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KIVONAT

Doktori munkam soran az itakonsav biotechnoldgiai eldallitasanak alig Kkutatott
teriileteivel foglalkoztam. Ezek a kutatdsi irdnyvonalak sziikségesek ahhoz, hogy olyan
technoldgiai ujitasokat — membrantechnologiai megoldasokat — alkalmazhassunk, amelyek
révén a termelési folyamat energia- ¢és anyagfelhasznalasi hatékonysaga novelheto.
Kisérleteim az Aspergillus terreus gombaval torténd itakonsav eldallitasra iranyultak,
amellyel a legnagyobb termékkoncentracio érhetd el az eddig azonositott itakonsav termeld

organizmusok kozott.

A fermentacios folyamat harom f6 teriiletét céloztam meg: az oltdanyag befolyasat a
folyamat lefutdsara; a folyamatos fermentidcio megvaldsitasanak lehetdségeit; illetve a
fénynek mint kdrnyezeti paraméternek a hatasat az Aspergillus terreus fejlédésére és a

fermentacid folyamatara.

Két itakonsav termelé Aspergillus terreus altérzs esetén Osszehasonlitdo razott
lombikos fermentaciokban megvizsgaltam, hogy milyen mdédon befolyasolja a folyamatot

az oltdanyag csiraszama.

A folyamatos fermentacido megalapozasara félfolyamatos fermentacids kisérleteket
végeztem, ahol a szénforrasként alkalmazott glilkoz betaplalasi stratégiait elemeztem. Ezt
kovetden kis higitasi sebességli folyamatos fermentacioban vizsgaltam az elérhetd itakonsav
koncentraciot. Az elfoly6d anyagaramot — az itakonsav elektrodializissel torténd kinyerése
utdn — visszavezettem a folyamatos fermentacidba, ezaltal megvaldsult a visszamaradt

gliikoz recirkulacidja. Ezzel els6k kozott vizsgaltam, hogy az integralt fermentécio-

elektrodializis rendszer megvalosithato-e itakonsav termelés esetén.

Szilard fazist, valamint razott lombikos fermentacidkat végeztem azzal a céllal, hogy
a megvilagitasnak az ipari jelentOségli itakonsav termeld gombara gyakorolt hatasat
jellemezzem. A kisérleteim sordan az itakonsav okozta termék inhibicio kérdésével is

foglalkoztam, amely a folyamatos fermentacio egyik limitacigjat jelentheti.



ABSTRACT

The subject of the doctoral work was to study some barely explored areas of
biotechnological manufacture of itaconic acid. These researches are necessary to apply
special technological innovations — membrane solutions — where the energy and material
efficiency of the process can be enhanced. In the experiments itaconic acid was produced by
Aspergillus terreus fungus, which provides the highest product concentration among the

microorganisms secreting itaconic acid.

Three main areas of the fermentation process were in the focus: influence of the
inoculum on the kinetics of the process; possibilities for continuous fermentation; and the
effect of light, as an environmental parameter on the development of Aspergillus terreus and

the progress of the fermentation.

Shaken flask comparative fermentations experiments were carried out with two
Aspergillus terreus strains producing itaconic acid to study the effect of the amount of germs

in the inoculum on the process.

Semi-continuous fermentations were conducted to establish the continuous process,
where the feed strategy of glucose, as a carbon source was evaluated. Then in the continuous
fermentations the maximal itaconic acid concentration was tested applying low dilution rate.
The itaconic acid formed was recovered by electrodialysis and then the effluent mass flow
was lead back into the fermentation, thus recirculation of the glucose remained was achieved.
These experiments are considered as one of the first measurements in this research area
which studied whether the integrated fermentation-electrodialysis system could be
established.

Finally, solid phase and shaken flasks fermentation were carried out to study the effect
of light on the fungus producing itaconic acid. In the measurements the problem of the
product (itaconic acid) inhibition was studied, as well, since it might be considered as one

of the limitations of the continuous fermentation.



ZUSAMMENFASSUNG

Das Thema der Doktorabeit war die Untersuchung einiger wenig erforschter Bereiche
der biotechnologischen Produktion von Itaconséure. Diese Untersuchungen sind notwendig,
um spezielle technologische Innovationen - membrantechnische Losungen - anzuwenden,
die die Energie- und Materialeffizienz des Prozesses verbessern konnen. In den Versuchen
wurde Itaconsdure mit dem Pilz Aspergillus terreus hergestellt, der unter den Itaconsdure

produzierenden Mikroorganismen die hochste Produktkonzentration aufweist.

Drei Hauptbereiche des Fermentationsprozesses wurden untersucht: der Einfluss des
Inokulums auf die Kinetik des Prozesses, die Mdglichkeiten einer kontinuierlichen
Fermentation und der Einfluss von Licht als Umweltparameter auf die Entwicklung von

Aspergillus terreus und den Verlauf der Fermentation.

Vergleichende Fermentationsversuche im Schiittelkolben wurden mit zwei
Itaconsdure produzierenden Aspergillus terreus-Stammen durchgefiihrt, um den Einfluss der

Keimmenge im Inokulum auf den Prozess zu untersuchen.

Zur Ermittlung des kontinuierlichen Prozesses wurden halbkontinuierliche
Fermentationen durchgefiihrt, bei denen die Fiitterungsstrategie mit Glucose als
Kohlenstoffquelle bewertet wurde. Dann wurde in den kontinuierlichen Fermentationen die
maximale Itaconsdurekonzentration bei niedriger Verdiinnungsrate getestet. Die gebildete
Itaconsdure wurde durch Elektrodialyse zuriickgewonnen und der abflieBende Massenstrom
wurde in die Fermentation zuriickgefiihrt, wodurch eine Rezirkulation der verbliebenen
Glucose erreicht wurde. Diese Versuche gelten als eine der ersten Messungen in diesem
Forschungsbereich, bei denen untersucht wurde, ob ein integriertes Fermentations-

Elektrodialyse-System eingerichtet werden kann.

SchlieBlich wurden Festphasen- und Schiittelkolbenfermentationen durchgefiihrt, um
die Wirkung von Licht auf den Itaconséure produzierenden Pilz zu untersuchen. Bei den
Messungen wurde auch das Problem der Hemmung des Produkts (Itaconsiure) untersucht,
da es als eine der Einschrinkungen der kontinuierlichen Fermentation angesehen werden

konnte.
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BEVEZETES

A vegyipar a kornyezetszennyezéshez nagymértékben hozzajarulo iparag, azonban
minden mas technologia szamara nélkiilozhetetlen alapanyagokat szolgaltat. A technologia
vivmanyair6l pedig a legtobb ember nem hajland6 lemondani az eréforrasok kimeriilésének
veszélye ellenére sem. Azon kevés ember egyéni torekvése, akik a javak és az energia
pazarlasat mérsékelni igyekeznek, nem elegend6 a pozitiv valtozashoz, amelyhez az ipar

megreformalasara van sziikség, a tudomany és az innovacio segitségével.

A fermentaciés biotechnoldgiai szintézis vagy transzformacié lehetéségét a sokféle
¢l6lény, elsdsorban mikroorganizmus altal eldallitott enzimek teremtik meg, melyek
specifikus folyamatokat katalizadlnak. A jovére nézve fontos kihivas, hogy a feltétleniil
sziikséges vegyipari folyamatok és alapanyagok ,,z0ldebb” valtozatat megtalaljuk, amely
miukodtethetd/eléallithatd meghjuld energiaforrasok felhasznalasaval, és kiindulasi anyagait
is javarészt a megujuld biomassza szolgéltatja.

A nagyléptékii vegyipari folyamatok jelenlegi biotechnologiai alternativai nem
kulcsa lehet, ha sikeriil olyan folyamatos {izemii fermentaciokat kidolgozni, melyekben
minimalizalt a vizveszteség, az energia- és az alapanyag-felhasznalas. Tovabbi fontos
kritérium az alkalmazott alapanyagok minéségének kérdése, amelyek célszerien nem

versenyezhetnek az €élelmiszeriparral.

A fermentacios uton eldallitott molekuldk dusitasa és kinyerése a komplex termeld
kozegbdl eréforras- és energiaigényes folyamatok. A membranos szeparacios eljarasok
igéretes fejlesztési utat kindlnak a csapadékképzéses vagy extrakcids modszerekkel
kozott, amelyeken keresztiil a molekulak mas-mas sebességgel jutnak at. Az elvalasztés
hajtoereje lehet nyomas, koncentraciokiilonbség, vagy ionos vegyiiletek esetén elektromos

fesziiltségkiilonbség.

A szerves savak eldallitasaban az elektromembranos miveletek koziil kiemelt
jelentésége lesz a jovoben a bipolaris elektrodializisnek. Ennek az eljarasnak nagyszertiségét

a bipoldris membran adja, amelyben megfeleld fesziiltségkiilonbség fennalldsa esetén

.....
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¢s kationcserél6 membranokkal kombindljdk a bipolaris membrant. Ebben héarom
folyadéktér van, rendre — ionszegényedd fermentacids kozeg (Gn. diluatum), savformaja
termék és tiszta lugoldat. Ezek koziil pedig nem csak a termékag — a savoldat értékes, hanem
mindharom. A visszamaradé komponenseket tartalmazo rész kiegészitéssel egy folyamatos
rendszer betaplalt oldatdba visszavezethetd, a lugoldat pedig a fermentacio pH-
szabdlyozasaban hasznosithatdo Ujra. Ezzel a vizfelhaszndlds és az alapanyag-igény
minimalizalhat6.

Az integralt fermentacié-bipolaris elektrodializis koncepcié kidolgozésaban sok
lapmembran-modul sziik aramlasi csatornait eltomheti; némely melléktermékek a membran
¢élettartamat csokkenthetik. A sejtmentes 1¢é pH-ja nem feltétleniil azonos az elvalasztasi
miivelet optimdlis pH-javal, ilyen esetben elvalasztas el6tt be kell allitani a megfeleld
tartomanyba. Tovabba az ionszegény fermentlében adott esetben eléfordulhatnak gatld
hatasi anyagok, amelyek miatt a folyadékag visszavezetése korlatozott mértékben

lehetséges, vagy tovabbi kezelést igényel.

A fermentacios uton elballithatd szerves savak Kkoziil az itakonsav elballitasat
vizsgaltam, amelyet egyszerii cukrokbol allit elé a termel6 Aspergillus terreus gomba. Az
itakonsav kisméretli molekula, mégis igen Osszetett kémiai szintézisek prekurzora lehet, és
értékes alapanyag, amire az irodalmi attekintésben kiilon kitérek. Az itakonsav szakaszos
fermentacios eldallitasa visszanyulik az 1940-es évekre, am folyamatos fermentéciojarol
kevés beszamolo talalhato. Modell oldatokkal végzett kisérletek alatamasztottak, hogy az

itakonsav bipolaris elektrodializissel szelektiven kinyerhet6 oldatabol.

Munkam soran célom volt megalapozni az itakonsav folyamatos fermentacidval
torténd eldallitasat, mely bipolaris elektrodializissel kombinalva hatékony, minimalizalt
vizfelhasznalast és kis hulladékképzéssel jaro folyamatként a jovOben ipari léptékii

felhasznalasra is alkalmas lesz.
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1 IRODALMI ATTEKINTES

1.1 Karbonsav-tultermelo metabolizmus gombakban

1.1.1 Savtaltermelés

A biotechnologia egyik sikertorténete a citromsav fermentacids eldallitdsanak
intenzifikalasi folyamata. A specialisan citromsav termelés céljabol kifejlesztett termeld
organizmusok, Aspergillus niger szubszpecieszek mar olyan mennyiségben képesek
kivalasztani a kdrnyezetiikbe a citromsavat (15-18 tomeg% (Anastassiadis et al., 2008)),
hogy a kémiai szintézissel Osszevetve gazdasagilag jobb vdlasztds a bioszintézis, a
fermentacio utan sziikséges szamos tovabbi feldolgozasi miivelet dacara (Berovic & Legisa,
2007). A citromsav biotechnologiai alapu eléallitasaval kapcsolatban azonban érdemes
tisztaban lenni azzal, hogy ipari méretekig csak a fermentacios és a novényi extrakciods
eljarasok jutottak el, soha nem létezett kdolaj alapu ipari citromsav eldallitas (Wiegand,

1971).

A fonalas gombak a citromsavtol eltérd szerves savak tultermelésére is képesek.
Ennek a sajatsagnak az evollcié soran tobbféle eldnye lehetett. Jellemzéen akkor 1ép fel
tultermelés — ’overflow’ anyagcsere, ha igen nagy mennyiségben all rendelkezésre
egyszerlien metabolizalhato szénforras (pl. gliik6z), mikdzben més tapanyagok — a nitrogén-
vegytiletek vagy a foszfat korlatozottan allnak rendelkezésre (Vrabl et al., 2012). A micélium
lesavanyitja a kornyezetét, fOként az ammoénium-formaban jelenlevd nitrogén
felhasznalasaval képzddé protontobblet kornyezetbe pumpalasaval — akar pH = 2 alatti
értékre is (Roos & Luckner, 1984). Egyik hipotézis szerint a savak kivalasztasaval a
sejtmembran két oldalan fellépé karos toltéspolarizacié mérséklése a cél (Gradmann et al.,
1978). A kompeticio soran is elonyds a gombanak a savtermelés, hiszen az eubaktériumok
novekedése is gatolt (Magnuson & Lasure, 2004). A baktériumok sejtmembranjan keresztiil
a protonalt savmolekulak spontan diffazidval a citoplazméba jutnak, majd az ott fennalld
homeosztatikus, magasabb pH-n disszocialédnak. A baktériumoknak ezaltal improduktiv,

gradienssel szembeni energiaigényes proton transzportot kell fenntartani, ami egy 1d6 utan
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a sejtek pusztulasdhoz vezet (Guan & Liu, 2020). Ezzel szemben a termelé gombabol,
amelyben a termelt savak millimélos nagysagrendben vannak jelen (Gradisnik-Grapulin &
Legisa, 1996), akar 1 molos kiilsé savkoncentracio ellenében is passziv transzporttal juthat
Ki a képz6d6 felesleg (Burgstaller, 2006). A gombak sejten beliili — jellemzdéen 7,4-7,6
kozotti — pH-ja drasztikus kiils6 valtozas esetén 1,3 pH egységet is csokkenhet, am a

kifinomult pH homeosztazis fenntartas altal 20 perc alatt normalizalodik (Bagar et al., 2009).

Belathatd, hogy a természetben ritkan adottak a kortiilmények a savtultermelésre, és
egyes kutatasok ravilagitottak, hogy a kivalasztott szerves savak alapvetden éppen szolgaljak
a talaj mikrobiom diverzitasat (Worrich et al., 2017). Egyes termelé gombafajok a szerves
savakat fel is tudjak venni, és szénforrasként hasznositani (Kreyenschulte et al., 2018;
Laothanachareon et al., 2021). Tehat a szerves sav tapanyag depozitként is funkcionalhat.
Bizonyitott, hogy egyes gombak még gliikdz jelenlétében is képesek a termelt szerves savak
felvételére, fermentécios koriilmények kozott, ennélfogva az extracellularis térben mérhetd

savkoncentraci6 a kivalasztas és a felvétel ereddjeként all fenn (Roos & Luckner, 1984).

1.1.2 A fonalas gombakkal kivitelezett fermentacios eljarasok tipusai

A fotoszintetikus szervezetek altal szerves anyagokban felhalmozott szén
fosszilizaloddsa nagyjabol a fehérrothaszté gombak megjelenésével egyidejiileg lassult le
jelentdsen, amelyben azok igen hatékony komplex szervesanyag bontasa akar jelentékeny
szerepet is kaphatott (Bunyard, 2022). A feldtsult 1égkori oxigén altal lehetdvé valo aerob
anyagcsere €s a sejten kiviili térbe kivalasztott, kdrnyezeti impulzusokra valaszként kikevert

hidrolitikus enzimkoktélok révén a gombak elterjedése rendkiviil sikeres volt.

A fonalas gombakkal kivitelezett bioszintézis szén alapanyaga tehat meguajulo,
azonban a tovabbi sziikséges tapanyagok, a foszfat €s nitrogén sziikséglet gyakran
banyaszott, vagy kornyezetterheld kémiai ilizemek termékeibdl biztositott, ami nem
hagyhat6 figyelmen kiviil egy fenntarthatdsagi elemzésnél, foként, hogy ezek a termeld
organizmus élettevékenységéhez nélkiilozhetetlenek, a kémiai szintézis soran viszont nincs
igény rajuk. A fermentaciot megeldz6 up-stream miuveleti 1€pések, mint a sterilizalas, vagy
szlikség esetén a makromolekula forméaban elérhetd szénforrds megfeleld hidrolizise
energiaigényes folyamat. Maga a fermentacio, tekintve, hogy az életet tamogatd kornyezet
biztositasara van sziikség, jellemzden enyhe koriilményeket igényel, nincs sziikség magas
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hémérséklet vagy nagy nyomas alkalmazasara, azonban hosszabb az el6allitasi id6 a kémiai
szintézishez viszonyitva (hangsulyozottan a kis szénatomszdmu szerves savakra
vonatkozodan). Veszélyes anyagok hasznalatara sincs sziikség altalaban. Ez aldl talan csak a
pH szabalyozésara alkalmazott szervetlen lag- és savoldatok jelentenek kivételt, melyek

koriiltekintd kezelést igényelnek kdrnyezeti és munkavédelmi szempontok szerint egyarant.

A fermentacio lehet szilard fazisu vagy szubmerz — ahol is vizes szuszpenzid a
reakciokozeg. A szilard fazisa fermentacios technikaval, mint termeld folyamattal, munkam
soran nem foglalkoztam behatéan, mivel 1éptékndvelési nehézségei és megvalositasi
koriilményei miatt jelentés vegyipari alapanyag eléallitasra egyelére nem alkalmas. A
jovoben azonban ugrasszerti elérelépés varhatdé e téren, az élelmiszerhulladékok
felhasznalasara fokuszald kutatasok eredményeinek gyakorlati alkalmazasaval (Amato et al.,
2020). Megjegyzend6, hogy napjainkban is elénydsen alkalmazhaté technika enzimek,
szekunder metabolitok, gyogyszer alapanyagok eléallitasara (Kumar et al., 2021). A fonalas
gombak sok képviseldje jol toleralja az eljaras koriilményeit, és a relative kis mennyiségben
termelddd, am jelentds gazdasagi értéket képviseld termékek elsddleges kinyerése ezzel a

technikaval koncentraltabb formaban megvalosithato (Krishania et al., 2018).

