munkatérfogata Erlenmeyer-lombikokban is végeztiink
fermentaciot a kisérletek soran.1 M-o0s HCl-oldattal toltottiik meg és 3-4 6ran at hagytuk
allni azért, hogy az iiveg falan kitapadt pozitiv toltésti Mn?*-ionokat eltavolitsuk. Az id6
letelte utan a lombikokat Mn(II)-mentes vizzel 6blitettiik, annak érdekében, hogy a savat

teljesen kimossuk.

4. Mintavétel

A mintavétel a razatott lombikok estében 24 oranként tortént, 2 ml mintat vettiink le a
fermentlébdl lamindris aramlasu steril boxban. A folyamat alatt az oldott oxigénszintet a
lombikok folyamatos, korkords rdzasaval biztositottuk, ugyanis ez kritikusan fontos,
ahhoz, hogy az él6sejtek ne pusztuljanak el. A levegdztetés, valamint a kevertetés
intenzitasa rendkiviil fontos paraméter az itakonsav eldallitasa soran, tekintve, hogy a

keletkezett szerves sav mennyisége fligg a rendelkezésre allo oldott oxigéntdl.

Az 5 l-es fermentacio soran a mintavételek korilbelil 12 oranként torténtek, a
sterilitdas megorzése érdekében a mintavételt megeldzéen és kovetden a mintavevo
csonkot alkoholba martottuk. Felhasznalastol fiiggéen 15-50 ml mintat vettiink egy-egy

mintavétel alkalmaval.

crer

HPLC (magas nyomasu folyadékkromatografia) segitségével hataroztuk meg. A mintak
megfeleld eldkészitése nagyon fontos, ugyanis a HPLC kolonnajara nem engedhetiink ra
szilard szennyez6t. Eppendorf csdben 2-2- ml mintat centrifugéaltunk, a tiszta feliiluszot
pipetta segitségével egy masik Eppendorf csébe helyeztiik. Ezt kovetden sziirt ioncserélt
vizzel higitast készitettiink. A gomba micéliumot (alultiszo) a mikroszkdpos morfoldgiai

vizsgélatoknal hasznaltuk fel.

A fungdlis biomassza szaraz sejttomegének (Dry Cell Weight= DCW)



meghatarozasara mintat vettiink a fermentlébél, ezt kovetden koriilbeliil 20 ml mintat a

mar eldre lemért szlirOpapiron keresztiil egy szivatopalackba szirtiik at, amit vakuum

segitségével gyorsitottunk és a fennmaradd micéliumot ioncserélt vizzel alaposan

atmostuk, tomegallandosagig szaritottuk és tomegét analitikai mérlegen lemértiik.

Mn?* limitalt (<3 pg/l)
kornyezet létrehozasa
Brutto térfogat

Netto térfogat

Szénforras

Leoltas

Keverés és levegoztetés

pH

Homeérséklet

Mintavétel ideje

Levett minta térfogata

Sterilitas biztositasa

mintavétel kozben

Sartorius BTwin 5 |
Razatott lombik
fermentor

1 M HCl-oldat, majd Mn(ll)-mentes vizzel mosas 3x

61 500 ml

51 100 ml

120 g/l D-gliikoz/
Inokulum (10° spéra/ml) -
elénevelt tenyészet Sporaszuszpenzid
exponencialis novekedési 108 spora/ml koncentrécié

fazisban
Fermentacios paraméterek

Kezdetben:200 rpm, majd 200 rpm
DO szerinti szabalyzas

Levegd: 0,6 VVM (3 l/perc)

Rotacids razogép (Mintavétel

kozbeni korkoros razas)

nem szabalyozott (kezdeti 3)

33°C
Mintavételek
~12 6ranként 24 oranként
15-50 ml 2-4 ml

Mintavev alkoholba martasa ~ Laminaris aramlasu steril box

2. tablazat: Osszefoglalé tabldzat a fermentacié eldkésziileteirdl és paramétereirdl



5. Eredmények és kiértékeléstik

1. 5 literes Mn?* - limitalt (kontrol) fermentacio

120

100 A

80

40

20 A

1dé D-gliikoz Itakonsav Végsé6 DCW

(ora) koncentracié koncentracio ((71)]
(a/) (9/l)