A felismerés, hogy a szilard tenyészetekként megismert mikrobdk a joval
korlatozottabb oxigénfelvételi lehetdséget biztositd vizes szuszpenzidban is életképesek,
jelentdsen felgyorsitotta a biotechnoldgiai ipar fejléddését. A fonalas gombak esetén azonban
ez a limitacio jelentds technikai kihivasok elé allit benniinket, mivel az oxigén szdmos
savtermeld fermentacional kulcsfontossagu szubsztratum. A buborékoltatdsos levegdztetés
igen energiaigényes, emellett jelent6s habzast okoz, éppen a gombak altal konstitutivan
kivélasztott fehérjemolekuldk révén. A habzas visszaszorithatd Kkorszerii, szelektiv
membranon keresztiil megvalositott oxigén-bevezetéssel, amellyel az energiahatékonysag

akar négyszeresére novelhetd [5].

A szubmerz fermentaciot kovetd down-stream miiveletek soran a sejttomeget és a
vizes fazist szepardljak. Erre a leggyakrabban centrifugalést, sziirést vagy a két eljaras
kombinéciojat alkalmazzak. A szerves savakat a termeld organizmus a sejtkozotti térbe
szekretalja, a termékkinyerés igy ebbdl torténik. Ezeket a jelenlegi ipari technologiai
eljarasokban soképzéssel — jellemzden Ca-soként — csapadékba viszik, majd a csapadék
levalasztasa és mosdsa utan erds savval — tobbnyire kénsavval — kiszoritjak s6jabol. Ennek

kovetkeztében a termékkel 6sszemérhetd mennyiségii gipsz melléktermék is képzddik [3].
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A technolodgia elonye, hogy egyszerl, és nem-specialis az eszkozigénye. Azonban hatranya,
hogy az anyallig a sOképzés miatt jelentésen szennyezett, igy nem hasznalhat6 fel ismét a
fermentacioban, szennyvizként keriil kezelésre (Colleran et al., 1998; Svardal et al., 1993).
Ez egyuttal jelzi szdmunkra, hogy amennyiben folyamatos fermentacidt szeretnénk
megvaldsitani, ahhoz nem alkalmazhat6. Folyamatos fermentacidban az elfolyoban a
A rendszer elénye a nagy produktivitas, nem a szubsztratum teljes atalakitasa (Stoyanov &
Simeonov, 1996). Ez a sajatsag pedig olyan feldolgozasi miiveletet kivan, amellyel az
elfolyoban talalhato értékes anyagok visszavezethetok lesznek a folyamatba. llyen lehetség

a konvencionalis és a bipolaris membran elektrodializis (Huang et al., 2007)[3,6,7,9].

A gombafermentaciokkal kapcsolatban érdemes kitérni a képz6dd micélium
tomegre, amely biologiai hulladék kategoriaba tartozik, esetleg biogaz {izemben
hasznositjak jelenleg (Sawant et al., 2018). A gomba micélium azonban eréforrasokbol
megtermelt — és a technologiabol adéddan — jellemzéen egyenletes mindségii biomassza,
mely komplex szerkezetli makromolekuldkat tartalmaz. A gomba sejtfala nagyon jo
bioszorpcios sajatsagokkal bir (Kapoor et al., 1999), amely jo megkoto-képességet mutat a
réz, nikkel, 6lom, higany és kadmium ionokra nézve [10]. Sikeres o6lommegkotési
kisérleteket végeztek citromsav fermentaciobol szarmazo Aspergillus niger gomba
biomasszaval, amelyet regeneralva tobb ciklusban is felhasznaltak (Jianlong et al., 2001).
Sun és munkatarsai (2010) tanulmanya alapjan az Aspergillus terreus gomba biomasszaja a
stacioner fejlédési stadiumban mutat maximalis bioszorpcids hatékonysagot, és alkalmas az
O0lom, a higany és a kadmium kinyerésére. Laboratoriumi kisérletek bizonyitjak, hogy
bioremediaciora az Aspergillus fajok ¢16 biomasszaja is alkalmas lehet (Boczonadi, 2020;

Dias et al., 2002).

1.1.3  Azitakonsavban rejlé vegyipari lehetéségek

1.1.3.1 Itakonsav helye a gazdasdgban

Az itakonsav 6t szénatomos, elagazod lancu, telitetlen dikarbonsav (1.1.1 abra). A
Transparency Market Research altal 2015-ben készitett piaci elemzés szerint az itakonsav

legfontosabb ipari felhasznaldsa a szintetikus latex, telitetlen poliészter gyantdk,
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detergensek, illetve szuperabszorbens polimerek eldallitasat célozta. 2014-ben a szintetikus
latex eldallitasnak részesedése 55,6% volt, a legnagyobb az itakonsav globalis piacan. A
sztirol-butadién latex kopolimerizacidja soran az itakonsav a keresztkoté agens. Emellett az
itakonsavat alkalmazzak kendolajok, ragasztok, festékek és impregnaloszerek, gyogyszerek,
gyomirtok és akrilszalak gyartasara is. A tanulmanyban a 2015-2023-as iddszakra a

ragasztok és impregnaldszerek piacan prognosztizaltak a legnagyobb novekedést.

Az itakonsavnak nincs kozvetlen élelmiszeripari felhasznalasa. Kopolimerjeit
viszont 2000 oOta tobb ¢€lelmiszerrel érintkezd csomagoldanyagban, illetve bevonatban is
engedélyezte az Egyesiilt Allamokban miikodé FDA (Food and Drug Administration — Food
Contact Substance). Bizonyitott antibakterialis hatasa van (Luan & Medzhitov, 2016), és az
un. aktiv csomagolasokban felhasznalhat6 ez a hatasa (Chiloeches et al., 2022). Az aktiv
csomagoldanyagok kolcsonhatasba 1épnek az élelmiszerrel és annak kornyezetével, és
dinamikus szerepet jatszanak az élelmiszerek eltarthatosagi idejének meghosszabbitasaban.
Teljes mértékben biodegradalhato aktiv csomagolasok fejlesztésében is szerepet kapott az
itakonsav: polivinilalkohollal és pektinnel kombinalva Teleky és munkatarsai (2022)

igéretes kisérleti csomagoloanyagokat allitottak eld.

HO
=0
HZC=(
)
HO—4,

O

1.1.1 abra: Az itakonsav szerkezeti képlete

Az itakonsav a glikolizis elkotelezé 1épését katalizalo foszfofruktokinaz enzim
inhibitora, befolydsolja a glikolizist, ezaltal hatdssal van a magasabb rendii allatokban a
zsirsav-szintézisre (Sakai et al., 2004). Patkanyokon végzett kisérletek arra utaltak, hogy
elhizas ellenes, diabétesz ellenes €s antilipémias hatasa lehet. Sziiletett is egy szabadalom
italokban és ¢lelmiszerekben vald alkalmazasra (Yoshinobu et al., 1999), azonban a

gyakorlatban nem hasznaljak ilyen célokra (da Cruz et al., 2017). Az itakonsav
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anyagbiztonsagi adatlapja szerint veszélyes anyag, akut toxicitdsa, bor- €s szemirritalo

hatasa van.

1.1.3.2 [Itakonsavbol kiindulo szintézis

Az itakonsav 6nmagaban felhasznalhaté addicids polimerizacidé monomereként,
melyek jellemzben vinil (CH2=CHR), vagy mint az itakonsav, vinilidén (CH2=CR:R>)
vegytiletek. Az 1.1.1 abran zo6ld szinnel emeltem ki a vinilidén-csoportot. Az itakonsav
esetén R1 egy karboxil-csoport, R> pedig —CH>—COOH szubsztituens. A monomerek
reaktivitdsat (aktiv centrum tipusa, kialakitdsanak modja) elektronszerkezeti, polaritasi €s
sztérikus tényezok egyiittesen hatarozzak meg (Pukanszky & Moéczd, 2012). Az akrilsavval
Osszehasonlitva hatranya, hogy gyokds polimerizacidval, dnmagaban kis méltdmegili, nem

kivant keresztkotéseket tartalmazé termék nyerheté (Himmelsbach et al., 2019).
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molekulasulya, ha kolin-kloridot kevernek az itakonsavhoz (Mielczarek et al., 2020). A
reakciot a kozeli UV sugarzés katalizalja, amellyel az itakonsav kolcsonhatasba 1ép. Az igy
képzddo hidrogél molekulasulya szokatlanul magas — 800 000 Da, és 0sszetételében 12:1 az
itakonsav:kolin aranya. A hidrogélek fontos kutatasi targyai az anyagtudomanynak,
specialis, hangolhat6 tulajdonsagaik miatt (Ahmed, 2015; Ullah et al., 2015). A hidrogél-
agyagasvany nanokompozitok szabalyozott hatéanyag-leadasti termékek, gydgyszerek
hordozdanyagai lehetnek (lanchis et al., 2018; Z. Zhang et al., 2021). Az itakonsavat
tartalmazo hidrogélek a festék- és fémszennyezés hatékony eltavolitasara alkalmazhatok

szennyvizkezelési teriileten (Bharathiraja et al., 2019).

A két egymastol tavoli karboxil-csoport (az 1.1.1 abran kék szinnel kiemelve) miatt
kopolimerizalhat6 diolokkal és diaminokkal, amelyeket akar magabol az itakonsavbol is
szintetizalhatnak (Trotta et al., 2019). A konjugalt kett6s kotés miatt a két karboxil-csoport

reakcidkészsége eltérd, amely specialis kopolimerek eldallitasat is lehetdve teszi.

Az itakonsavbol eldallithatd a plexit felépitd észtermonomernek a sav része, a
metakrilsav, amelynek nagy volumeni el6allitasa fosszilis eredetii acetonbdl indul Ki
jelenleg (Darabi Mahboub et al., 2018). Azonban az itakonsav—metakrilsav szintézis igen
draga katalizatort (pl. Pt/Al2O3 vagy Ru-alapt komplexek), 200 °C feletti hdmérsékletet és

nagy nyomast igényel, rdadasul a konverzié 84-90% (Lansing et al., 2017; Le Notre et al.,
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2014), tehat 10% veszteség mar itt eldall. A melléktermékek szennyezik a terméket, valamint
a reakciokozeg vizes oldat, ezért tovabbi tisztitasi Iépésekre van sziikség a tiszta metakrilsav
eléallitasahoz. Ebbdl kovetkezik, hogy ha az itakonsavat 6 részben megujulé anyagokbol
allitjuk is el6, a beldle kiindulo ipari 1éptékii metakrilsav szintézis tipikusan a szennyezo
vegyipar termékének tekinthet6, barmennyire tjszeri és zsenialis emberi lelemény az eljaras

kidolgozasa.

Természetes mikrobialis metabolitként sikeriilt itakonsav-szarmazékokat izolalni,
amelyek a vinilidén- és a karboxil-csoportok helyzetébdl adoddan rokon molekulak. Ezen
belil megkiilonboztethetdk az alkil-itakonsav szarmazékok ¢és az o-metilén-y-
butirolaktonok, amelyek mono- vagy biciklusos vegyiiletek. Adott mikroorganizmusok
jellemzOen vagy az alkil- vagy a laktongytiris szarmazékok szintézisére specializalodtak, de
eléfordulnak olyan gombak, amelyek alkil- és butirolakton szarmazékok szintézisére is
képesek (Sano et al., 2020). Aspergillus térzsekbdl az itakonsav alkil-szarmazékait izolaltak
(Ding et al., 2018). Ezek antimikrobialis, antiviralis, citotoxikus, rakellenes és novényi
novekedés-regulator szerepet tolthetnek be (Perkovic et al., 2022; Sano et al., 2020; Sethy
etal., 2019).

Az O-szubsztitualt alkil-itakonsav szarmazékok, egyeldre csak kutatasi fazisban, de
fontos szerepet kaptak az antimikrobialis polimerek kutatasaban, amely irant ismét egyre
nagyobb az érdekl6édés. A polimer-bazisa szintetikus ,,antimikrobialis peptid hasonmasok”
(polymer-based synthetic mimics of antimicrobial peptide = SMAMP) jellemzdje, hogy
antimikrobialis hatasuk és sejt-kompatibilitaisuk hangolhato. A hidrofob illetve kationos
szubsztituensek aranyanak helyes megvalasztasaval <inaktiv / sejt kompatibilis>, <aktiv /
sejtspecifikus> illetve <aktiv / citotoxikus> hatasti anyagokhoz juthatunk. Az itakonsav
felhasznalasanak elénye ezen 1ij molekuldk kialakitasaban, hogy a polimer feliiletén a
ligandumok eloszlasa jol beallithatd, koszonhetéen az itakonsav két, kiillonbozo
reakcioképességii  karboxil-csoportjanak (Lopez-Carrasquero et al., 2003, 2013). Az
eredmények igéretesek olyan multirezisztens patogén baktériumok ellen, mint pl. a

Staphilococcus aureus (Himmelsbach et al., 2019).

Béarmelyik fontos felhasznalas mellett is foglalnank allast, elmondhat6, hogy a
kornyezetkiméld és koltséghatékony itakonsav-eldallitds minden esetben alapvetd kiindulési

feltétel.
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114 A leghatékonyabb itakonsav termelé — az Aspergillus terreus

mikrogomba

Az Aspergillusok gazdasagi szempontbol az egyik legfontosabb monofiletikus
gombanemzetség (Kocsubé et al.,, 2016). Az Aspergillus nemzetség Circumdati
alnemzetségébe tartozik tobbek kozott a hatékony citromsav és gliikonsav termeld
Aspergillus niger, a hatékony hidrolitikus enzim termeld Aspergillus oryzae, valamint az
Aspergillus terreus (1.1.2 abra), amelynek altorzsei koziil keriilt ki ezidaig a legproduktivabb
itakonsav termeld mikroorganizmus. Ez a Németorszagban miikodd Leibniz Institute DSMZ
GmbH-nal DSM23081 letéti szamon nyilvantartott Aspergillus terreus torzs rataplasos
fermentacios technikaval 160 g/l itakonsav végtitert termelt 15 literes bioreaktorban,
kevesebb, mint 12 napos fermentacio soran (Krull, Hevekerl, et al., 2017). Ez a magas érték
egyeldre csak ugy érhetd el, hogy kizarolag nagy tisztasagl, jol definialt Osszetételll

vegyszereket alkalmaznak a tapoldatban.
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1.1.2 abra: Az Aspergillus nemzetség filogenetikai torzsfaja (Kocsubé et al., 2016)
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Az Aspergillus terreus gomba kozmopolita, képviseldit minden foldrészen izolaltak
mar, beleértve az Antarktiszt is (Feng et al., 2019), nagyon valtozatos ¢léhelyekrdl, mint
példaul sivatagos és szantofoldi talajok, komposzt (Varga et al., 2005), s6t, mélytengeri
mintakbol is (Wang et al., 2020). A sotolerancia, szarazsagtlirés és tag homérséklet-
tartomanyban valo novekedési képesség fontos jellemzdje ennek a gombanak. A kdrnyezeti
viszonyokkal szemben mutatott széles tiréshatarok elonyosek, amikor ipari alkalmazasra

szanunk egy mikroorganizmust.

Ami az Aspergillus terreus életciklusat — fejlédési formait illeti, a gombat hossza
ideig szigortan anamorfnak (ivartalan szaporodasu) tekintették, mostanra azonban
bebizonyosodott, hogy képes ivaros szaporodasra is (Arabatzis & Velegraki, 2017). A
mikoldgia teriiletén ugyanazon gombdk anamorf és teleomorf alakjainak kiilonbozo
elnevezései helyett mar egy konszenzusos név hasznalatat tamogatjak (Hawksworth et al.,

2011), ezért a teleomorf alak neve egyel6re valtozatlanul Aspergillus terreus.

A gomba ipari szempontbol fontos életciklusa az anamorf alakban valdsul meg,

amelynek formait a 1.1.3 ébra szemlélteti.

1.1.3 dbra: Az Aspergillus terreus aszexudalis fejlédési formdi: a) spordak duzzadasa, csivatubulusok képzédése;
b) vegetativ hifabol kifejlodo konidium tarté a konidiospordkkal — jellemzden szilard tapkozeg feliiletén, c)
szubmerz hifakon fejlodo jarulékos spordk (accessory conidium)

A gomba konidiosporai, melyek elsdsorban a szaporodas céljat szolgaljak, megfeleld

kozegbe keriilve megduzzadnak, foként vizet és cukrot vesznek fel, majd megjelennek rajtuk
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a csiratubulusok, amelyek hossziranyu novekedése és elagazodasa révén fejlodik ki a hifa,
azaz fonalas szerkezetli gomba biomassza. A hifdk szovevénye a micélium, amelynek
mennyisége nem definialhato egyszeriien sejtszammal, vagy egyéb kvantalt egységszadmmal.
Ebben a formajaban a gomba mennyiségének kifejezése szaraz tomeg koncentracioként,
vagy valamilyen allandd6 koncentracioban jelenlevé sejtalkoto  (pl ergoszterol)
mennyiségének meghatarozasaval lehetséges (Mansoldo et al., 2020). A gomba novekedése
a hifacsucsokon torténik. A csucsnovekedés mellett Gjabb elagazasok is képzodnek. A
gombafonalban a sejtmagok osztddasa nincs direkt kapcsolatban a csucsiranya
novekedéssel, a csucsok szama hatarozza meg, hogy milyen iitemben névekedik a gomba.
Az1j csucsok képzddése jellemzden a gazdag, sok tapanyagot tartalmazé kdzegben dominal,
mivel a csticsszdm novekedésével tudja a gomba maximalizalni a tdpanyagfelvételét. A
csucsok érzékelik egymas kozelségét, extracellularis kémiai szignalok révén, és a kiilsd

koriilmények mellett ez is befolyasolja a fejlodés mikéntjét (Moore et al., 2005).
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1.2 Az itakonsav fermentacios technologiat befolydsolo paraméterek

Az itakonsav fermentéacids eldallitasa nagy multra tekint vissza. Az elsé ipari
szabadalom a Pfizer céghez kotheté (Kane et al., 1945), amelyben mar Aspergillus terreus
gomba szubmerz szakaszos fermentaciojarol adnak szamot. A folyamatot az évtizedek alatt
igen sok technikaval és kiilonbozo 1éptékben vizsgaltak. Az itakonsav termeltetéshez
sziikséges feltételekrol, a kiilonbozo technoldgiai paraméterek optimalis tartomanyardl sok
kutatasi beszamolo sziiletett, amelyekrél szamos 6sszefoglalo attekintés késziilt (Gyamerah,
1995; Hajian & Yusoff, 2015; Kuenz & Krull, 2018; Okabe et al., 2009; Zhao et al., 2018).

Az itakonsavat jelenleg a citromsavhoz hasonldéan csak biotechnoldgiai tton allitjak
eld. A vilag itakonsav termelésének zomét 6t nagyvallalat adja, amelyekbdl négy Kindban,
egy pedig az Amerikai Egyesiilt Allamokban van (De Carvalho et al., 2018). Az itakonsav
termelés olyan nagy kapacitasi fermentorokkal rendelkez6 tizemekben torténik, szakaszos
fermentacioval, ahol nem ez a kizarolagos termék. Ez a rugalmassag-igény pedig az ipari
innovacid gatja, amennyiben tul specifikus, €s nem univerzalisan alkalmazhat6 az 0j eljaras.
Az ipari folyamatban 80 g/l koriili itakonsav tartalmu levet dolgoznak fel (Kuenz & Krull,
2018).

Az itakonsav biotechnologiai eldallitasaban foszfat limitdciora van sziikség a
sejttomeg talzott ndovekedésének visszaszoritasara (Kuenz et al., 2012; Riscaldati et al.,
2000).
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hatasat a hozamra (Karaffa et al., 2015), mely alapjan a mikroorganizmus jol toleralja a 200
g/l glikozkoncentraciot is, €s 120 g/l-ig szignifikansan novekszik az elérhetd hozam,
melynek elméleti maximuma 1 mol itakonsav/mol gliikéz (vagy 0,72 g/g). A tanulméanyban
a nyomelemek koziil a mangéan hatasat is vizsgaltak, mivel a szerz6k szoros parhuzamot
vonnak az A. terreus itakonsav termelése és az A. niger citromsav termelése kozott. A
citromsav eldallitasnal a mangan mar 5,6 pg/l koncentracidban jelentdsen rontja a citromsav
termelés hatékonysagat. A mangan az itakonsav termelés hozamara is hatdssal van. A forras
3 ng/l koncentracio alatti értéket javasol (Karaffa et al., 2015), egy masik 10 pg/l alatti
tartomanyt (Welter, 2000). A manganon kiviill mas mikroelemek hatasat is vizsgaltak
(Gyamerah, 1995; Hevekerl et al., 2014a; Welter, 2000). Az eredmények alapjan az egyes
komponenseket kiilon-kiilon vizsgalva nem optimalizalhat6 a tdpoldat, mivel kereszthatasok

23



crer

(Karaffa et al., 2015), illetve a foszfat-tartalom is befolyasolja a hatasat (Saha & Kennedy,
2019). Az altalam alkalmazott tapoldat egy olyan optimalizalt Aspergillus terreus
fermentacios eljarasban hasznalt, amely harom kiilonb6z6é szubszpeciesz esetén bevalt,
nagyon hasonlo lefutast és eredményeket szolgaltatva (1.2.1 abra) (Kuenz et al., 2012). A

kisérletet pH-szabalyozas nélkiil végezték, 33 °C-on, 1,5 literes kevert tartaly bioreaktorban.
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1.2.1 abra: Az A. terreus DSM23081 (haromszég), A. terreus NRRL 1960 (négyzet), A. terreus NRRL 1963

Az itakonsav fermentacioban intenziv oxigénellatast kell biztositani, amely lehet6vé
teszi a mikroorganizmusnak a koenzimek regeneralasat az alternativ 1égzési lancon keresztiil
ATP képzés nélkiil, azaz az életfolyamatok miikodtethetdk a mikroorganizmus szdmara

savtiltermelés mellett is (Molnar et al., 2018).

A pH hatasaval kapcsolatban tobb kutatast is végeztek (Hevekerl et al., 2014b;
Komaromy et al., 2019; Larsen & Eimhjellen, 1955; Riscaldati et al., 2000; Rychtera &
Wase, 1981). Az eredmények alapjan a fermentacional célszerli megvarni a nem
szabalyozott pH-ji folyamatra jellemz0 drasztikus pH csokkenést, amikor 2 ala siillyed az
érték (Kuenz & Krull, 2018; Larsen & Eimhjellen, 1955). Ezutan célszeri elkezdeni a pH-
szabalyozast. Az alkalmazandd lag mindségének hatasat is vizsgaltak (Hevekerl et al.,
2014Db), amely alapjan az ammonia oldatot nevezték meg a legmegfelelébbnek, azonban az
eredmények alapjan elmondhat6, hogy a natrium-hidroxid és a kalium-hidroxid oldat is

alkalmas a pH szabalyozasara, amennyiben nem ugrasszerii beavatkozassal valositjuk meg.
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A pH 2 ald csokkenése utan alkalmazott szabalyozas barmelyik lug alkalmazéasa mellett
nagyobb végtitert (jobb hozamot) eredményezett a szabalyozas nélkiili folyamatnal. Az
alkali lugok esetén pedig a melléktermékek, az almasav €s az a-keto-glutarsav mennyisége
is visszaszorult (1-1,5 g/l koncentracioban fordultak el6). Az ammoénium-hidroxid
visszanyerésének lehetdsége bipolaris elektrodializissel kérdéses, mivel az ammonium
egyrészt szubsztratja a fermenticionak, masrészt a bipoldris elektrodializis soran
folyamatosan termel6dd hidroxid-ionok miatt erésen lugos oldatbol mar kilép a mérgezo
ammonia, gaz formdjaban. Ezt elkeriilendd, munkdm soran a natrium-hidroxid hasznalata
mellett dontdttem, amikor pH-szabalyozast alkalmaztam, a kezdetektdl figyelembe véve az

integralt rendszer kialakitasanak sziikséges feltételeit.

A fermentaci6 optimalis hdmérsékletét tekintve tobb javaslat is sziiletett, melyek a 30-
40 °C tartomanyba esnek. Egy régi vagast 1952-es tanulméanyban, amely szdmos paraméter
talalhato, hogy 40 °C-on (103 °F pontosabban) nagyon lasst a folyamat. A produktivitas
szempontjabol 35 °C (95 °F) az optimalis, mig a hozam 37 °C-on (98 °F) érte el maximalis
értékét (Nelson et al., 1952). A németorszagi Thiinen Institute Mez6gazdasagi Technoldgia
Intézetében végezték az eddigi legmagasabb végtitert eredményez6 itakonsav
fermentaciokat, amelyek hémérséklete 33 °C volt (Hevekerl et al., 2014a, 2014b; Krull,
Hevekerl, et al.,, 2017; Kuenz et al., 2012; Kuenz & Krull, 2018). Erre alapozva

kisérleteimben én is 33 °C-ra termosztaltam.

1.2.1 Az oltéanyag hatisa a folyamat alakuldsara

A fonalas gombdk életciklusa joval Osszetettebb, mint a baktériumoké. Ez az
Osszetettség jorészt abbol fakad, hogy a gombak eukaridta mikroorganizmusok, €s jelentds
génallomanyuk révén komplex metabolizmussal rendelkeznek (Gibbons & Rokas, 2013;
Mohanta & Bae, 2015).

A tenyésztési koriilmények hatassal vannak a kifejlodé hifadk metabolizmusara, ezt
szem el6tt kell tartani mar az oltdanyag készitésnél is, spora alapti vagy elGtenyésztett
oltdanyag esetén egyarant. A hifak szovevénye, a micélium egységnyi szaraz tomege nem
szolgaltat informaciét a metabolikus aktivitasra nézve. So6t, Zden¢k Fencl (1970)
kutatasaban ravilagitott, hogy a szubmerz fermentaciéban a tomor pelletes illetve a laza
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micéliumos névekedés merében eltérd fizioldgiai allapotnak felel meg. Aspergillus niger
laza szovevényes hifaiban vizsgalta a 2-es helyen triciummal szubsztitualt uridinnal, hogy a
micélium mentén milyen aktiv az RNS szintézis. (A radioaktiv jel mutatta a jelolt molekula
beépiilését.) Azt talalta, hogy a maximalis novekedés fazisaban az egész fonal mentén aktiv
RNS szintézis zajlik, és a hifacstcsokon és az eldgazasi labsejtekben a legnagyobb az
intenzitasa. Ezzel szemben a stacioner fazisban mar Iényegesen Kisebb az intenzitas, és a
micélium kiilonb6z6 pontjain dsszpontosul. Az aktivitas nem a ndvekedés soran késobb
képzo6dott sejtekben magas ilyenkor, hanem random a gombafonal egyes szakaszaiban,
amibdl kovetkezik, hogy itt nem lehet ,,6reg nyugvo” és ,,fiatal aktiv” felosztast alkalmazni

(Fencl, 1970; Papagianni, 2004).

Mivel az oltéanyag mindsége és mennyisége fontos paramétere egy fermentacionak, a
reprodukdlhatosag biztositasat legegyszeriibben ugy lehet megoldani, hogy a gomba

egysejtes allapotat, a sporakat hasznaljuk fel erre a célra, ezzel az eljarassal optimalizalunk.

Az Aspergillus nemzetség tagjainak tobbsége képes ivaros és ivartalan sporaképzésre.
A biotechnologia szempontjabol az ivartalan spoéraképzés a relevansabb, amellyel
megorizhetd a termel6 torzs genetikai stabilitasa. Az A. terreus gombardl csak nemrégiben
deriilt ki, hogy ivaros sporaképzésre is képes (Arabatzis & Velegraki, 2017). Alapvetden az
tvartalan konidiumok viselkedését vizsgaltdk a gombatdrzs (nem azonos szubszpecieszek!)
masik fontos metabolitjanak, a lovasztatinnak (koleszterin csokkenté hatast szer) az
eldallitasa (Bizukojc & Ledakowicz, 2010; Boruta & Bizukojc, 2017; Casas Lopez et al.,
2005), illetve a torzs opportunista patogenitasa miatt (Deak et al., 2009). Az itakonsav
kapcsan kevés tanulmany keriilt kiadasra. Gao és munkatarsai (2014) az inokulalasi
sporaszamot, mint morfologiat befolyasold paramétert vizsgaltak. Az oltdanyagot
eldtenyésztették, és azt talaltak, hogy 108 db/ml kiindulasi sporaszam esetén gocok, illetve
pelletek képzddtek (a lombik geometridjanak fiiggvényében), mig 10° db/ml esetén laza
micéliumhalézat alakul ki. A 36 oOras el6tenyésztett inokulumokat 10 % (V/V)
mennyiségben alkalmaztak fermentoros kisérletben, ahol a gbécos ndvekedés esetén az
itakonsav hozam 98,8%-kal tobb volt a laza micéliumosnal, 10 %-kal a pelletes
novekedésiinél. ElI-Imam és munkatarsai (2013) klasszikus fermentacio-optimalizalas soran
az itakonsav fermentacioban a kiindul4si spéraszam 10% — 10° db/ml tartomanyat vizsgaltak,

amelyben a toményebb oltdéanyag jobban teljesitett.
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Az Aspergillus-ok konidiosporai metabolikusan aktivak (Deak et al., 2009;
Novodvorska et al., 2016; Osherov & May, 2001), és kolcsonhatasban vannak a
kornyezetiikkel. A gyakorlatban elsdsorban a szilard tapkozegen fejlodé konidiosporakat
hasznaljak oltdéanyagként, de az A. terreus folyékony tenyészetében is képes ivartalan
sporaképzésre. Ezek a szubmerz spoérak valamivel nagyobbak a konidiospdraknal,
intenzivebb az anyagcseréjiik, és nem az 9sszetett konidium strukturdkon fejlédnek, hanem
a hifa mentén, ezért jarulékos spoérdknak is nevezik Oket. Feltételezések szerint az
immundeficiens betegben kialakuldo akut és végzetes szisztémas (a teljes testben
elharap6dz6) mikozis egyik oka, hogy a testen beliil ezekkel a sporakkal terjed szét a gomba
(Deak et al., 2009). Technologiai szempontbol azt talaltak, hogy az A. terreus DSM23081
torzs szubmerz sporai 0,75 nappal kordbban csiraznak, mint a feliileti konidiosporak
(Hevekerl et al.,, 2014b). A szubmerz spoéra-inokulum eldallitasa egy jarulékos
eléfermentacio, tobb centrifugalas-mosas ciklussal az oltdéanyag készitmény eldallitasaig,
amely emiatt nem erdéforras-takarékos eljaras, bar kétségteleniil van 1étjogosultsaga, ha egy
tizemben nincs lehetéség megfelelé mennyiségl feliileti konidiospora eldallitasara szilard

fazist fermentacidval, és igy biztosithat6 a reprodukalhatdsag.

Az itakonsav fermentacidora vonatkozdéan a kiinduladsi sporaszam hatasaval
kapcsolatban alig van informacid. A paraméternek létezhet egy optimdlis tartoméanya. Az
inokulum spdraszdma szignifikans hatdssal van a kialakul6 makromorfologiara. Citromsav
termeld Aspergillus niger esetén az alacsony oltasi sporaszam (10* nagysagrend) mellett a
sejttdomeg nagyobb hdnyada van a technologiailag kedvezdnek itélt pelletes morfologiaban
(Papagianni & Mattey, 2006). A nagyon alacsony spoOraszam azonban jelentOsen
meghosszabbithatja a fermentacid adaptacids-lag szakaszat, a tul magas sporaszdm esetén
viszont gatlas ala keriilhet a csirazas (Barrios-Gonzalez et al., 1989; Scott & Alderson,
1974). A konidiosporak kiils6 lipidrétegében csirazasgatld anyagok vannak, amelyek az
oldatba vitelhez felhasznalt feliiletaktiv anyag hatasara (pl. Tween-80) gyorsan kioldodnak,

és tartosan késleltetik a csiratubulusok megjelenését.

A szakirodalomban gyakori a spora alapt inokulalas. Az oltas utani spoérakoncentracid
egyszerii adat 4ltalaban, 1 - 10° db/ml (Hevekerl et al., 2014a, 2014b; Kreyenschulte et al.,
2018; Krull, Eidt, et al., 2017; Krull, Hevekerl, et al., 2017; Kuenz et al., 2012; Saha &
Kennedy, 2019) vagy 5 - 10° db/ml (Karaffa et al., 2015; Molnar et al., 2018), amelyet

valamilyen mikroszkdpos szamlalokamraval hataroztak meg. A kiinduldsi sporaszam
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hatasat érdemes alaposabban vizsgalni, kozvetleniil az itakonsav termelés és hozam

szempontjabol.

A mikroszkopos sejtszamlalas iddigényes feladat, kivénatos lenne egy gyors,
fotometrias sporaszam meghatarozas, amely megfelel6 kalibracioval hasznalhato. Ilyen

technikat mar sikeriilt kidolgozni Trichoderma gomba sporak esetén (Schiitz et al., 2020).
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1.2.2  Végtermékgatlas — van vagy nincs?

Az itakonsav képzddése a fermentdcid sordn részlegesen ndvekedéshez kotott
kinetikat mutat (Krull, Hevekerl, et al., 2017; Riscaldati et al., 2000), s6t, pH szabalyozas
nélkiil a termékképzés nem novekedéshez Kkotott része Iényegében zérus. A
mikroorganizmus itakonsav termelésének szerepe még nem tisztazott, azonban a besorolasa
a primer — szekunder metabolit csoportositasban nehézkes. Tekintve, hogy nem sziikséges a
tultermeld torzs életfunkcidihoz, és bizonyos fermentécios koriilmények kozott 1ényegében
nem is termelodik itakonsav, inkabb a szekunder metabolitok k6zé soroland6. Azonban
novekedéshez kotott termelddés esetén primer metabolitokrol szoktunk beszélni. A felosztas

mesterséges, igy nem meglepd, hogy vannak esetek a sziirke zonaban.

Az itakonsav savas karaktere miatt a termeld mikroorganizmus elektromos potencial
hajtotta folyamatait befolydsolhatja. Arra nézve, hogy sajat képzddésére gatld hatassal van,
elséként 1966-bol szarmaznak megallapitasok (Kobayashi & Nakamura, 1966). A
fermentacio folyamataba integralt, in situ termékeltavolitasi stratégiat is fejlesztettek, reaktiv
extrakcioval, hogy ezt a problémat megoldjak (Kreyenschulte et al., 2018). Az ezt kovetd
inhibicios beszamolok (Okabe et al., 2009; Yahiro et al., 1995) erre az 1966-0s forrasra
utalnak vissza, amely egy folyamatos fermentacio optimalizalasar6l szol. Ennek némileg
ellentmond Krull, Hevekerl és munkatarsaik (2017) beszamoldja olyan rataplalasos,
szakaszos fermentaciokrol. Az 1.2.2 abran lathatdé diagramon két kiilonb6z6
foszfatkoncentracid (0,1 és 0,8 g/l) esetén kovetheté az A. terreus DSM23081 torzzsel
kivitelezett rataplalasos itakonsav fermentacié lefutdsa, melyben a gliikkdzt por formaban
adagoltak a reaktorba. Az a tény, hogy rataplalasos technikaval elérhet6 6 nap alatt 160 g/l
itakonsav, és az itakonsav iddbeli képzodése (a fermentacid produktivitisa) 140 g/l
itakonsav koncentracio eléréséig jol kozelithetd linearis trendvonallal, azt sugallja, hogy a
termékinhibicid fellépésének feltételeit és mechanizmusat célszeri a jovOben tovabb

vizsgalni.
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1.2.2 dbra: Ratdplalasos itakonsav fermentdciok (kor: 0,1 g/l KHP O, csillag: 0,8 g/l KH2POy, az dires
szimbolumok a glikoz, a teli szimbolumok az itakonsav koncentrdaciot mutatjak, a nyilak a pH szabalyozas
induldsat jelzik) (Krull, Hevekerl, et al., 2017)

A gliikoz rataplalasa miatt viszonylag kiegyensulyozott produktivitdssal igen magas
(a szakirodalomban legmagasabb) itakonsav koncentraci6 érheté el. A nagyobb
foszfattartalom mellett 22 g/l szaraz sejttomeg fejlodott ki, ami tobb, mint kétszerese a
foszfat limitalt esetben elért 10 g/l-nek. A nagyobb sejttomegképz6dés miatt a termékhozam

20%-kal alacsonyabb volt, de a fermentacio 5 nappal révidebb ideig, mindossze 7 napig
tartott.
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1.2.3 A fény, mint kornyezeti paraméter

A gombdk ¢€s a fényhatés interakcidja nem olyan trividlis, mint példaul az algak vagy
a magasabb rendi novények esetén, ahol a fény nagyon fontos szerepet jatszik az
életfolyamatokban, mint energiaforras a széndioxid-fixalashoz (Lawson et al., 2022).
Azonban a gombak fejlett eukaridta organizmusok, melyek igen hatékonyan térképezik fel
kornyezetiiket, és amennyiben lehetséges, gyorsan alkalmazkodnak hozza (Hagiwara et al.,
2016). A kornyezet feltérképezésében a kémiai ingerek érzékelése mellett emlitheté a
hémérséklet, az ozmotikus viszonyok, a gravitacid, a quorum sensing (’sokasag €rzékelése”’)
¢és a fényviszonyok érzékelése is. Ez utobbi jelenség nem kertilte el a mikologusok figyelmét,
akik évtizedek ota foglalkoznak a gombék fényérzékelési mechanizmusainak tisztdzasaval,

elsésorban alapkutatas szintjén.