0 118,13 0 0,887
22 116,37 0,23 2,180
47 98,41 12,24 4,640
68 65,45 39,65 N. A.
90 43,17 59,08 6,540
120 27,9 65,25 6,547
144 20,31 72,49 7,167
162 13,19 78,01 7,347
187 8,07 83,97 7,26
219 3,74 87,48 8,25
236 3,07 88,61 8,42

3. tablazat: D-gliikoz fogyas és itakonsav termelddés idobeli valtozdsa

35 100 40
L 80 3.5
L 30
- 60
X F25 L
L 40° =
L 2,0
- 20
15
0
; ; ‘ : 10
0 50 100 150 200 250
1d6 (h)
—— HoOmérséklet
— oH
— DO% 4 r .7
—— Keverés 4.abra: A Mn(ll)-mentes fermentdcio
—e— D-glikkéz R .
—®— Itakonsav ldOpI’OﬁZ]a

r 1000

- 800

- 600

- 400

F 200

RPM



Gliikoz kocentracio (g/l)

120

100 1

80 A

60 1

40

20 1

0

Osszegzés

Szénforras

120 g/l D-gliikéz

Inokulum

600 ml (teljes lombik tartalmaval)

Kezdd térfogat

51

DO Kezdetben 200 rpm, majd 40%-on
szabalyzas
Levegd: 0,6 VVM (3 l/perc)
pH nem szabalyozott (kezdeti 3)

Molaris konverzio

87,3% (236 6ra)

DCW (g/)

8,42

4. tablazat: Osszefoglalé tablizat a D-gliikézon végzett 5l-es fermentacié adatairdl

A Mn(Il)-mentes fermentacio 236. 6rajaban az itakonsav koncentracioja meghaladta a

88 g/l-t. Ezek az adatok is azt mutatjak, hogy Mn?'-mentes kozegben nagyon magas

specifikus molaris hozamot lehet elérni.

2. Mn?* - ionok hatasa a fermentaciora a 24. 6raban

—&— Kontrol
—A— 30ppb/24h
—&— 200ppb/24h

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

1dé (h)

5. dbra: Gliikoz koncentracioja >3 ppb,

30 ppb és 200 ppb Mn?* -ion
jelenlétében

Itakonsav koncentracio (g/l)

70

60

50 A

40 1

30

20 A

10

20 40 60

—&— Kontrol
—i— 30ppb/24h
—— 200pphb/24h

80 100 120 140 160 180 200
Ido (h)
6. abra: Itakonsav koncentrdcioja >3

ppb, 30 ppb és 200 ppb Mn?* -ion
Jjelenléteben



A kisérletiink sordn 30 illetve 200 pug/l Mn?* -iont adtunk a fermentaciohoz a 24. 6raban.
A grafikonokon megfigyelhetd, hogy a glilkdz mennyisége hamarabb elfogyott, ezaltal a
megallapithatjuk, hogy nem értiink el olyan magas hozamot, mint a kontrol mangan(II)-

mentes fermentacid soran.

120
—8&— 30 pg/L Mn(II) itakonsav
100 —— 30 ug/L Mn(II) D-gliikéz
—&— 200 pg/L Mn(II) itakonsav
—&— 200 pg/L Mn(IT) D-gliikoz
Q 80 +
=
Ne)
k3]
S 60
=
(]
Q
=
s}
N 40 A
20 4
0@ T

0 20 40 60 80 100 120 140

Fermentacios id6 (h)

7. abra: Itakonsav koncentracicja 30 illetve 200 ppb Mn®* -ion jelenlétében

crcr

ppb mangan(Il)-iont adagoltunk a fermentacidhoz a 24. oraban, lathatjuk, hogy olyan
szignifikans kiilonbség nincs a két érték kozott. Tehat elmondhatjuk, hogy ebben az esetben

a Mn?*-ionok koncentracioja kozotti kiilonbség nem szamotteveo.