A fényérzékelés vizsgalata direkt kisérletezéssel sokaig csak a jol mérhetd, esetleg
szemmel lathatd véltozasokrdl nyujtott informéciot. A kiilonbozd energiaji fotonokra
érzékeny receptor molekulak tisztitasa, elemzése nehézkes, mivel példaul a kék fényt nagyon

sok fehérje elnyeli, nem csak az erre specializalodott receptor (Fuller et al., 2015).

A fonalas gombék jelentOs része reagal a lathato fényre (450nm - kék — 700nm -
voros). Ez a képesség evollicids elonyt jelent, hiszen a fény jelenléte jelzi a foldfelszint, ahol
UV sugarzasnak, szarazsagnak vagy szignifikans hOmérseklet valtozasnak lehetnek kitéve.
A képesség genetikailag kodolt. A fényérzékeny fehérjék nagyon konzervaltak, azaz nagyon

hasonloak az 6sszes fonalas gombaban (Idnurm & Heitman, 2005).

Ilyen fényérzékeld konzervalt fehérjék példaul a fotolidzok, amelyek a DNS javitési
mechanizmusait katalizaljdk a fényre adott valaszként, mas fehérjék bonyolultabb szignal-
kaszkadokat aktivalnak, amelyek nagyszamu valtozashoz vezetnek a transzkripcids szintli
génszabalyozas révén. A kiilonboz6 funkcidji fehérjékben kozds, hogy van egy kromofor
egységiik, ami foton abszorpcidval fizikai-kémiai és szerkezeti atalakuldson megy keresztiil.
A szerkezetvaltozas érzékelhetd egy masik kdlcsonhatasba 1épd fehérje altal, és folyamatok

lancolata indul el a sejtekben (Corrochano, 2011; Fuller et al., 2015).

A fényre valamilyen megfigyelheté mddon reagaldé gombat mutagén hatasnak kitéve
kereshetd olyan ,,vak” mutans, amelynek fejléddésére nincsen hatdssal a fény. A ,,vak”

mutansokban lokalizalva a mutacié helyét pedig lehetévé valik azoknak a géneknek az
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azonositasa, amelyek a fotoreceptor fehérjéket kodoljak. Az érintett gén szekvencidja ezutan
kereshetd mas gombafajok génbankban Orzott genom szekvencidiban. fgy anélkiil, hogy
minden fajbol kénytelenek lennénk mutansokat létrehozni, feltérképezhetd, hogy mely
organizmusok képesek ezeknek a fényre adott valaszban részt vevd fehérjéknek a

termelésére.

Ezen tilmenden, annak vizsgalata is lehetséges, hogy a fényhatas milyen metabolikus
valtozasokhoz vezet az egyes gombatorzsek esetén. Az mRNS transzkriptoma
feltérképezésével azonosithatok az adott fizioldgiai allapotban atirt gének/expresszalodod
fehérjék, igy a vizsgalt kdrnyezeti hatas kovetkeztében bealld valtozasok is. Ez lehetdséget
teremt az olyan metabolikus valaszok azonositasara, amelyek szemmel nem lathatok, ezen

beliil a fény indukalta valaszreakcié molekularis hatterének tisztazasara is.

1.2.3.1 A gomba eredetii fotoreceptorok szignal-mechanizmusa

A legeldszor feltart fényérzékelésért felelds metabolikus Ut a Neurospora crassa
gombanal észlelt 'white collar’, azaz fehér gallér jelenség mogottes folyamata volt.
Megfigyelték, hogy fényben inkubélds hatasara a karotenoid pigmentek termelése
indukalodott a hifakban. A jelenségrol elnevezett white collar-1 (wc-1) gén mutacioja esetén
viszont nem pigmentalodott a hifa az amugy konstitutivan pigmentalt konidiumok alatt, ami

,fehér galléros” megjelenést kolcsonzott a tenyészetnek (Fuller et al., 2015).

A wc-1 gén altal kodolt WC-1 fehérjének van egy un. PAS doménje. A PAS doménnel
rendelkezd fehérjék szignal transzdukcios feladatot latnak el, és két fontos részbdl tevodnek
Ossze (Moglich et al., 2009). A PAS domén a szenzor egység, amely a valtozatos fizikai-
kémiai stimulusok érzékelésére specializalodott. Specialis PAS domének a fény(light)-
oxigén-fesziiltség(voltage)-érzékel6 domének (LOV). A WC-1 fehérje LOV doménnel
rendelkezik, amely kék fény foton (~465 nm) abszorpcidjara képes a kotott FAD molekuldja
révén. A FAD energiadllapota szabalyozza a masik fontos rész, az un. effektor egység
aktivitasat, amely lehet valamilyen katalizis vagy a DNS-hez kétédés. A WC-1 fehérjének

egy ,.cink-ujja” van, ami a DNS-hez kapcsolddast biztositja.

A WC-1 fehérje kolcsonhatasba 1ép a WC-2 fehérjével, amellyel heterodimert képezt,
a WC komplexet (WCC). A WC-2 fehérjének nincs a fény kozvetlen érzékelésre képes

doménje, csak egy ,,cink-ujja”’. Azonban tény, hogy a wc-2 gén mutacidja ugyanugy ,,vak”
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mutansokat eredményez, mint a wc-1 esetén, tehat kulcsszerepet jatszik a N. crassa fényre

adott valaszreakcidjaban.

A génregulacido ugy torténik, hogy a transzkripcids regulator WCC adott gének
promoteréhez kotddik, és ha a kotott FAD molekula gerjesztett allapotba keriil foton
abszorpcio révén, akkor a szerkezeti valtozasok révén aktivalodik az adott szekvencia

atirédasa (He et al., 2002).

Az Aspergillus nemzetség egyik legalaposabban vizsgalt modell organizmusa az A.
nidulans. A torzs *white collar’ ortolég génjei a LreA (WC-1) és a LreB (WC-2) fehérjéket
kodoljak (Purschwitz et al., 2009).

Azonositottak a fonalas gombéakban vords fény receptort is, a ndvényekben és
baktériumokban talalhatd fitokromok analdgjait (melyek bilin kromofér csoporttal
rendelkeznek). Mig a novényekben ezek a molekuldk energianyerd mechanizmusok részei,
a gombdk esetén ,,csak” regulator fehérjék. A N. crassa-ban két fitokromot kodold gént
azonositottak, melyek a phy-1 és phy-2 jel6lést kaptak. Ezek nem kapcsolodnak be a fényre
adott valaszreakciokba, mutacidjuk ugyanis nem okozott eltérést egyik ismert fényvalaszban
sem (Purschwitz et al., 2006). Ezzel szemben az A. nidulans egyetlen fitokrom génjének, az
fphA-nak delécidja eltérd fejlodési mintazatot eredményezett a voros fény alatt (Blumenstein
et al., 2005).

A voros és kék fényreceptorok fényérzékeld fehérjekomplexbe allnak 6ssze az A.
nidulans-ban. A kék és a fehér fény besugarzasa kiilon-kiilon nem éri el a fehér fény altal
kivaltott valaszt, amely mogott ezeknek a receptoroknak a kolcsonhatdsa allhat. A
fényreceptorok egy trimer komplex részeként tovabbitjak jeliiket szamos globalis regulator
fehérje altal kontrollalt mechanizmus iranyaba, példaul a VeA fehérjén keresztiil (Bayram
etal., 2010). A VeA egy velvet (barsony) regulator fehérje, amely az aszexualis és az ivaros
fejlodés kozotti egyensuly mellett a masodlagos metabolitok termelését is szabalyozza
szamos fonalas gombaban (Purschwitz et al., 2006). A velvet fehérjékrol azt talaltak, hogy
komplexekbe rendezdédve fontos szabalyozasi mechanizmusokban vesznek részt, valamint
megoszlasuk a citoplazma és sejtmag kozott (ahol a transzkripcids reguldcid torténik) a

fényviszonyoktol fligg (Bayram et al., 2008).

Az Aspergillus-ok kozott az ipari jelentdségli A. niger és A. terreus is rendelkezik a

wc-1 és we-2 gén ortologjaival (Salichos & Rokas, 2010).
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1.2.3.2 Fényre adott valaszreakciok az Aspergillus torzsekben

A fény a vizsgalt esetek jelentds részében a konidiospordk képzodésére fejtett ki
szignifikans hatast (Tisch & Schmoll, 2009). Az Aspergillus nemzetség sok torzse az A.
nidulans-hoz hasonlé mechanizmusok mentén reagal a fényre, tehat a megvilagitas serkenti

az aszexualis sporak képzodését (Murthy et al., 2018; J. Zhang et al., 2018).

Az A. terreus masik, iparilag fontos, lovasztatin-termel6 alfajanak - a DSM20543-nak
— tobbféle sporulacios koriilményét vizsgaltak Porcel és munkatarsai (2006). Kimutattak,
hogy a gomba fényexpozicids el6zményei hatassal voltak a sporuldcioig eltelt idore a felszini
kultardkon, azaz a konidiumképzddés sotétben lelassult. A masodlagos metabolit, a
lovasztatin termelésére viszont az inokulum eléallitasa soran alkalmazott fényexpozicionak

nem volt hatasa.

A konidium képzddés serkenthetdsége megvilagitdssal kiakndzhatd olyan
folyamatokban, ahol a konidiospérak eldéllitasa a cél. Ilyen lehet példaul a spora alapt
oltbanyag eldallitasa fermentacidhoz, vagy biokontroll termékek fejlesztése. Az ilyen
alkalmazasoknal kivanatos, hogy a felhasznalt alapanyagok nagyobb szdzaléka keriiljon a

felhasznalasra szant konidiumokba.

Az A. oryzae esetében talaltak olyan altorzseket, amelyek ellentétes modon reagaltak
a fényre a konidium képzddés tekintetében (Hatakeyama et al., 2007). Suzuki és Kusumoto
(S2020) megvizsgaltak a két, eltéré fényreakcioji A. oryzae torzs transzkriptomajanak
kiilonbségeit. A 453 kiilonbozden expresszaloddo gén kozott 67 bizonyult fényre
érzékenynek. Tobb hidrolitikus enzim atirodasara is hatassal volt a megvilagitas, példaul
egyes alfa-amilazokéra és beta-gliikozidazokéra. A tanulmany eredményei alapjan tehat,
ahogy a szerzok ki is emelik, az A. oryzae-vel fermentalt élelmiszerek eldallitasa mellett

eredményeik nagy jelentségre tarthatnak szamot az enzimiparban is.

A fehér fény hatassal van az A. niger biofilm kialakuldsara is. A megvilagitas
kedvezden befolyasolta a melanin termelddést és az extracelluldris poliszacharidok

képzddését (Sun et al., 2021).

Bar az Aspergillus-ok szerves sav termelése és a fényviszonyok esetleges
kapcsolatardl nem sziilettek tanulméanyok, van olyan kozlemény, amely alapjan érdemes

ilyen vizsgalatokat végezni. Niu és munkatarsai (2016) azt talaltak, hogy az A. niger laeA
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globalis regulator fehérjét kodold génjén elszenvedett pontmutacid 'nem savasitd’ mutanst
eredményez. A LaeA a kék fény érzékelésért felelos ’white-collar’ fehérjékkel
egyiittmikodo "velvet’ fehérjével, a VeA-val szintén regulacios komplexet alkot (Bayram et
al., 2008). A LaeA globalis regulator fehérje az A. terreus-ban is megtalalhato, és fontos
szerepe van a szekunder metabolitok termelédésében (Bok & Keller, 2004; Zhgun et al.,
2019). A fényre adott metabolikus valaszban és a LaeA-kapcsolt regulacioban egyarant

szerepet kapd VeA révén a két szabalyozasi kaszkad kozott elméletileg lehet kdlcsonhatas.

1.2.3.3 Cirkadian ritmus, mint a fényerzékeles egyik kovetkezménye

Vannak olyan ritmikusan valtoz6, sejten beliilli molekuldris mechanizmusok,
amelyekkel a mikroorganizmus képes az id6 mulasat érzékelni. Ide tartoznak a cirkadian
oszcillatorok, amelyek megfelelnek a kovetkez6 harom kritériumnak: (1) koriilbeliil 24 6ra
a perdiodus idejiik, (2) hémérséklet-kompenzalt a periddusuk hossza — azaz viszonylag
sz¢éles hdmérséklet-tartomdnyban valtozatlan —, és (3) kornyezeti hatdsokkal Gjraindithato

(mint pl. megvilagitas vagy homérséklet-valtozas) (Liu & Bell-Pedersen, 2006).

Ugyancsak a N. crassa gomba esetén tartak fel legrészletesebben egy cirkadian ritmus
molekularis hatterét, amely a torzs konidium képzésében jatszik szerepet. A cirkadidn ritmus
alapja egy negativ visszacsatolasu reakciokor. Ot fehérje miikddteti, amelyek kozott van a
kékfény receptor WC-1 és a WC-2 is, valamint egy frekvencia protein (FRQ). Ezen kiviil az
FRQ fehérjétdl fliggetlen oszcillacios koroket is leirtak ebben a gombaban, amelyeknek
molekularis Osszetevdit még nem sikeriilt azonositani. Ilyen példaul a nitrat reduktaz
aktivitas, vagy a diacil-glicerin szint periodikus alakuldsa a sejtekben (Salichos & Rokas,
2010). Salichos ¢és Rokas atfogd vizsgalatban, 64 fonalas gomba protedémainak
Osszehasonlitasaval feltérképezte a cirkadidan fehérjék filogenetikai elterjedését.
Tanulmanyuk alapjan az A. terreus torzs nem rendelkezik az FRQ fehérje homologjaval,
azonban a tobbi néggyel igen. Az A. flavus-ban, niger-ben és nidulans-ban ugyanezt talaltak,
az A. oryzae pedig a WC-1 fehérje analogjat sem tartalmazta. Ismerve, hogy van FRQ
fliggetlen cirkadian ritmus is, ez a hidnyossag nem zarja ki a cirkadian szabalyozas meglétét
az A. terreus-ban, bar ezt direkte nem vizsgaltdk még. Az A. flavus esetén viszont mar

bizonyitottak a cirkadian ritmus létezését (Greene et al., 2003).
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1.2.4  Folyamatos rendszerii itakonsav fermentaciok a szakirodalomban

A szakirodalomban igen csekély szamu folyamatos fermentacios megoldas lelhetd

fel az itakonsav eldallitasara nézve.

A folyamatos fermentacio 1ényege, hogy folyamatos elvétel torténik a fermentlébdl,
amelyet ugyanolyan térfogatarammal érkez6é friss tapoldattal potlunk. Fontos ugy
megvalasztani a higitasi sebességet, hogy a reakciot katalizalé mikrobatomeg kimosodésat
elkeriiljiik. Kézenfekvé a kis higitasi sebesség vagy valamilyen sejtvisszatartasos megoldas
alkalmazasa. Az Aspergillus terreus torzs esetén mindkét megoldast vizsgaltak mar, a sejtek

visszatartdsanak lehetdségét tobb, érdekes megoldés alkalmazésaval is.

Kobayashi és Nakamura (1966) valdsitotta meg az elsé publikalt folyamatos
itakonsav fermentaciot. Kisérletiikkben egy 20 literes Waldhof tipust fermentort alkalmaztak
az Aspergillus terreus K-26 torzzsel kivitelezett fermentaciohoz. A késziilék egy tartaly,
melynek szélessége 2:1 ardnyban all a magassagéval. Belsejében egy tarcsas, forgd levegd
sparger a falhoz kozel, hat ponton vezeti be a levegét. A tartaly belsejébe, kozépre a falhoz
rudakkal hozzaerdsitett hengerpalastot helyeztek el, melynek atmérdje kb. Yi-e a teljes
atmérének. A levegOvel kevert fermentlé a henger kiils6 felén felemelkedik, majd a
belsejében meriil ala. Az aramlas oly modon alakul, hogy csillapitja a habzast (Stanbury et
al., 2016).

A szerz6k megallapitottdk, hogy az itakonsav ennél a torzsnél gatolja sajat
képz6dését. Mig a szakaszos fermentacional 40 g/l itakonsav koncentracidig még nincs
hatasa a terméknek a tovabbi képzddésére, addig a folyamatos rendszernél mar 20 g/l
itakonsav jelentdsen lassitotta a tovabbi képz6dés sebességét. Erdekes, hogy minél nagyobb
az itakonsav koncentracid, anndl kisebb a produktivitds, azaz a gatldo hatds linedris

Osszefliggést mutatott a két paraméter kozott.

A nagyobb micélium koncentracié pozitivan befolyésolta az itakonsav képzddését,
16 g/l szaraz micélium koncentracional talaltak az optimumot. Ezt a magas értéket ugy
sikertilt elérniiik, hogy egy pulzal6 elven miikodo sziird egységet épitettek be az elvételnél,

hogy megakadalyozzak a micélium kimosodasat.

A gomba hajlamos biofilmet képezni azokon a feliileteken, amelyeken nincs erdteljes

folyadékmozgés a fermentorban. Ez azt jelenti, hogy példaul keverds tartalyreaktorban a
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keverdtengely folyadék folotti részén, és alulrdl levegdztetett tartaly esetén, ahol aeroszol
képzddik a 1égtérben, minden szabad feliileten a fejtérben Osszefiiggd gomba biomassza

novekszik fel.

Ezt a jelenséget kihasznalva Ju és Wang (1986)olyan tarcsas bioreaktort tervezett,
amely egy horizontalisan elhelyezett henger test, 3,6 liter térfogattal. A késziiléket félig
toltotték tapoldattal. Benne rozsdamentes acél halos tarcsak forogtak oly mddon, hogy a
tarcsa also fele a folyadékba mertilt, a fels6é pedig a 1€gtérben volt. A lasst forgatds miatt —
kisérletiikben optimalizaltak a paramétert, 8 rpm — a tarcsdkon Aspergillus terreus
NRRL1960 (=DSM826) biofilm épiilt fel.

A biofilm kialakulasa utan folyamatos tizembe kapcsoltak a rendszert, ami 60 mi/h
aramléas mellett stabilan miikodott 30 napig, végig termelve az itakonsavat. A steady state-
et 6 nap alatt érték el, itt az itakonsav koncentracidja 18,2 g/l volt, a térfogati produktivitas
pedig 0,73 g/l/h. Az eljaras érdekessége, hogy az elfolyoban nem volt mérhetd
micéliumtomeg, dacdra annak, hogy a kivezeté csé nem volt specidlisan visszatartisra
tervezve. Szamitasaik szerint az elfogyd glikoz alig 1-3%-at forditotta a mikroorganizmus
novekedésre vagy sejtfenntartasra, a tobbit itakonsav eléallitasara hasznalta fel. A tapoldat
¢és a betap 50 g/l gliikozt tartalmazott, a steady state-ben a gliikdz koncentracio az elfolyoban
(és igy a késziilékben is) 10 g/l értéken stabilizalodott. Tovabba az extrém aerobnak
tekinthetd fermentacios folyamathoz megfelelének bizonyult a minddssze 100 ml/min
sebességli 1égcsere a bioreaktor gazterében, amelyet nem buborékoltattak at a folyadékon,

igy habzas sem lépett fel.

Azonban mas, direkt mddon is dolgoztak rogzitett gombasejtekkel. Kautola és
munkatarsai (1985) harom kiilonb6z6é sejtrogzitési eljarasban probaltak ki szintén az
Aspergillus terreus NRRL 1960 torzset. A céljaik kozott szerepelt a xiléz szénforras
alkalmazhatdsaganak vizsgalata is, de esetiinkben a technologiai megvaldsitasok és a

gliikdzon elért eredmények relevansak.

A kiilonboz6 rogzitési modokat eldszor ismételt szakaszos eljarasban vizsgaltak,
azaz a mikrobat levélasztottdk a szakaszos folyamat végén (egy esetben emlitenek 5 napot,
de nem egyértelmii, hogy minden ciklus hossza ennyi volt-€), majd friss tapoldatba
helyezték. Az tjitasként kiprobalt, Celite R-626 hordozora ndvesztett biokatalizatort

probaltak ki végiil valodi folyamatos tizemben.
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A kiprobalt rogzitési moédoknal a kiindulasi fizioldgiai allapota a gombéanak mas és
mas volt. Az egyik alkalmazott mddszerhez 1%-os agarban rogzitett nedves micéliumot
hasznaltak (a micélium korar6l nincs emlités), amelyet az eredeti tapoldatbol 20 perc
centrifugdldssal valasztottak le, majd 45 °C-os 1% agar tartalmi folyadékban
szuszpendaltak. Lehtilés utan kis, 3 mm ¢lhosszisagu kockéakra daraboltak. Az agarkockak

produktivitasat az ismételt szakaszos eljarasban instabilnak talaltak.

A masodik rogzitési modszer a Ca-alginat gyongybe zaras volt. A gyongybe ezttal
sporakat zartak, majd megfeleld szilarditas és mosas utdn tdpoldatban tenyésztették. A
gyongyok felszinének kozelében siiri micélium réteg alakult ki, amely megbizhatdéan
mikodott az ismételt szakaszos eljarasban, azonban igen kicsi itakonsav koncentracio, és

alacsony produktivitas mellett.

A gélbe zart és agarba Ontott micéliumok produktivitadsat 6sszevetették a ,,szabad”
micéliuméval, 16 ismétlési cikluson keresztiil. Az els6é két ciklusban a harom beallitas
nagyon hasonldan teljesitett, majd a harmadiktol az agarkockdk és a nedves micélium
teljesitménye nagyon lecsokkent. Azt a koriilményt, hogy a ,,szabad” micélium elvalasztasa
centrifugaldssal 20 percig tartott, mialatt oxigénhiany lépett fel a sejtekben, nem vizsgaltak.
Ma mar ismert tény, hogy a 10 percnél hosszabb ideig fenndlld oxigénhidny tartdosan
karositja az itakonsav termelés metabolikus utjat (Kuenz et al., 2012), ez az informacio

azonban ekkor még nem 4allt a kutatok rendelkezésére.

A harmadik Kautola altal vizsgalt immobilizalas a Celite R-626 hordozoéra torténd
randvesztés volt, amely egy nagy porozitdsi szemcsés diatomafold. A cikk nem kozol
adatokat, hogy ismételt szakaszos eljarasban hogyan teljesitett ez a készitmény. A szerzok
leirasa szerint az igy kapott rogzitett micéliumot igen kisméretii — 16x70 mm-es toltott 4gyas
oszlopreaktorban hasznaltak fel, amelyet folyamatos lizemben vizsgaltak. A levegdztetett
reaktorban a folyadék tartozkodasi ideje 9-10 ora volt, és két hétig 11 g/l itakonsavat termelt
a 60 g/l gliik6z tartalmu betapbol. Megallapitottak, hogy ez a stabil miikodés ammonium-
nitrat nitrogénforras mellett érhetd el, ammonium-szulfat mellett nem. A szamitott
produktivitas igy 1,2 g/l/h-nak adodott, amely igen magas érték. A folyamatos fermentaciok
esetén vart alacsony termékkoncentracié és magas produktivitas tehat ebben a kisérletben a

vartnak megfelelden alakult.
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Folyamatos fermentacios kisérletet végzett Horitsu is munkatarsaival (1983). Egy
masik Aspergillus terreus szubszpecieszt (G-026) alkalmaztak, melyet kiilonb6z6 ideig tarto
szubmerz tenyésztést kovetden poli-akrilamid gélbe zartak. Az eljaréas leirdsabol nem deriil
ki, hogy a nedves micéliumot milyen koriilmények kozott szeparaltdk a fermentlébdl,
azonban a gélbezaras vegyszerei — pl. az akrilamid monomer, vagy az N,N’-metilén-bisz-
akrilamid gyakorolhattak toxikus hatast. Azt talaltdk, hogy hosszatdvon a hosszabb ideig —
120, illetve 140 oraig elénevelt micélium teljesitett jobban. Az ilyen koru tenyészet mar
stacioner fejlodési allapotban van, tehat a jobb teljesitOképesség Osszefliggésben lehet az
ebben a fazisban jellemzod lelassult anyagcserével, melynek koszonhetéen a gélbe zaras

folyamatat kevésbé sinylette meg a mikroorganizmus.

A rogzitett micélium optimalis alkalmazasi kortiilményeit a fentihez hasonld ismételt
szakaszos kisérletekkel mérték ki. A vizsgalt paraméterek az eldtenyésztett micélium kora,
a hdmérséklet, az alkalmazott szénforras (gliik6z vagy szachar6z), egyes tdpkomponensek
koncentracioja a tapoldatban (gliikoz, ammonium-nitrat, magnézium-szulfat és ammonium-
dihidrogén-foszfat), valamint a tapoldat pH-ja. A paraméterek hatasat kiilon-kiilon

elemezték, igy kereszthatasok felismerésére, ha lennének, nem volt lehetdség.

A folyamatos reaktor egy 5 cm belsé 4tmér6jii, 20 cm magas iiveg csé volt (400 cm®),
amelybe 100 ml tapoldatot és 40 g immobilizalt micéliumot tettek. Az alkalmazott
paraméterek: 35 °C, 1,4 I/min levegbztetés és 4 ml/ora térfogataram. A maximalis
produktivitast a 15. napon mérték, amikor 0,6 g/l/h-nak adodott. A termékkoncentraciorol
vagy hozam jellegli paraméterrdl nincs emlités a publikacioban. Az igy rogzitett micélium

nem novekedett a vizsgalt 30 napban, €s felezési idejét 10 napban hataroztdk meg a szerzok.

Welter 2000-ben benyujtott német nyelvii PhD dolgozataban (2000) itakonsav
termeld Aspergillus terreus torzzsel (NRRL 1963 szubszpeciesz) kivitelezett folyamatos
fermentacio lehetdségét kutatta. A dolgozatban bemutatta szabad micéliummal végzett
folyamatos fermentacios kisérletét, melynek higitasi sebességét az eldzetesen meghatarozott
maximalis fajlagos ndvekedési sebességhez (umax) igazitotta, hogy elkeriilje a sejtek
kimosddasat. A 180. 6ra utdn azonban a higitasi sebességet megnovelte, gy, hogy az tobb,
mint 10 %-kal meghaladta a pmax-et, mégis a 300. orara, mikor leallitotta a fermentaciot, a
fermentorban egy 0sszefiiggd, nagyméretli gomba aggregatumot talalt. A sejttomeg tehat
nem mosodott ki. Kovetkeztetésként azt vonta le, hogy a szabad sejtes folyamatos rendszerti

fermentdcido a nem tervezhetd fejlodés miatt komoly nehézségekbe litkdzik. A tapasztalt
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burjanzas azonban visszaszorithatdo lehet szerinte a foszfat-tartalom csokkentésével a
betaplalt oldatban. A dolgozat szakirodalmi attekintésében a szerz0 ki is tér arra, hogy kevés
szabad sejtes folyamatos fermentacios kisérletrol szamoltak be eldtte, amely alacsony szam
mogott szerinte az A. terreus nemkivanatos hajlama all a feliileteken valdé megtapadésra, és

azokon a talburjanzasra.

A Kirsten Welter altal ismertetett szabad micéliumos folyamatban 0,6 1/h higitasi
sebesség mellett az elfolyd minddssze 0,3 g/l itakonsavat, és 68 g/l rezidualis gliikozt
tartalmazott. Rogzitett sejtes kisérletében LentiKats® hordozora ndvesztett micéliummal
dolgozott, amellyel igen kicsi, 0,05 1/h higitasi sebesség mellett 12-13 g/l itakonsav
koncentraciot sikeriilt elérnie az elfolyoban, a gliikdztartalom pedig ezzel parhuzamosan 57

g/l volt.

Rychtera és Wase (1981) a pH hatasat vizsgalta az Aspergillus terreus NRRL 1960
fermentort alkalmaztak a célra, amelynek alja és fedélemeze rozsdamentes acélbol késziilt,
ezek zartdk le az tiveg henger két végét, megfeleld tomitéssel ellatva. A kialakitas lehetdvé
tette tulfolydcsd alkalmazasat, amely a hidrosztatikus erék kihasznédlasaval az allando
térfogatot biztositotta a folyamatos eljaras soran. A tanulmény elsddleges célja a pH, mint
paraméter hatasanak teljeskorti feltarasa volt, mind a kiindulasi beallitas, mind a szabalyozas
esetén. Felismerték azt a jelenséget, hogy a fermentacid soran a kezdeti szakaszban fellépd
savasodas kulcsfontossdgi a hatékony termeldképességii sejttomeg kialakulasahoz, és

kiemelték, hogy ez szakaszos és folyamatos lizem esetén egyarant érvényes.

A pH hatasat a folyamatos fermentaciora egyetlen kisérlet soran hataroztak meg. A
kisérlet érdekessége, hogy adott pH-ra szabalyozasnal, miutan elérték az allanddsult
allapotot (’steady state’), a mérések elvégzése utin a fermentlevet leeresztették, és a
késziiléket kitisztitottdk, ujra sterilizaltak. Erre azért volt sziikség, mert a késziilek
belsejében minden felilleten intenziven nétt a gomba. A tisztitds utan visszatoltotték az
aszeptikusan kivett fermentlét, és kovetkezett a pH-sor kovetkezo értéke, amely esetén ismét
megvartak az allandosult dllapotot. Osszesen hét kiilonbdzd pH-értéken végezték el a mérést
(2,0-3,5 tartomanyt felolelden), ezért az egy lancként lefolytatott kisérlet 900 6ran at, azaz
tobb, mint 37 napig tartott. A titer szempontjabol legjobbnak a pH=3,1 értékre szabalyozast

talaltak, ahol 7,8 g/l itakonsav koncentraci6 allt be az allandosult allapotban.
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1.2.1 tablazat: Folyamatos iizemeltetésii itakonsav fermentdciok a szakirodalomban

Technologia Termel6 torzs Verm D u Citakonsav Forras
[ml] [1/h] [ml/h] [a/1]

szabad micélium A.t. NRRL1960 3000 0,04 120* 7,8%** (Rychtera & Wase,

(DSM826) 1981)
poli-akrilamid gélbe  A.t. G-026 100 0,04 4* 15%* (Horitsu et al., 1983)
zart micélium
Celite R-626-ra A.t. NRRL1960 14 0,111 1,56* 11 (Kautola et al., 1985)
novesztett sejttomeg ~ (DSM826)
forgd tanyéron A.t. NRRL1960 3600 0,017 60 18,2 (Ju & Wang, 1986)
felnovesztett sejttomeg  (DSM826)
szabad micélium A.t. NRRL1963 1800 0,06 108* 0,3 (Welter, 2000)
szabad micélium A.t. NRRL1963 1800 0,1 180* 0,15 (Welter, 2000)

*szamitott értékek a fermentacios létérfogat és a higitdsi sebesség ismeretében.
**szamitott ertek maximalis produktivitas mellett
***pH=3,1 szabalyozas esetén

A folyamatos fermentacids kisérletek néhany paramétere az 1.2.1 tablazatban talalhato
Osszefoglalva. Az dranként nyerhetd elfolyd 1€ mennyisége a kiilonb6zo higitasi sebességek
mellett elméletileg a fermentacidos térfogat (Vferm), tehat a folyamat edényzetének
méretezésével egységesithetd. Ebbdl a 1ébdl torténik a késdbbiekben a termékkinyerés, ezért
feldolgozasi miiveletek hatékonysadganak novelése érdekében ez a paraméter
maximalizadlandd. Az elfolyoban marad6d hasznos tdpanyagokat nem kell veszteségnek

tekinteni, ha rendelkezésre all a termékkinyerésre egy megfeleld bipolaris elektrodializator.

1.2.5 Bipolaris elektrodializis — a ,,fermentaciébarat” kinyerési technika

A vegyiparban ¢s a fermentacids iparban bipolaris membran elektrodializist (ED-
BPM) alkalmaznak savak és lugok eldallitdsara, a megfeleld sok oldatabol. A kémiai
eljarasokbodl szarmazé ipari szennyvizek szervetlen so tartalmabdl a sav és lug eldallitasa
elénydsen elvégezhetd egy 1épésben a tisztitdssal. Az eljaras sematikus elrendezését mutatja

az 1.2.4 abra.

Az ED-BPM altalaban szakaszos miivelet, azaz adott mennyiségii s6oldatot addig
recirkulaltatnak a membran modulon, amig elérik a kivant eredményt. Ez teszi sziikségessé

a hilitéberendezés alkalmazasat, ugyanis az ionmozgés a modulban hét fejleszt.
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1.2.4 abra: Bipolaris elektrodializis sematikus elrendezése

Technologiai ijdonsagot a bipolaris membrannal felszerelt membran modul jelent.
Az elrendezés a konvencionalis elektrodializishez hasonldan — ahol csak kation- és anion-
cseréld membranok valtakoznak egymassal — lapmembranos. A sorban elrendezett
membranok ismétlédo egységekben kovetik egymast, egy elektrodpar kozé 50-100 egység
helyezhet6 (Strathmann et al., 2013). A membranoknak formatartonak és mechanikailag
ellenallonak kell lenniiik. A sik membranok kozott olyan tavtartokat alkalmaznak, amelyek
a cirkulaltatott folyadék utjaban akadalyokat képeznek, 6rvénylé mozgasra kényszeritik azt.
Ezzel csokkentheté a koncentracid polarizacios €s eltomddési folyamatok karos hatasa
(Probstein et al., 1972). Az elektrodok koriil jellemzden egy kiilon elektrolit oldat aramlik,
amelyet megfelelé ioncserélé membranok valasztanak el a miiveletre specializalt

membransorozattol.

Aszerint, hogy milyen membranok alkotjak az ismétlddé egységet, haromféle

elrendezést kiilonboztethetiink meg:

1. kation-cserélé és bipolaris membranok (BPM) — két kompartmentes, a kation
(Jellemzden natrium) szelektiven atjut a sdéoldatbdl a masik folyadékfazisba, ahol a
hidroxid ionokkal ,,tarsulva” lugoldatot nyeriink, mig az eredeti s6oldat savasodik a

BPM-bdl kidraml6 hidrogénionok miatt;

2. anion-cseréld és BPM — szintén két kompartmentes elrendezés, azonban ez esetben

az anion jut 4t a s6oldatbdl a masik oldatba, amely savasodik a miivelet soran;
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3. anion-cseréld, kation-cserélé és BPM — harom kompartmentes elrendezés, a
kiindulasi sooldat higul (diluatum), mig a két szomszédos kompartmentben sav

illetve lug képzddik.

Az elrendezések koziil a harmadikat szemlélteti az 1.2.5 abra. A BPM két oldalén az
eljaras végén egy erdsen savas €s egy erdsen lugos oldat lesz, ami kémiailag jelentosen

igénybe veszi a membrant.

A harom kompartmentes elrendezés jol integralhatod szerves savak eldallitasat célzo
fermentacidos rendszerekbe. A fermentaciok fontos paramétere a pH, amelynek
szabalyozasara a savtermeléssel jard folyamatokban valamilyen lug oldatat hasznaljak. Az
ED-BPM-bdl visszanyerhetd, és ujra felhasznalhato a lag, mikdzben a terméket is egy
tisztitott oldatban szeparaljuk. A hagyomanyos csapadékképzéses kinyerési modszerek nagy
mennyiségii szervetlen s6 — altalaban gipsz — melléktermék képzodésével jarnak, gyakran a
kivant savhoz hasonlé volumenben. Ezzel szemben az ED-BPM-hez nem sziikséges

segédanyagokat alkalmazni, ¢s igy melléktermék sem képzodik.

sav ;I'smetloclo egység

BM T - AM

savanion™ savanion*-

OH" H*

|+
10

1.2.5 abra: Harom kompartmentes ED-BPM felépitése (szaggatott vonallal bekeretezve az ismétléds egység)

A bipolaris membran (BM) funkcidja az egyszerli ioncseréld membranokkal
szemben nem a szelektiv iontranszport, idedlis esetben ugyanis ezen a membranon keresztiil
nem cserélddnek ionok a szomszédos oldatokban. A két ellentétes toltésli laminalt réteg
kozott talalhatd egy 4-5 um vastagsagu katalitikus dtmeneti zona, ahol a gélszerti kation-

illetve anion-cseréld rétegen keresztiil diffiizioval bejutd viz van.
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A bipolaris membrant ,,zaré iranyban” kell elhelyezni az elektromos erdtérben, tehat
a kation-cserél6 réteg, amelyen negativ toltések lokalizaltak, a szintén negativ t6ltésii katod
felé néz, mig a pozitiv toltéseket tartalmazo anion-cseréld réteg a pozitiv toltésii anod felé.
Egyenaram hatésara elektrokatalitikus vizdisszociacio 1ép fel, ami a membranban kialakuld
koncentracioprofilokkal magyarazhato. A kapcsolt fesziiltség miatt a két ioncseréld rétegbol
az ellenionok az elektrodok fel¢, az érintkezd folyadék fazisba véandorolnak. A
toltéskiegyenlités kényszere miatt a két réteg kozotti hatarfeliileten a viz disszocidcios
egyensulya az ionképzddés irdnyaba tolodik el, a hidroxid- és oxdnium-ionok pedig szintén
a megfeleld elektrod irdnyaba mozognak. A viz a bipolaris membrant hatarold vizes
oldatokbol diffuzioval potlédik a katalitikus rétegben. Az energidt a folyamathoz az

elektromos erdtér szolgaltatja (Wilhelm, 2001).

A membran rétegek ionszeparacios jellemzOjére azért van sziikség, hogy a
membranban fixalt funkcids csoportokkal azonos toltésii ionok ne érjék el a reaktiv bipolaris
¢érintkezési zonat, valamint hogy lehetové tegyék a termelddd ellenionok kijutdsat a
membranbdl. A gyakorlatban egy minimalis szivargas mindig fellép, amely folyamatnak

termodinamikai okai vannak, ezért teljesen nem sziintethetd meg, csak minimalizalhato.