3. Mn?* - ionok adagolésa kiilonbdzé koncentraciokban és idépontokban

Itakonsav specifikus molaris hozam (Y prs)

Raadagolas
idopontja 30 o/l 100 pg/l 700 ug/l
(6ra)
12 0,66 = 0,047 0,58 + 0,002 0,62 + 0,016
24 0,71 + 0,003 0,66 = 0,061 0,67 + 0,004
36 0,74 = 0,0165 0,73 £ 0,01 0,68 + 0,004
48 0,81 £ 0,024 0,72 + 0,01 0,58 + 0,005
72 - 0,77 + 0,004 -

4. tablazat: Itakonsav specifikus molaris hozama, Mn**-iont kiilonbozé
koncentraciokban és kiilonbozé idépontokban adagolva

A tablazat adatait megfigyelve lathatjuk, hogy amikor a 12. 6raban adagoltunk 30 ug/l
Mn?*-iont a fermentacidhoz, a specifikus molaris hozam a fermentacio végén 66% lett,
viszont, amikor késObb, a 48. 6raban adagoltuk az ionokat a specifikus moléris hozam
magasabbnak, 81%-nak bizonyult. Osszevetve azokkal az adatokkal, amikor 100 pg/l
mangan(Il)-iont adagoltunk a fermentacidhoz, mindkét esetben megallapithato, hogy abban
az esetben, ha a Mn?*-ionok késébb keriiltek a fermenticidhoz a specifikus molaris hozam
értéke megnétt, ezaltal elmondhatd, hogy minél késébb keriilnek a mangan(Il)-ionok a

fermentlébe a negativ hatasuk annal kevésbé érvényesiil.

30-, illetve 100 pg/l mangan(Il)-iont adagolva a fermentacido végén megallapitott
itakonsav specifikus molaris hozama kozott nincsen szamottevd kiilonbség. Amikor

crcr

tapasztaltunk.



1,0

0,8

0,6

0,4

Itakonsav specifikus molaris hozam (Yp’s)
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8. dbra: Kiilonbozé idépontokban torténd 30 pg/l Mn(11)-ion
adagolas hatdsa a specifikus molaris hozamra

A kovetkezd diagramm jol szemlélteti, hogyan fiigg az itakonsav specifikus molaris
hozama a Mn?* adagolas idSpontjatol. A diagram és az elézé tablizat adatai alapjan
megallapithatjuk, hogy minél késdbbi idOpontban torténik a rdadagolds, annal keveésbé
érvényesiil az ionok negativ hatasa. Ennek megfelelden a legmagasabb hozamot azok a sejtek
érték el, amelyek a 48. draban kaptak Mn?*-ionokat, mig a legkisebb hozamot a 12. 6ras

adagolds esetén érte el a rendszer.
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9. dbra: Itakonsav specifikus moldris hozama, Mn**-iont
kiilonbozo koncentraciokban és kiilonbézo idépontokban



cre

mangan(ll) tartalmat jelzik az egyes fermentaciokban, ami alapjan megallapithato, hogy a

Mn?* koncentracié ndvekedésével csokkent a specifikus molaris hozam értéke. A

crc

a raadagolasi id6 elérehaladtaval sem csokken jelentdsen az ionok negativ hatésa.

5. PO.* hatas vizsgalata

PO.3- MnZ* Molaris
Végso
koncentraci6  Szénforras koncentracio hozam %Y
DCW (g/l)
(/) (na/l) Y(Prs)
10,276 + 0,7400 +
0,09 gliikkéz <3 74,00 + 3,3
1,61 0,033
10,58 + 0,7919 +
0,1 gliikoz <3 79,19 + 4.6
0,34 0,046
12,700 = 0, 0,5062 +
0,3 gliikoz <3 50,62 + 6,7
83 0,067
14,112 + 0,4215 + 42,15 +
0,5 gliikoz <3
3,59 0,0136 1,36
16,068 + 0,3739 +
1 gliikoz <3 37,39 +2,7
5,16 0,027
34,516 + 0,6128 + 61,28 +
0,09 gliikoz 100
7,25 0,0389 3,89
28,397 + 0,6055 + 60,55 +
0,1 gliikoz 100
517 0,0451 451
36,368 + 0,0094 +
0,3 gliikoz 100 0,94 + 2,61
3,11 0,0261
37,627 +
0,5 gliikoz 100 0,0000 0,00
2,78
39,560 +
1 gliikkéz 100 237 0,0000 0,00

6. tablazat: A foszfat- mangan hatdsa kiilonbozo koncentraciokban



A fentebb lathato tablazat szemlélteti a fermentacio soran a Mn?* és PO, ionok hatdsat

a specifikus molaris hozamokra.

A %Y és DCW oszlopokat megfigyelve egyértelmiien latszodik, hogy a foszfat-ion
koncentraci6 emelésével a sejttomeg aranyosan emelkedik, a hozamok pedig szignifikansan
csokkennek. Szamottevd kiilonbség allapithaté meg Mn?*-ion mentes (Mn?* koncentracio <3
ug/L) és Mn?*-ionnal terhelt fermentaciok soran. Mig Mn(II)-mentes kdrnyezetben a DCW
eredmények legmagasabb értéke 16,068 g/l volt, addig 100 pg/L Mn?* jelenlétében ez
majdnem a 40 g/I-t érte el. Tovabba nem csak a sejttomeg tiikkrozi azt a megallapitast, hogy a
Mn?* és PO4>- ionok egyiittesen negativabb hatast fejtenek, ki mint a Mn?" 6nmagaban,
hanem a molaris hozamok szamadatai is. Erre egyértelmii példa, hogy Mn(II)-menetes
fermentaci6 soran 1 g/l POs* jelenlétében a hozam 37,39% volt, addig 100 pg/l Mn?*- és

magas PO4>-iont tartalmaz6 lombikok hozama 0% eredményt adott.

6. POs* hatés vizsgalata kiilonb6z6 idépontokban

1do
(h)
0 0 12112 0 11786 O 12916 O 116,77 0 120,2
24 0 11793 0 9058 O 10381 O 10247 0 113,71
48 113,03 942 111 7839 1,17 87,74 1431 99,87 13,49 102,73
72 126,76 57,64 486 3984 4,15 4102 26,43 4856 3142 61,03
96 | 46,06 61,66 571 23,72 586 27,86 49,03 2483 49,70 24,90
120 | 48,69 38,05 7,11 6,11 726 335 4989 541 5555 7,00
149 | 56,06 26,86 9,32 0 833 047 5141 131 53163 1,19
167 | 59,59 19,36
Y (pls) 80,54 10,88 8,90 61,24 64,98

<3 3h 6h 48h 72h

7. tablazat: 0,1 g/l POs*-30 pg/l Mn?* hatdsa kiilénbozd idépontokban

Vizsgaltuk a PO+ ionok hatasat Mn?*-ionok jelenlétében. A kisérletiink soran 0,1 g/l
PO4> és 30 ppb Mn?*- iont adagoltunk a fermentaciohoz kiilonbozé iddpontokban. Az elsd
oszlop a Mangan(I)- mentes fermentaciot szemlélteti. Ha a fermentécio elején, a 3., illetve a

6. oraban adagoltuk az ionokat, a specifikus molaris hozam nagyon alacsony lett, viszont,



amikor késébb adagoltuk az ionokat, a hozam magasabbnak bizonyult. Ezek az adatok
szintén azt bizonyitjak, hogy amennyiben az ionok késébb keriilnek a fermentacidhoz a
negativ hatasuk kevésbé érvényesiil. Ennek ellenére a késobbi adagolas alkalméval sem
értiink el olyan magas specifikus moléris hozamot, mint amikor csak Mangan(II) ionokat
adagoltunk a fermentacidhoz, ezaltal ezek az adatok azt tdmasztottak ala, hogy az ionok

szinergikusak, tehat egyiittesen negativabb hatast fejtenek ki, mint kiilon-kiilon.

120 —@— 6. oraban adagolva- D-glikoz
—@— 6. 6raban adagolva- itakonsav
—@— 48. éraban adagolva- itakonsav
100 - —— 48. 6raban adagolva- D-gliikéz
-
L)
° 80 -
‘C
i
& 60
)
c
<
40
20 +
0 ‘ T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

Fermentacios id6 (h)

12. ébra: 0,1 gll PO4%, illetve 30 g/l Mn?* a 6. és a 48. éraban adagolva

Az alabbi grafikon azt szemlélteti, amikor 0,1 g/l PO4>, és 30 ug/l Mn?" iont adagoltunk
a fermentéacidhoz a 6., illetve a 48. 6raban. Abban az esetben, ha az ionok a fermentacio elején
keriiltek a rendszerbe az itakonsav koncentracidja még a 10 g/l-t sem érte el. A grafikonrol
tovabba az is leolvashatd, hogy, amikor a 48. éraban adagoltuk az ionokat, a fermentacid
elején fokozatosan ndvekedett az itakonsav koncentracidja, viszont nagyjabol a 90. ordban,

amikor az ionok kifejtették a negativ hatasukat ez a novekedés szinte teljesen leallt.