A folyamatos lizemili fermentéacio és a bipolaris elektrodializis Osszekapcsoldsaval
olyan yjszert, integralt rendszer valosithatdé meg, ahol a kinyerési eljarés in situ megoldhato,
s amely — varhatoan — jobb anyag- és energiamérleget eredményez az itakonsav eldallitas

soran.
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2 KISERLETI ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1 Alkalmazott mikroorganizmusok

Kutatasom soran az Aspergillus terreus torzs itakonsav termelésének vizsgalatahoz
a DSM826 (NRRL1960) letéti szamu szubszpecieszt valasztottam alanynak. Ennek a
torzsnek nagyon sok tanulmanyban vizsgaltak az itakonsav termelését, és az elsé olyan
izoldtum, amely madr ipari jelentdségli termeldnek bizonyult. A legnagyobb itakonsav
végtiter, amelyet ezzel a torzzsel szakaszos rendszerben elértek 110 g/l volt (Karaffa et al.,
2015), 12 napos futasi id6 mellett, pH szabalyozas nélkiil.

A szakirodalom még egy masik, kutatasi célra elérhet6 hatékony itakonsav-termeld
szubszpecieszt emlit, a DSM23081 altorzset. Ez a torzs 160 g/l itakonsavat termelt 7 nap
alatt specialis, gliikoz rataplalasos fermentacios technika alkalmazasa mellett, idézitett pH-
kontroll mellett (Krull, Hevekerl, et al., 2017). Ezt a szubszpecieszt Gsszehasonlitd
vizsgalatokban  hasznéltam, itakonsav termelésre szakaszos, razott lombikos

fermentacidban, illetve a fehér fény bizonyos hatdsainak tanulméanyozasa soran.

A kiilonbozo kisérletek értékelésénél minden esetben feltiintetem, hogy melyik altdrzsre

vonatkoznak a megallapitasaim.

2.2 Felhasznalt vegyszerek

A mikroorganizmusok fenntartdsahoz, az inokulum és a fermenticios tapoldatok
eldkészitéséhez, a mintavételekhez, illetve a mintdk elemzéséhez felhasznalt anyagokat az

2.2.1 tdblazat tartalmazza.

2.2.1 tablazat: Felhasznalt anyagok és vegyszerek

Név Gyérto Mindség
agar N/A bakteriologiai
bidesztillalt viz a laboratériumban keriilt el6allitdsra  vezetSképessége 1,2 uS/icm?
burgonya-gliikdz agar Fluka Analytical -
CaCl; - 2 H20 Reanal ar.
CsH1206 - H,O Hungrana Kift. ¢lelmiszeripari
CeH1206 (standard) Sigma-Aldrich a.r.
CuSO04 - 7 H,0 Reanal ar.
desztillalt viz a laboratériumban keriilt el6allitdsra  vezetSképessége <5 uS/cm?
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Név Gyarto Mindség
di-Na-EDTA Reanal a.r.
FeCls - 6 H.0 Reanal a.r.

Foamsol (habzasgatlo) AB Vickers -
H2S04 Merck 95%
itakonsav (standard) Sigma-Aldrich ar.
KH2PO4 Biolab a.r.
MgSQO, - 7 H20 Merck a.r.
metanol VWR HPLC gradient grade

NaCl VWR ar.

Neomagnol gyogyszertari -
NHsNO; Reanal ar.
Tween-80 Reanal ar.
ZnSO, - 7 H,0 Scharlau ar.

A fermentaci6 soran alkalmazott Aspergillus terreus torzseket ferde agaros

tenyészeteken tartottam fenn. A szilard tapkozeg 0sszetétele az 2.2.2 tdblazatban talalhato.

2.2.2 tablazat: Torzsfenntartasi burgonya-gliikoz taptalaj osszetétele

Komponens Koncentracio [g/1]
Agar 5,0
Gliikéz 10
NaCl 20
Burgonya-gliik6z agar 40

A ferde agaros tenyészetekrdl kiindulva készitettem el az inokulumként hasznalt
konidiospora szuszpenziot. A razott lombikos kisérletekhez kozvetleniil a ferde agarrdl nyert
sporaszuszpenzidt hasznaltam, a lombikok szamatdl fliggéen 4-6 kémcsoves tenyészet
felhasznalasaval. A lemosott sporaszuszpenziokat felhasznalas el6tt egyesitettem,

intenziven elkevertem.

A keverds, kezeldpaneles bioreaktorokban végzett kisérletekhez sziikséges nagy
mennyiségii sporaszuszpenzidt 185 cm? feliiletii, Roux-tipust tenyésztdedényben allitottam

eld. A torzsfenntartési, illetve a konidiospora eléallitasat célzo tenyészeteket inkubatorban,

33 °C-on, 5-7 napig ndvesztettem.

A konidiospordkat 0,01 % Tween-80 feliiletaktiv anyagot tartalmazé fiziologias
sooldattal szuszpendaltam fel az agarfeliiletrdl, ezt hasznaltam a szubmerz kisérletek soran

oltdbanyagként. A konidiospéra a gomba egysejtes megjelenési formdja, ezért Biirker-
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kamraval jol szamolhato. Szélesztéses technikdval az élGcsiraszam is meghatarozhatd a

szuszpenzioban, szemben a fonalas megjelenési forméval, ahol sejtszam nem definialhato.

A fény, mint technologiai paraméter vizsgalatanal szilard tapoldaton vizsgaltam a
sporaképzésre gyakorolt hatast. A burgonya-gliikoz taptalaj mellett, amely komplex

OsszetevOt is tartalmaz, szintetikus, jol definidlt Osszetételii Czapek-Dox tapagart is

alkalmaztam (2.2.3 tablazat).

2.2.3 tablazat: Czapek-Dox szintetikus tdptalaj osszetétele

Komponens Koncentracio [g/1]
Agar 15,0
Szachar6z 30
NaNO3 3
K2HPO4 1,0
KCI 0,5
MgSQO;, . 7 H20 0,5
FeSO,. 7 H.O 0,01

A fermenticid sordn a mikroba szdmara az itakonsav megfeleld termelés¢hez a
fenntartd taptalajtol eltérd Osszetételli fermentacids tapkozegre van sziikség. A megfeleld,
optimalis tapoldat-Osszetétel a torzsre vonatkozo szakirodalombol szarmazik, Osszetétele a

2.2.4 tablazatban lathat6 (Kuenz et al., 2012).

2.2.4 tiblazat: A fermentdcios tapkizeg osszetétele

Komponens Koncentracio [g/1]
Gliikéz 120,0-150,0

NHsNO3 3,0
CaCl,. 2 H,0 5,0
KH2PO, 0,1
MgSOs . 7 H.0 1,0

FeCl; . 6 H,0O 1,67 - 103

CuSO4. 7 H0 0,015
ZnS0q . 7 H0 0,008

A félfolyamatos ¢és a folyamatos fermentidciok soran a rataplalt friss médium

Osszetételét a 2.2.5 tablazatban tintettem fel.
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2.2.5 tablazat: A ratapldlo oldat dsszetétele

Komponens Koncentracio [g/l]
100,0 — 1. félfolyamatos ferm.
Gliikéz valtoz6 — 2. félfolyamatos ferm.
206,25 — folyamatos ferm.
NHsNO3 2,25
CaCl;. 2 H20 50
KH2PO4 0,1
MgSOs . 7 H.0 1,0
0 — félfolyamatos ferm.
ZnS04 . 7 H0

0,008 — folyamatos ferm.
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2.3 Fermentacios eljardasok

2.3.1  Szilard fazisu fermentacié — oltéanyag eléallitasa, sporaképzési tesztek

A szubmerz fermentaciok beoltasdra minden esetben konidiospora szuszpenziot
hasznaltam. Ennek az oltéanyagnak nagy elonye, hogy a gomba egysejtes formaban van
jelen, ezért mindsithetd a sporazd tenyészet kora, valamint a spora koncentracié [db/ml]
adatokkal. A szilard fazisu tenyésztéshez burgonya-gliikkoz agart hasznaltam (Fluka
gyartmanyt), mert a sporaképzddés ezen intenzivebb, mint példaul a Czapek-Dox

tapkozegen, amely a szénforrason és az agaron kiviil kizarolag szervetlen sokat tartalmaz.

Az oltéanyag elkészitése sordn szempont volt, hogy minél nagyobb toménységii
szuszpenziot tudjak eldallitani, mivel a lemosashoz hasznalt Tween-80 tartalmu fiziologias

sooldat higitja a termeltetési médiumot.

A tenyésztést kémcsoves ferde agaros tenyészeten és Roux edényben végeztem.
Utobbi igen nagy — 185 cm?-es agarfeliiletet biztosit, mikdzben a sziik, papirvattival védett
nyakon keresztiil a steril felszuszpendalas és sporaszuszpenzid atontés lényegesen

biztonsagosabb, mint példaul egy hasonl6 feliiletii Petri-csésze esetén (2.3.1 abra).
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A fény sporaképzésre gyakorolt hatasanak vizsgalata soran 6 helyes microplate-eket
hasznaltam a konstans tapkozeg-feliiletli parhuzamos mérések elvégzéséhez. Az egyes
helyeket homogén sporaszuszpenzid 100-100 pl-ével oltottam le, majd egyhetes tenyésztés
utan 10-10 ml fiziologias s6oldattal mostam le a képzddott konidiosporakat. Ezekbdl a
sporaszuszpenziokbdl megfeleld higitds utdn Biirker-kamrdval meghataroztam a
milliliterenkénti  sporaszamot, amelyet visszaszdmoltam egységnyi feliiletre esd

konidiospora szamra.

2.3.2  Félfolyamatos fermentacios eljaras

A félfolyamatos fermentacids kisérleteket Sartorius Stedim BIOSTAT® Bplus
bioreaktor rendszerben végeztem. Az iivegbdl késziilt keverds reaktorban maximum 2 liter
fermentlé kezelésére van lehetdség, azonban a gombafermentacio jelentds habzassal jar —
amint azt a késébbiekben bemutatom, igy 1,5 liter munkatérfogat mellett mikddtettem. A
fermentor savallé acélbdl készilt fedelén helyezkedik el sterilen miikodtethetd
tengelykapcsolassal a keverdtengely, amelyre 2 db 6 lapatos Rushton turbinakeverdt
szereltem. A levegdbevezetés a keverd ald nyuld ivesen meghajtott savalld acél csévon
keresztiil megoldott, a buborékok apritasat és a tengelyre merdleges iranyu keveredését a

Rushton turbinakever6 jellemzo keverési profilja biztositotta.

-,

2:'3.'2'dba: Biostat fermentor
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A fermentor termosztalo kopenytérrel, pH-elektréddal, oldott oxigénméro elektroddal,

elmend levegd hiitdvel szerelt, altalanos céli bioreaktor (2.3.2 abra).

A félfolyamatos miikodtetést a tenyészet késé exponencidlis fejlédési szakaszédban
inditottam el. A fermentacid soran ebben a szakaszban, jellemzden a 4. — 5. nap koriil
mérhetd a maximalis itakonsav produktivitds (Komaromy et al., 2019). A kivétel-rataplalas

ciklusokat 24 6ranként ismételtem.

A fermentaciok 33 °C-on zajlottak, a pH-szabalyozast a 48. 6raban inditottam el,
miutdn a tenyészet pH-ja 2 ala siillyedt. A szakirodalom alapjan eldnyds a pH visszaesését

megvarni, majd ezutdn pH-szabalyozést alkalmazni. Esetemben a pH-t 3-ra szabélyoztam

10 %-o0s (m/m) NaOH-oldattal.

Kétféle félfolyamatos kisérlet eredményeit ismertetem részletesen, amelyek kozott

crer

crer

crer

pozitiv a termékhozamra gyakorolt hatasa, ef616tt pedig — 200 g/l-ig — mar nem befolyasolja
(Karaffa et al., 2015).

A 12 napig tarto elso tipusu félfolyamatos fermentacio esetén a szakaszos felfutasi idé
5. napjan indult a félfolyamatos milkddtetési szakasz. Hét elvétel/rataplalasi ciklust
végeztem el, amelybdl az els6 5 esetben mindossze 100-100 ml (6,7%) tapoldatot cseréltem,

majd az utolso 2 esetben 200 ml-t (13,4%).

A masodik félfolyamatos fermenticidé 10 napig tartott, a 4. napon indult a
félfolyamatos tizemmod. Hat elvét/rataplalasi ciklust végeztem, minden esetben 200-200 ml

(13,4%) tapoldatcsere tortént.

2.3.3  Folyamatos fermentacios eljaras

A folyamatos fermenticid kivitelezésére alkalmazott berendezés egy LAMBDA
MINIFOR laboratériumi fermentor volt, amely 1-3 liter hasznos térfogatu iivegedénnyel
rendelkezik. A fermentacié nyomon kdvetésére szolgalo tartozékai egy homérséklet mérd

szondaval kombinalt pH iivegelektrdod, illetve egy oxigén elektréd. A fermentor flithetd
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infravords besugdrzassal, hiitésre nincs lehetdség. A csatlakoztathatd csonkokon keresztiil
megoldhat6 a pH szabalyozasa, a mintavétel, illetve habzasgatld adagolésa. A fermentorban

a levegodztetés levegd bevezeto- illetve elvezetd- csonkkal biztosithatd. (2.3.3 abra)

2.3.3 dbra: LAMBDA MINIFOR laboratoriumi ermentor

A fermentor keverése axidlis irdnyd, a megfeleld kevertetési feltételek eléréséhez a
motor a tengelyt egy magneses attéten keresztiil adott Hz-en f6l-le mozgatja. A tengelyen
harom, egymastdl 3 cm-re rogzitett szilikon tanyér végzi a keverést. A hajlékony szilikon
tanyérok nem keltenek erds nyirderdket a kornyezetiikben a ,halfarok”-szerti mozgasuk
kovetkeztében, ezaltal nyirasra érzékeny mikroorganizmusok esetén kivaldan alkalmazhato.
A fliggdleges tengely aljan, a legalsé szilikon tanyértdl 3 cm-re talalhato egy allithatod

buborékelosztd, amellyel szabalyozhato a bevezetett levegd porlasztasa.

Ez a késziilék rendkiviil sokoldal, specialis keverési megoldasa révén alkalmas akar
nagy stiriiségli tenyészetek fermentalasara is. Felépitése alkalmas a folyamatos modban valo
alkalmazésra. Az oxigénatadasi viszonyairdl kevés informécioval rendelkeztem, dm a
specialis keverés, €s a bevezetett gaz diszpergalas korlatai miatt kisebb hatékonysagot

vartam, mint a Biostat reaktor esetén.

A fermentor 1,8 liter itakonsav termelésre optimalizalt tapoldatot tartalmazott az
inditasnal. Az oltashoz 100 ml Roux edényrél (185 cm? agarfeliilet) nyert sporaszuszpenziot

hasznaltam.
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A fermentacié soran nem alkalmaztam pH szabalyozast, Hevekerl munkaja (2014b)
alapjan. Ebben olyan eredményeket k6zol, melyek alapjan a pH szabalyozas nélkiili esetben
az els6 hét napban a fermentaci6 felfutasa pH stratégiatol fiiggetlen, ha a kiindulasi pH értéke
3 vagy afolotti. A fermentacios tenyésztokozeg kiindulasi pH-jat sterilizalas elott pH = 3-ra
allitottam, majd nem szabalyoztam a folyamat soran. Az alacsony pH jelentds elénye, hogy
elkeriilhetd volt altala a befert6z6dés az egész fermentacids folyamat soran, annak ellenére
is, hogy a felmeriild problémak miatt kihivast jelentett a beavatkozasok teljeskorii
sterilitasdnak biztositasa. Ilyen nehézség példaul a habzas, a betapvezeték eltomddése, a

steril levegdszlrd eltomddés miatti cseréjének sziikségessége.

A folyamatos miikodtetés soran 12 ml/ora sebességgel tortént a fermentlé kivétele egy
csOvezetéken keresztiil, mely az edényzet legals6 pontjara nyult le. Ugyanilyen sebességgel
taplaltam be a steril ratdp oldatot, egy feliilrél bevezetett csonkon, amely 5 cm-re
helyezkedett el a kevertetett-levegdztetett folyadék felszinétél. Az alkalmazott higitasi
sebességet a félfolyamatos kisérletek alapjan valasztottam meg. A rataplalt oldat
glikkéztartalma végig allando volt, mivel folyamatosan nem igazithattam egyszeriien a
késziilékben fennalldé cukor-koncentracidhoz. A  betdplalt oldat olyan tomény
cukortartalommal birt (200 g/1 feletti), amely alapvetden bakteridlis fertdzésre nem érzékeny
a nagy ozmozisnyomas miatt. Ez a magas cukortartalom elegendének bizonyult, hogy a

késziilékben is magas cukorkoncentraciot tartsak fenn.

A fermentorhoz Masterflex L/S Easy-Load II. tipusu precizids pumpat kapcsoltam a
pontos adagolas biztositdsdhoz, ami fontos feltétel a folytonos fermentaciok kivitelezése
soran. Altalanos laboratériumi perisztaltikus pumpéaval nem kivitelezhetd a nagyon lassu
adagolas olyan mértékii pontossaggal, amely a kisérlet soran elvart volt. A kétutas pumpa
egyidejiileg végezte az elvételt és a rataplalast. Mintakat a 24 6ra alatt 6sszegyiil6 elvételbol,

¢és a készulékbol kozvetlentl vettem.

Az induldsndl az oxigénellatast sterilre sziirt sliritett levegd bevezetésével
biztositottam — 1,5 VVM mennyiségben. Ezt egy hét futds utan tiszta oxigén gazra cseréltem
- 0,3 VVM adagoléssal, mivel a késziilékben az oxigén beoldodasanak sebessége nem volt
elegendd az itakonsav termelés beinduldsdhoz. Megallapitottam, hogy oxigénlimitalt
koriilmények kozott az itakonsav képzddése teljesen gatolt volt, mikdzben a pH lecsokkent
1,9 értékre és stagnalt ez 1d0 alatt is. Egytttal megjegyezném azt is, hogy annak feltételezése

egyes tankonyvekben, hogy az itakonsav révén savanyitja az Aspergillus terreus a
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kornyezetét, nem helytallo. A koOrnyezet savasodasa inkabb a biomasszdba beépiil6
ammonium-ionokrol levalasztott, majd szekretalt protonoknak tulajdonithaté (Kuenz &

Krull, 2018).

A tiszta oxigén nem bizonyult toxikusnak, a mikroba jol fejlodott, és az itakonsav

képzddése is beindult a valtoztatas hatasara.

A kevertetés 3 Hz sebességgel tortént, és a homérsékletet 33 °C-on tartottam, amely a

22 °C-os laboratoriumi szobahdmérséklet mellett stabilan tarthatonak bizonyult.