7. Morfologiai eredmények a Mn(l1)-mentes fermentacid soran

Kisérleteink sordn a morfologiai valtozasokat folyamatosan nyomon kisértiik.
Mangan(l1)-limitalt (kevesebb, mint 3 ng/l) kdérnyezetben a sejtek kompakt, pelletes
morfoldgiat vesznek fel. A sejtek morfoldgiaja nagymértékben befolyésolja az anyagatvitelt
¢és az oxigén felvételt. A fermentacio soran amennyiben a biomasszat alkoto sejtekre a fonalas
morfologia a jellemzd, akkor szignifikans mértékben megndvelhetik a fermentlé
viszkozitasat ezaltal nehezebbé teszik a megfeleld kevertetést igy a keverdlapatok
energiaszintjét megnovelik, ezzel koltségesebbé teszik a fermentaciot, tovabba a kdzeg oldott

oxigén szintjét is csokkentik. 1°

24. 6ra 90. éra 180. 6ra

13.dbra: Mn(Il)-limitalt fermentdcio soran vett mintik mikroszkopos képe

A Mn(ll)-limitalt fermentaciok morfologiai valtozasanak nyomon kovetese soran
készitett mikroszkopos képeken jol megfigyelhetd a Mn?*-mentes kornyezet hatdsara
kialakulo tomor pelletes morfologia. Az 1d6 eldrehaladtival a pellet csomok szélein

fonalasodas lathato.

8. Morfologiai eredmények 30 ppb mangan(Il)-iont adagolva

/

96. ora 144. 6ra

14.abra: A 3. éraban adagolt 30 g/l Mn?* eredménye

1. S. Kollath et al. (2019 July), “Manganese deficiency is required for high itaconic acid production from D-xylose
in Aspergillus terreus,” Front Microbiol



A mikroszképos képek szemléltetik a 3. Ordban tortént mangan rdadagolas hatasat,

amelyeken jol lathatéan a fonalas morfoldgia dominal.

7~
AT Z

24. ora 96. ora 144. 6ra
15.abra: 48. oraban adagolt 30 ppb Mn(Il) morfologiai eredménye

Az elsd képen lathatd pelletes morfologia, annak kdszonhetd, hogy a sejtekre a Mn?*-
ionok ekkor még nem voltak hatdssal, azonban a 96. 6raban vett minta mikroszkopos képén
mar jol lathato, hogy a kezdeti pelletes forma részben megmaradt, de fonalasodasnak indult

a tenyészet, a 144. 6raban pedig még kevesebb pelletet és tobb fonalat figyelhetiink meg.

48. 6ra 96. ora

16.dbra: 72. éraban adagolt 30 ppb Mn(lI1)-ion hatdsa

A 72.6raban raadagolt Mn?*-ionok hatasa lathato a 96. 6raban vett mintan. Az el8z6leg
ismertetett vizsgalatokhoz hasonloan, itt is jol lathato, hogy a pelletes morfoldogia dominal
mindkét mintdban, azonban a 96. 6ras mikroszkdpos képen mar a fonalak is megtigyelhetdek.

Morfologiai eredményeink alapjan megallapithato, hogy a mangan(Il)-ion koncentracid
a gyors novekedési fazisban sokkal nagyobb mértékben befolydsolja a tenyészet
morfologiajat, mint a késébbi iddpontokban raadagolt Mn?*-ionok. A mikroszképos képek
szemmel lathatéan azt bizonyitjak, hogy minél késdbbi idépontban torténik a mangéan
rdadagolasa, annal kisebb mértékben alakul ki fonalas morfoldgia, ezaltal az ionok negativ

hatasa kevésbé érvényestil.



9. Morfoldgiai eredmények PO4* és Mn?* ionok jelenlétében

24. b6ra 96. 6ra 144. 6ra

17. dbra: 48. éraban adagolt 0,5 g/l PO, 100 ppb Mn2*

Ha megfigyeljiik a morfolégiai eredményeket, amikor 48. éraban adagoltunk PO4> és
Mn?* ionokat, lathatjuk, hogy a 24. 6raban, amikor még nem voltak jelen az ionok pelletes
morfoldgia alakult ki, viszont a 96. 6érdban mar csak fonalakat figyelhetiink meg, a 144.
oraban pedig még tobb fonalat lathatunk. A morfologiai eredmények is alatamasztjak, hogy
a POs* és Mn?* ionok szinergikusak, azaz egyiitt sokkal negativabb hatast fejtenek ki a

fermentaciora, mint kiilon-kiilon.