234 Razott lombikos fermentaciok

A rézott lombikos fermenticidkat tiszta papirvattdbol késziilt dugoval ellatott
Erlenmeyer lombikokban végeztem. Ezeket a mikroorganizmus nagy oxigénigénye miatt
csak a névleges térfogat 1/5-éig toltottem tapoldattal. A kis folyadék rétegvastagsag és a
keverés kozben kialakuldé nagy géz/folyadék hatarfeliilet biztositotta a megfeleld

oxigénellatast.

A tapoldat elkészitésénél az asvanyi sokat a végtérfogat 80%-aban oldottam fel.
Mérélombikban készitettem el a sooldatot. A sok oldasi sorrendjének helyes
megvalasztasaval elkeriilhetd a csapadékképzddés. A lombikot desztillalt vizzel feltdltottem
¥%-1g, majd a sokat a kovetkez6 sorrendben oldottam bele: ammonium-nitrat, kalcium-klorid,
magnézium-szulfat, nyomelemek tdrzsoldatbol, majd az utolso 1épésben a kalium-
dihidrogén-foszfat, ezt kvetden jelig toltdttem, és homogenizaltam. A sooldat pH-jat 10%-
0s (m/m) kénsavval 3,0-ra allitottam. A gliikozoldatbol a végtérfogat 20%-a tartalmazta az

adott lombikhoz sziikséges adagot.

Azokban a kisérletekben, amelyeknél a tapoldatnak eleve tartalmaznia kellett
itakonsavat, a tapoldat térfogatot harom részre bontottam. Ebben az esetben a soéoldatot
olyan toménységben készitettem el, hogy végtérfogat 60%-a tartalmazza a sziikséges
mennyiségeket, €és ebben az esetben is jelre toltés eldtt kénsavval 3,0-ra allitottam a pH-
értéket. A gliikkdz torzsoldatbol a végtérfogat 20%-anak megfelel6 mennyiségre volt sziikség
ezekben az esetekben is. Az itakonsavat nagy toménységii oldatbol mértem ki, olyan modon,
hogy a legtoményebbnek szant 30 g/l beallitas esetén is legyen még annyi mozgastér, hogy

a pH-t ammonium-hidroxid oldattal 3,0-ra allitsam, jelre toltés eldtt. Ebben az esetben az
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ammonium-hidroxid alkalmazéasaval a kiilonb6zd itakonsav tartalmi lombikokba nem
vittem be 0j kémiai anyagot (ahogyan az natrium-hidroxid alkalmazasaval megtortént
volna), hanem csak az ammoénium tartalom valtozott valamelyest benniink. Az ammonium
az alkalmazott (foszfat-limitre) optimalizalt tapoldatban nem limitald szubsztrat. A
sooldatbol és az itakonsav oldatbol elkészitettem azokat az tapoldatokat, melyek minden
komponenst (tehat mar az itakonsavat is, ha sziikséges volt) a kivant mennyiségben
tartalmazta, és a végtérfogat 80%-anak megfeleld mennyiségben a 100%-hoz sziikséges
mennyiségeket oldottam fel. Minden esetben mérélombikokban dolgoztam, a
koncentracidadatok alapjan szamitva az adott mérOlombik térfogataba sziikséges

mennyiségeket.

A fermentaciohoz hasznalt lombikokba sterilizalas utan, laminaris fiilke alatt mértem

Ossze a végleges tapoldatot.

Oltashoz minden méréssorozatnal spdraszuszpenzidt készitettem, az igényelt
mennyiség szerint ferde agaros tenyészetekrdl vagy Roux-edényrdl lemosva a sporakat. Az
agarrdl steril, zarhaté edénybe Ontdttem a spdraszuszpenzidt, amelyet intenziv razassal
homogenizaltam, majd steril pipettdval azonos mennyiségeket mértem a méréssor
lombikjaiba. A sporaszuszpenzié spoOraszamat Biirker-kamras vagy tenyésztéses

telepszamlalassal hataroztam meg.

A fermentacios lombikokat 33 °C-on, 200 rpm razasi fordulatszam mellett inkubaltam

egy B.Braun gyartmanyu plexi hazas inkubalt razogépen. A fermentacios id6 7-9 nap volt.

A lombikokbol menetk6zben nem vettem mintat, csak a leallitasnal. Az 6sszehasonlito
kisérletsorozatban tobb parhuzamos lombikot inditottam, hogy az egyes mérési pontokon

levehet6 legyen 3-3 minta.

A kiinduldsi sporaszam hatasat 3x5 rdzott lombikos kisérlettel vizsgaltam, 5
kiilonb6zd sporakoncentracio beallitasaval, beallitasonként harom parhuzamos lombikkal.
A sporaszuszpenziot ennél a kisérletnél magaval a tapoldattal készitettem, higitottam, hogy
az egyes beallitasok kozott valoban csak a kivant paraméterben legyen eltérés. A lombikokat

sterilen mintaztam a 144. és a 216. oraban.
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2.4 Meéresi modszerek

24.1 Itakonsav mennyiségi meghatarozasa

crcr

Az eljarashoz Hamilton PRP-X300 (ID: 4,1 mm, L: 150 mm, részecskeméret: 7 pm) tipusu
ioncsere kromatografias oszlopot alkalmaztam YL9100 HPLC rendszerrel kapcsoltan. A
kromatografias csucs mindségi azonositasara a standarddal mért retencios idot, mennyiségi
teriiletekre vonatkoztatott kalibraciot hasznaltam. A jel-koncentracié 6sszefiiggés 0-0,5 mM

koncentracio6 tartomanyban linearis.

A fermentlé mintakat 0,20 pm poérusatmérdji nylon fecskenddsziirén sejtmentesre
sziirtem, majd 1 mM-os kénsavval 500-szoros vagy 1000-szeres higitast készitettem. A nagy
higitas egyrészt szolgalta a lineéris tartomanyban valé munkat, masrészt az oszlop védelmét
a kétszeresen pozitiv kationoktol (Ca?* és Mg?*), melyek az itakonsav termelésre
optimalizalt tapoldatban nagy koncentracidban vannak jelen. Az injektalasi térfogat 100 pl

volt.

A meghatarozashoz gradiens modszert alkalmaztam (2.4.1 abra), melyben az eluens 1
mMM-os kénsavbol és HPLC gradiens mindségii metanolbol allt 6ssze. A metanol adagolasa
biztositotta, hogy a fermentlében esetleg jelen levd apolarisabb komponensek is biztosan

elhagyjak az oszlopot.

1 mM-os kénsav [%]
.
(=]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1dé [min]

2.4.1 dbra: HPLC gradiens program itakonsav meghatdrozdsdhoz

Az itakonsav retencios ideje 3,5 perc, és a detektalast UV 210 nm-en végeztem.

56



24.2  Gliikéz mennyiségi meghatarozasa

A fermentlébdl vett mintak glikoz tartalmat DNS-modszerrel (di-nitro-szalicilsav

reagens), illetve HPLC-vel hataroztam meg.

A DNS-moddszer egy egyszeri, fotometrids meghatarozas, amely a redukal6 cukrok
mérésére alkalmas. A kisérleteim soran kizarolag gliikoz szénforrast alkalmaztam, igy a
kalibraciohoz is gliikéz torzsoldatot készitettem. A kalibracids egyenes egyenletét 4 pont

felvételével hataroztam meg (2.4.1 tablazat).

2.4.1 tablazat: Méresi sor készitése

Kalibralé oldatok Minta
Komponensek 5
Vak 0,33¢g/l 0,66 g/l 19/l 29/l

Desztillalt viz [ml] 3 2 1 0 0
DN torzsoldat [ml] 3 3 3 3 3
Gliikoz torzsoldat [ml] 0 1 2 3 0
Higitott minta [ml] 0 0 0 0 3
Kalium-natrium-tartarat oldat [ml] 1 1 1 1 1

A meghatarozandé mintdkbol olyan higitast kell késziteni, amely vérhatéoan a
kalibraci6 tartomanyaba esd koncentracioban tartalmazza a gliikozt. A reakcio 90 °C-on
megy végbe, 10 perc reakcididovel. Mivel az alkalmazott hdmérséklet és reakci6idd

jelentésen befolydsolhatja az eredményt, minden mintasor mellett kalibraciot is végeztem.

A mintékat folyd viz alatt gyorsan lehiitottem, majd megmértem a reakcidelegyek
abszorbancidjat 575 nm-en. A standard oldatok koncentracidinak és abszorbancia értékeinek
ismeretében meghataroztam a linearis kalibracios egyenes egyenletét, mely alapjan a mintak

gliikoztartalma szdmithato.

A DNS-modszer nagy hatranya, hogy 1 g/l-es gliikozkoncentracio felett az eredmény
teljesen értékelhetetlen, és az ismételt mérés igen iddigényes. Ezért kutatdisom masodik
szakaszdban HPLC modszert adaptaltam, amely az egészen alacsony, 0,01 g/l

gliikézkoncentraciotol 10 g/l-ig lineéris koncentracio-jel fliggvényt ad.

A gliikoz meghatarozasara BioRad Aminex HPX-87H (ID: 7,8 mm, L: 300 mm,
részecskeméret: 9 um) kromatografias oszlopot hasznaltam YL9100 HPLC rendszerrel

kapcsoltan. A moédszer izokratikus, eluensként 5 mM-os kénsav oldatot alkalmaztam. A
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kolonnat 50 °C-on termosztaltam, az eluens aramlasi sebessége 0,6 ml/perc volt. Az
injektalasi térfogat 20 pl volt. A gliikoz meghatarozasahoz a jelet refrakciés index detektor
szolgaltatta (trgiksz = 8,40 perc), amely el6tt UV-Vis detektoron is atmegy az eluatum.
Ennek jelent6sége, hogy egy biologiai eljarasbol szarmazoé mintabol, amilyenek a
fermentlevek is, mérhetéek a cukrokon kiviil, példaul az alkoholok, szerves savak és mas
metabolitok is, amelyek ezen az oszlopon elvalnak. Az itakonsav is mérhet6 lenne, azonban
a glilkdz méréséhez alkalmazott kisebb higitasi fok miatt az itakonsav UV2ionm jele mar a
linearis tartoméanyon kiviil esik, ezért ezt az adatot végig a kutatdsom soran az elézdekben

mar ismertetett HPLC modszerrel, illetve berendezéssel hataroztam meg.

2.4.3  Szaraz sejttomeg mérése

A szaraz micélium koncentraci6 (DMW = dry mycelial weight) meghatarozasa
lehetséges a minta ismert térfogatanak centrifugalasaval, a leiilepedd sejtek mosdsat és
ismételt centrifugalasat kovetd szaritassal. A felhasznalt térfogatbdl és a kinyert szaraz
biomassza tomegébdl kiszamithatd a szaraz biomassza koncentracidé. Azonban az eljaras

alkalmazhatdsaganak feltétele, hogy az egész rendszerre jellemz6é mintabol dolgozzunk.

A gomba fermentaciok soran kialakulhatnak makroszkopikus strukturdk, pl. pelletek.
Emiatt a fermentlé inhomogén, és a DMW pontos meghatarozasahoz igen nagy mennyiségii
mintdra van sziikség. A lombikos mérések esetén kikiiszobolhetd a probléma, ha a teljes

reakciotérfogatot feldolgozzuk, és ebbdl szamolunk.

A laboratoriumi bioreaktorokban végzett hosszu, esetenként tobb szaz oras kisérletek
folyaman nagyon korlatozott, hogy mennyi minta kivételére van lehetdség. A mintazas nem
szabad, hogy befolyasolja a folyamatot magat. Az inhomogén bulk és a mintazas
minimalizalasanak Osszeegyeztethetetlensége miatt bizonyos esetekben eltekintettem a

szuszpendalt szaraz sejttdmeg koncentracid meghatarozéasatol.
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244  Oxigén fogyasztas sebességének meghatarozasa folyamatos iizemii

fermentacional

Az oxigén fogyasztasi sebességének meghatirozasahoz ledllitottam a bemend
levegbaramot ¢és nyomon kovettem, hogyan siillyed az oldott oxigén szintje,
masodpercenkénti adatrogzités mellett. Majd Gjra meginditottam a levegéaramot, egészen
addig, amig ismét bedllt az egyensuly, azaz amikor az oxigén felhasznalds mértéke
megegyezik a beoldodott oxigén mennyiségével, majd ismét megsziintettem a
levegdbetaplalast. Mérési idOpontonként hdrom parhuzamos eredményt kaptam igy,
amelyek atlagat vettem. Az adatokat pg O2/L-s mértékegységben adtam meg. Mivel a
biomassza koncentracidja egy ponton til mar nem volt kdvethetd a késziilékben, ezért

egységnyi mikrobatomegre fajlagositott adatokat nem sikeriilt meghatarozni.

Aerob mikroorganizmusok tenyésztése esetén a mikroba a tadpkdzegben oldott oxigént
veszi fel és hasznositja. Az oxigén is szubsztratja a ndvekedésnek, ezért a tapoldatban az
mint az egy¢b tdpanyagoknak. Az itakonsav termelés egyik fontos befolyasolo tényezdje az
oldott oxigén szintjének alakuldsa a fermentdcidoban. Az optimalis tartomany
meghatdrozasahoz a sejttomeg fogyasztasi sebességének ismerete, de még a mérésének

kidolgozasa is kozelebb visz.

2.45  Mintavétel a késziilékbdél a folyamatos fermentacios kisérlet soran

Mig a félfolyamatos fermentacido esetén a napi kivétel Osszetétele megegyezik a
késziilékben aktualisan fennalldval, figyelembe véve, hogy a keverés miatt a késziilékben
makroszkopikus szinten homogén koriilmények vannak. Ezzel szemben a folyamatos
fermentdcional a 24 oOra alatt 6sszegytilt elvétel Gsszetétele nem azonos a késziilékben adott

pillanatban mérhetdvel.

A folyamatos kisérlet soran a fermentlébdl idénként mintat vettem steril fecskenddvel

egy vastag szilikon szeptumon keresztiil. A minta 2 ml-t tett ki, ha az itakonsav és a gliik6z

crer

limitalta a folyamatot, még nem alakultak ki nagyméretii aggregatumok a gombabol. Ekkor
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5 ml mintat vettem, amelyb6l a DMW koncentracié valtozasanak trendjét is lehet6ségem

volt kdvetni.

246  Mikroszkopos vizsgalatok

A kisérleteim sordn a mikroorganizmus fejlodését, a tenyészeteim tisztasagat
mikroszképpal is vizsgaltam. A Zeiss Primo Star tipusu atesé fényben vizsgalo
mikroszkdpot fazis kontraszt feltéttel lattdk el, igy festési eljards nélkiil is szépen
kirajzolodott a micélium halézat. Ezerszeres nagyitas alatt képet kaptam a fonalak
integritasarol, vakudlumok, sporak jelenlétérdl, illetve ez alatt a nagyitas alatt mar a
baktériumsejtek is lathatoak, ha véletleniil befert6zddott volna a tenyészet. Négyszazszoros

nagyitas alatt a gocok slirliségét, tomottségét tudtam vizsgalni.
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3 EREDMENYEK

Az itakonsav fermentacios elGallitasanak folyamatos palyara allitasahoz tobb
részfolyamat behat6d vizsgalatara is szlikség van, melyek koziil az alabbiakban felsorolt

problémakorokkel foglalkoztam munkam soran.

Az oltdanyag mindsége hatassal lehet a kialakuldé morfoldgiara, amely a szakirodalom
szerint szoros kapcsolatban all a termelékenységgel. A kezdeti koriilmények emiatt nem
egyszerlien egy hosszabb lag szakaszt eredményeznek, (amely a beoltas utani adaptacio
ideje, ezt koveti az exponencidlis novekedés fazisa), mint egy lényegesen egyszeriibb
genommal és életciklussal rendelkez6 egysejtil baktérium alkalmazasanal. Gombak esetén a
makrostrukturak kialakulasa eleve determinalhatja az egész termelési folyamatot, példaul a
szubsztrat sejtmembranhoz torténd difftizids limitacidja altal. Folyamatos fermentécio
esetén, amelyben a sejttomeg lassti Ujratermelddése varhato, a felfutdsi szakasz szintén
hosszll idére meghatarozo6 hatassal lehet. A szakirodalomban nem elérhetéek az itakonsav
termeld Aspergillus terreus—t illetden az oltdbanyag hatasat illetve mindsitését célzo
kutatasok. Vizsgaltam ezért a konidiospéra alapii oltdbanyag gyors mindsitésének

lehetdségét, és az oltdsi csiraszam hatdsat a folyamat hozamara.

Két itakonsav taltermeld szubszpeciesz allt rendelkezésemre, amelyeket
dsszehasonlito vizsgalatnak vetettem ald razott lombikos kisérletsorozatban. Osszevetettem

viselkedésiiket szakirodalombol adaptalt optimalizalt koriilmények alkalmazasa mellett.

A folyamatos fermentacid6 kozelithetd félfolyamatos rendszerrel, amelyben
egységugrasszerlien, rendszeres idokozonként torténik kivétel és visszatoltés a bioreaktorba.
Itt is definidlhato egy latszolagos higitasi sebesség, illetve a beavatkozasi ciklusok kozotti
valtozasok szadmszerli kiértékelése 1€nyegesen egyszeriibb, mint a folyamatosan valtozo
Osszetételll folyamatos lizem esetén (mieldtt a ’steady-state’ beallna, ha elérhetd egyaltalan
ilyen). Elméletileg a beavatkozasok gyakorisaganak novelése és a térfogatcsere csokkentése
végiil a folyamatoshoz egyre jobban kozelitd eljarast eredményez. Kétféle félfolyamatos
eljarast alkalmaztam, melyek a betaplalt oldat mindségében tértek el. A kisérleteimet 2 liter

hasznos térfogatt, Biostat tipusu laboratoriumi fermentorban végeztem.

A szakirodalomban szabad micéliumos félfolyamatos itakonsav fermentaciorol

nincsenek feljegyzések, csak az ahhoz valamelyest hasonlo teljes tapoldatcserés eljarasra. A
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teljes tapoldatcsere esetén a levalasztott micéliumot athelyezték friss tapoldatba, és
ismételten inkubaltdk a gliikoz elfogyasdig. Az ilyen jellegi kisérletek is kizarolag razott
lombikos 1éptékben valosultak meg. Ez az eljaras nem alkalmas a folyamatos fermentacio
megalapozasara, mivel olyan drasztikus a valtozds a mikroorganizmus kornyezetében,

amely a folyamatos lizemu fermentacié esetén nem varhato6.

Megvalositottam egy szabad micéliumos folyamatos itakonsav fermentaciot,
amelynek elfoly6jabol sor keriilt bipolaris elektrodializises termékkinyerésre. A kisérletben
a szakirodalomban fellelhetd higitasi sebességekhez képest egy nagysagrenddel kisebbet
alkalmaztam, amellyel a termékkoncentracio névelhetonek bizonyult az elfolyo oldatban. A
folyamatos fermentacié fontos megfigyeléseit, és a tovabbi kutatasokat megalapozo

tapasztalatait is 0sszefoglaltam.