6. Diszkusszio

Az Aspergillus nemzetség tagjainak szervessav termeld képessége kimagaslo. Az
Aspergillus terreus kivalé itakonsav termel6 képessége miatt jatszik kulcsfontossagu szerepet

az ipari szektorban megvaldsuld hasznalata révén.

Az itakonsav széles korben felhasznalhaté miianyagok, polimerek eléallitasara. A kdolaj
alapu vegyliletek kivaltdsa a jovore nézve elengedhetetlen, fontos a vegyiparinal
fenntarthatobb biotechnoldgiai 4gazat fejlesztése. Az itakonsav széleskorii alkalmazasa altal
teremtett innovacios lehetdségek hozzédjarulhatnak a jovo kornyezetbarat, illetve hatékony
ipari és egészségiigyi megoldasaihoz.

Kutatasunk f6 iranyat a mangan-foszfat egyiittes hatasa hatarozta meg. A Mn(II)-ionok
negativ szerepe jol meghatarozott, viszont az effektus mélyebb felderitéséhez széleskorii
ismertekre van sziikség. Irodalmi kutatasok alapjan kideriilt, hogy a Mn?*- ion felvételében
bizonyos foszfat transzporterek is szerepet jatszanak, igy azt a célt tliztiik ki, hogy felderitsiik
a mechanizmust, id6profil alapjan meghatarozzuk a termelést befolyasold koncentraciokat,

valamint dsszehasonlitsuk az egyiittes effektust.

Kisérleteinket az Aspergillus terreus NRRL 1960 torzzsel végezziik. A termeléshez 5 |
hasznos térfogati bioreaktorokat és 500 ml Erlenmeyer lombikokat hasznalunk. A reaktorban
szabalyozhat6 a pH, oldott oxigén szint és a hdmérséklet. Kisérleteink soran rendkiviil nagy
figyelmet biztositottunk a sterilitas megdrzésére, valamint Mn(II)-limitalt fermentaciok
eseteben a Mn(Il)-mentes kornyezet 1étrehozasara. A fogyott cukor és termelt itakonsav

koncentraciokat magas nyomasu folyadékkromatografiaval (HPLC) vizsgaltuk.

A Mn?*-limitalt kontrol fermentaciok soran a molaris konverzio 87,3 %- nak adodott. A
mangan terhelt fermentaciok vizsgalatakor megallapitottuk, hogy a hozam nem volt olyan
magas, mint a kontrol Mangan(II) limitalt fermentacio végén. Tovabba Mn?* raadagolasat
végeztiik kiilonb6z6 idépontokban, kiilonbozé koncentraciokban. Ha a késébbi ordkban
adagoltuk az ionokat a fermentacidhoz a negativ hatasuk kevésbé érvényesiilt. Tovabba
megallapitottuk, hogy magasabb Mn(Il) koncentracid jelenlétében a specifikus molaris

hozam lecsokkent.

Vizsgaltuk a POs*-ionok hatasat Mn?*-ionok jelenlétében. Mind a sejttdmeg, mind a
molaris hozamok szédmadatai azt tadmasztottak ala, hogy az ionok szinergikusak, tehat

egyiittesen negativabb hatast fejtenek ki, mint 5nmagaban a Mn?*-ionok.



A morfologiai eredményeink aldtdmasztottdk a mangan limitacié hatdsara kialakuld
kedvezobb pelletes morfologia megjelenését. Tovabba azt, hogy minél késébb torténik a
rdadagolésa, annal kisebb mértékben alakul ki fonalas morfologia, ezéltal azt, hogy minél

késoébb keriilnek az ionok a fermentdcidhoz a negativ hatasuk annal kevésbé érvényesiil.

Megallapitottuk, hogyha az ionok jelen vannak, a gomba a szénforrast arra forditja, hogy
a sajat sejttdmegét gyarapitsa, nem arra, hogy az itakonsavat termelje. Kutatdsunk
eredményei altal reméljiik, hogy hozzéjarulhatunk a mikroorganizmusok altal végzett szerves

savak termelésének hatékonyabba tételéhez és ezaltal egy fenntarthato ipar 1étrehozasahoz.
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