Az oltéanyag eldallitds soran nyilvanvalova valt, hogy az inkubécio fényviszonyai
hatassal vannak az Aspergillus terreus DSM826 telepeinek megjelenésére, és az agarba
diffundalé szinanyagok képzddésére. Tovabba a folyamatos fermentacioé soran a micélium
jelent6s itakonsav-tartalom mellett ujul meg, amelynek egyes szakirodalmi forrasok gatlo
hatast tulajdonitanak. Redukalt kisérleti tervet készitettem, amelyben az egyik fiiggetlen
valtozo volt a kiindulasi itakonsav tartalom volt, a masik pedig a fényhatas. Razott lombikos
fermentaciokban vizsgaltam a bedllitott koriilmények kozott kialakuld micéliumtomeg
novekedési €s termelési sajatossagait. A kisérleti elrendezés az itakonsav €és a fehér fénnyel

torténd megvilagitas kereszthatdsanak megallapitasara is alkalmas volt.

A fonalas gombék reagalnak a fehér fényre, amely tény alapkutatasi szinten széles
korben vizsgalt és igazolt. Amellett, hogy olyan folyamtokra hat a megvilagitas, mint példaul
a konidiosporak képzddése, a valaszreakcid géntranszkripcids, ezaltal metabolikus jellegii is
lehet. Az itakonsav tultermeld Aspergillus terreus gomba esetén ez a kdrnyezeti paraméter
nem kutatott, kiilonosen itakonsav termeltet6 koriilmények kozott. Megvizsgaltam, hogy a

fehér fény milyen hatést gyakorol a sporaképzésre és itakonsav termelésre.
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3.1 Oltoanyag eloallitasa

3.1.1  Spoéraszam reprodukalhatésaga ferde agaros tenyészeten

A kisérletekhez vegetativ modon tartottam fenn az Aspergillus terreus DSM826
torzset. A kémcsObe dermesztett PGA (burgonya-gliikoz agar) tapkozeget fémkaccsal atvitt
konidiosporaval oltottam, majd egy hétig 33°C-on inkubéltam. Ez alatt az id alatt kinétt a
fonalas forma, és a tenyészet feliilletén ismét konidiumok képzddtek, amelyek miatt
barsonyosan barna feliiletet nyert a kindtt gomba (3.1.1 abra). Az igy elkésziilt tenyészeteket
htitészekrényben 4 °C-on felhasznalasig vagy a kovetkez0 — altaldban 3 havonkénti —

atoltasig taroltam.

A ferde agar elkészitése soran minden steril 16 mm-es atmérdjii kémcsébe 5 ml forro,
még folyékony PGA tapagart pipettdztam, majd azonos ddlési szogbe allitva hagytam
megszilardulni. Az igy kialakulo tapkozegek felillete kozel egyforma. A feliileten
kozvetleniil elkenhetd egy oltokacsnyi konidiospdra. Az oltokacsok standardizalt méretii

hurokkal rendelkeznek.

A razott lombikos kisérletek oltdéanyag igénye kicsi a literes és afolotti
bioreaktorokéhoz képest, ezért ezekhez elegendd konidiospéra moshatdé le néhany
kémesorol. Igazolni akartam, hogy a képzddd konidiospora mennyisége aranyos a tapkozeg-
levegd hatarfeliilettel, azaz a kémcsdves tenyészeteken hasonld mennyiségben képzddik

spora, amennyiben minden nevelési koriilmény azonos.

3.1.1 dbra: Ferde agaros tenyészetek megjelenése PGA agaron
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A kisérletben az Aspergillus terreus DSM826 (NRRL1960) mikroorganizmust

vizsgaltam.

A kémcsoves tenyészetek leoltdsat egy torzsfenntartdsi kémcsordl végeztem, fém
oltokaccsal vittem at a hlit6ben tarolt tenyészetrdl vett konidiospoérakat a friss tapkozegre. A
szilard tapagar feliiletén siirtin cikkcakkozott vonal huzasaval egyenletesen felvittem a
sporakat a feliiletre. Az inkubalds paraméterei: 33°C, természetes fényviszonyok (attetszo
falt inkubatorszekrényt hasznaltam), 1 hét id6tartam. Az inkubdaciés id6 végén egyenletes
fahéjszinii feliilet alakult ki a tapagaron, amelyre 8-8 ml Tween-80 tartalmu fiziologias
sooldatot pipettaztam. A sporakat felszuszpendaltam steril kaccsal, és a folyadékot
homogenizaltam kémcsérazoén 1 percig. Ezekbdl a torzs szuszpenziokbdl végeztem a

sporaszam-meghatarozasokat.

3.1.1 tablazat: Telepformalo egység (CFU) meghatarozassal kapott telepszamok

Telepszamok
Higitasi 1épcso
1. kémceso 2. kémcso 3. kémcso 4. kémcso 5. kémcso

10%/1 45 70 58 47 13
10%/2 60 56 51 26 9
108/1

108/2 7 5 7 2 4

CFU/mlI 5,9:108 5,4-108 6,0:108 2,8108 1,8108

Az 6t parhuzamos tenyészet esetén meghatarozott telepképzo egység-koncentraciokat

a 3.1.1 tiblazatban dsszegeztem. A kiértékeléshez a 10° és 10° higitdsi 1épcsSket hasznaltam
fel.

1.E+07
1.E+06

1.LE+05

CFU/ml

1.E+04

1.E+03

1. kémesd 2. kémesd 3. kémcesé 4. kémeso 5. kémeso

3.1.2 abra: Sporakoncentraciok (colony forming unit/ml) a ferde agaros tenyészetekrél nyert
szuszpenziokban
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A mérések azt mutatjak, hogy a spoéraszam nagysagrendileg nem valtozik (3.1.2 dbra),
de a legnagyobb érték tobb, mint haromszorosa a legkisebbnek, aminek mar lehet hatasa a
fermentacids folyamatra, tehat a sporaszdm meghatdrozasa oltas eldtt standardizalt eljaras

mellett is fontos 1épés.

3.1.2  Kozvetett sporaszam meghatarozasa optikai denzitasméréssel

Megvizsgaltam, hogy a telepszamlalas adatait felhaszndlva készithet-e megbizhato
optikai-denzitas kalibracid az egysejtes, kis méreteloszlasu sporak koncentraciojanak

meghatarozaséhoz.

Az alkalmazott hullamhosszt a szakirodalom alapjan hatdroztam meg, 500-550 nm
tartomanyban varhat6 elnyelési maximum. Az egyes kémcsovekrdl nyert szuszpenzidkbol
higitasi sort készitettem, abszorbancia értékiiket a higitas és a telepszamlalas alapjan szamolt

¢ldcsiraszam fliggvényében abrazoltam. (3.1.3 4bra).

0.3
& 1. kémceso
0,25 m 2. kémcso
=
B A 3 kémcso
=02
S -
T x 4. kémeso
n
:, 0,15 + 5.kémcso
)
E ---- Linearis (1. kémeso)
5 0.1 v =0,0451x - 0,025
E - Linedris (2. kémesd)
< y=0,0367x - 0,008
0,05 [l g Linedris (3. kémesd)
vy =0,0402x +0,0075
fffff Linearis (4. kémcsd)
0 y=0,0714x - 0,012
0 1 2 3 4 5 6 7

S e Linearis (5. kémcsd)
Sporakoncentracio [-10%db/ml] y = 0,0771x - 0,0085

3.1.3 d@bra: Sporaszam fotometrias mérésének eredményei

Az abszorbancia értékek a higitds fliggvényében linedrisan valtoztak, azonban az

egyes mintakra meghatarozott egyenesek nem esnek egybe, és meredekségiik is eltérd, igy

a modszer nem alkalmazhaté megbizhatd, gyors csiraszam meghatdrozasra. A
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telepszamlalas mellett tehat maradnak a szamlalokamras eljarasok (Biirker-kamra), amelyek

viszonylag gyors eredményt szolgaltatnak.

3.1.3 Az inokulilasi sporaszam hatasa a DSM826 torzs itakonsav termelésére

Az Aspergillus terreus DSM826 torzzsel végzett fermentacido egyik paramétere az
alkalmazott oltési csiraszam. A szakirodalomban fellelhetd fermentacios kisérletek zomében
az ivartalan konidiosporakkal torténd oltast alkalmaztak, mivel a gomba ezen formaja

egysejtu, igy jol jellemezhetd a sporaszammal, és az oltdanyag eldallitasa jol reprodukalhato.

Az itakonsav el6allitassal kapcsolatban kevéssé vizsgalt az oltasi sporaszam hatasa a
teljes folyamat lefutdsara. Feltételeztem, hogy van optimalis tartomanya az oltdsnal
alkalmazott spoéra-koncentracionak, amelynél a fermentacid optimalis lefutdst. Ez azt

jelenti, hogy a lehet6 legrovidebb id6 alatt éri el a maximalis itakonsav végtitert.

A tartomany also hataranak elméleti alapja, hogy kis sporaszam esetén a lag-szakasz
elhuzodik, a felsé hatart pedig az a fizioldgiai mechanizmus szabja meg, amely a nagy
striiségli gombaspora szuszpenzidkban a csirazas késleltetéséért felelés. A hifak
sporakoncentracid, amely a kiilonb6z6 kezdeti feltételekkel inditott fermentacioknal azonos

micélium tomegkoncentracio esetén is okozhat eltérést a hozamban és a produktivitasban.

Az altalam vizsgalt oltds utdni sporaszam koncentracié tartomany a 10° és 107 db
spora/ml-t dlelte fel. A szakirodalomban altalanosan alkalmazott koncentracio 5x10° db

konidiospora/ml, mely a vizsgalt tartomanyba esik.

Az eredmények a 3.1.4 abran lathatoak. A 144. 6rdban a legkisebb oltasi sporaszammal
indult lombikok itakonsav tartalma elmarad az egy nagysagrenddel nagyobb
sporaszamuakhoz viszonyitva, amely nagyrészt a hosszl lag-szakasz kovetkezménye. Az
1,07x107 spora/ml-es — legtdéményebb — beallitas esetén a 144. oraban még észlelhetd
lemaradas, bar nem szignifikans az eltérés, a végsd, 216 oras mintdkban azonban nem
mérhetd szignifikans eltérés egyik beallitas esetén sem. A jovOben, egy kiilon kisérletterv
keretein beliil érdemes meghatarozni a maximalis itakonsav-tartalom elérésének idépontjat

az oltas utdni csiraszam fliggvényében.
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3.1.4 dbra: A kiilonb6zo kiindulasi sporaszamu fermentdciok itakonsav tartalma a 144. és a 216. oraban
(minden pont 3-3 pdrhuzamos fermentdcio datlaga)

A kisérlet 144. 6rajaban, a hatodik napon mért gliik6z és itakonsav koncentraciok,

valamint a szamitott termékhozamok a 3.1.5 4bran lathatok.

‘ + Glikoz % Itakonsav ---o--- Hozam ‘

o0
<
)

r 0.7

~1
<
1

h [=))
(=) (=)
H—H—o
o —X—
I
——
—X—
T
[
(=)}

3
Hozam [g Itakonsav/ g AGliikoz]

[3*)
(=)
——
—t—
T
=)
Ln

Gliikoz, Itakonsav koncentracio [g/1]
— -
o o

b

0 T T T T T 0.4
0 2 4 6 8 10 12

Inokulilisisporakoncentracio [-105 db/ml]

3.1.5 dbra: A gliikoz-, az itakonsav-koncentracio és a termékhozam alakuldsa kiilonbozd oltdsi sporaszamok
mellett, a 7/44. oraban

A 144. ordban még minden bedllitds tartalmazott maradék gliikozt. A vizsgalt
kiindulési sporakoncentracié tartomany alsé hataran a legtobb a maradék gliikkdz, amely
magyardzhat6 azzal, hogy a sejttomeg exponencialis gyarapodasa késobb indult be a tobbi
bedllitashoz képest. A tartomany legnagyobb értékénél is viszonylag magas a maradék
gliikoz koncentracioja, ebben az esetben feltételezésem szerint a sporak csirdzasa gatlas ala

keriilt. Vagy egy molekularis mechanizmus van a hattérben, amelyek révén az aktivalodo,
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duzzado sporak képesek érzékelni koncentracidjukat, és gatld hatast gyakorolnak a tovabbi
sporak kicsirdzasara, vagy pedig valamelyik komponensbdl — feltehetéen a limitalo
fosztatbol — a gyors kimeriilés miatt nem jut a spordkba olyan mennyiség, hogy az

anabolikus folyamatok maximalis sebességgel miikkodjenek.

A 3.1.5 abran feltiintettem a fermentacios hozamot is, amely a keletkezett itakonsav és
az elfogyott gliikdz hanyadosa. Elméleti maximuma 0,72 g/g, tehat ha az elfogyo gliik6z
teljes egészében az itakonsav termelés metabolikus tjan alakul at, akkor 1 g gliik6zbdl 0,72
g itakonsav keletkezik. A kisérlet soran azt tapasztaltam, hogy kisebb sporakoncentraciok
esetén a hozam 0,59 g/g illetve 0,58 g/g, amely ~10 %-kal meghaladta a legnagyobb
sporakoncentracio esetén kapott 0,53 g/g értéket. A szakirodalomban leggyakrabban
eléforduld 5 - 10° db/ml beallitasnal szamolt hozam a két végpont kozott helyezkedett el,
0,55 g/g-nak adodott. Az elméleti hozam értelemszeriien nem érhet6 el, hiszen a tapoldatban

szerves szén csak a gliikozbdl volt elérhetd a mikroba felépitd folyamataihoz.

Erdekes kérdés, hogy vajon a hig sporakoncentraciobol kinevelt micélium egységnyi
mennyisége valoban tobb itakonsavat termel-e, mint a sok sporabol novekedd
micéliumtomeg? Elképzelhetd, hogy a fizikailag Osszefliggd micéliumhdlozat olyan
optimalis tapanyag-felhasznalast valosit meg a teljes hossza mentén, hogy ezaltal az
itakonsav termelddést maximalizalni tudja az organizmus. Ha ez igy van, az Gjabb érdekes
kérdéseket vet fel. Az egy sporabol kialakulé gombat biologiailag tekinthetjilk 6nallo
egyednek is, mivel a sejtjei kozott megvalosul olyan interakcid, amely jelentdsen eltér a
mikroorganizmus—kornyezet kémiai kolcsonhatasoktol? Ezek a genetikailag egyforma
wegyének” pedig valamilyen moddon egylittmiikodhetnek vagy épp ellenkezdleg,

versenghetnek egymassal.

314 Két altorzs viselkedésének osszehasonlitasa itakonsav termeltetd

fermentacios koriilmények kozott

A szakirodalomban szakaszos eljarasban két Aspergillus terreus altorzs teljesitett a
legjobban, melyeket a DSMZ torzsbankban DSM826 és DSM23081 letéti szamon tartanak

fenn. Ezeket razott lombikos fermentacids kisérlettel hasonlitottam oOssze. Mindkét torzs
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esetén két, kiilonbozo sporaszdmmal oltott fermentdciot végeztem, mely egyenként 9
parhuzamos lombikbol allt. Az azonos koriilmények kozott razott lombikokbol harmat
meghatdrozott idonként levettem, az itakonsav- €s a gliilkdztartalmat meghataroztam (3.1.6
¢és 3.1.7 abra). Egy fermentacidés sorozat kivételével a szaraz sejttomeg adatokat is

megmértem (3.1.8 abra).

----- B Glitkoz (1. ferm. - 1,13-10ad4 CFU/ml) ~-@- [takonsav (1. ferm. - 1,13-10ad4 CFU/ml)
----- B Glitkk6z (2. ferm. - 6,26-10ad6 CFU/ml) - [takonsav (2. ferm. - 6,26-10ad6 CFU/ml)
125
DSM&26
E 100
=2
o
g 75
=
@
~
g 50 1
=
z
2
g2 25 -
=1
=
[l
N0 e : . . = .
g 0 50 100 150 200 250
0 Fermenticios idé [h]
3.1.6 dbra: Aspergillus terreus DSM826 torzzsel végzett razott lombikos kisérletek lefutdasa
----- B Glilkdz (1. ferm. - 7.30-10ad4 CFU/ml) @ Itakonsav (1. ferm. - 7,30-10ad4 CFU/ml)
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3.1.7 dbra: Aspergillus terreus DSM23081 torzzsel végzett rdazott lombikos kisérletek lefutasa

A két torzs esetén a végsd itakonsav titer nem kiilonbozik szignifikdnsan, a
fermentacio lefutdsaban azonban jelentds kiillonbségek adddtak. A DSMS826 torzs esetén

gatl6 hatdsu volt a nagy sporaszammal oltés, a cukor elfogyasztasa lassabb iitemben tortént,
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a sejttomeg pedig szignifikdnsan nagyobb volt, mint a kisebb sporaszamu oltasnal. Tehat az
alacsonyabb sporaszammal indulé fermentdcid eldbb, a 144. orara elérte a maximalis
itakonsav koncentraciot, mig a nagyobb sporaszammal oltott kisérlet soran a 144. 6raban
még jelentds (~27 g/l) maradék gliikoztartalom volt mérhetd, amely a 216. orara elfogyott

ugyan, de nem novelte szignifikdnsan az itakonsav végtitert.

A DSM23081 esetén azonban a nagyobb sporaszamu fermentacié soran gyorsabban

elfogyott a gliik6z és az itakonsav koncentracio is stabilizalodott a 144. orara.

egy maximalis sporakoncentracié, amely mellett mar gatolt a micéliumképzddés, és ezt a
DSMS826 torzs 2. fermentacidjaval elértiilk, ez magyarazatot adhat a megfigyelt lassabb

gliikdz-felhasznalasra.

----- @ DSM23081 - 7.30-10ad4 CFU/ml
----- -~ DSM826 - 1,13-10ad4 CFU/ml
————— A~ DSMS826 - 6,26-10ad6 CFU/ml
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3.1.8 abra: Asperqillus terreus DSM826 és DSM23081 torzsekkel végzett razott lombikos kisérletek

crer

A két torzs kozott a legnagyobb eltérés a sejttomegek alakulasdban volt megfigyelhetd
(3.1.8 abra). A DSM826 torzs mindkét fermentacidja soran a sejttdmeg monoton novekedett
a vizsgalt 216 oras intervallumban, mig a DSM23081 esetében a maximalis koncentraciot

mar a 48. orara elértiik, és ezutdn nem valtozott szignifikansan.
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A sporabdl induld fermentaciok esetén a lag szakaszban eldszor a spordk duzzadasa
torténik meg, mely soran vizet, tdpanyagokat és gliikozt vesznek fel. Az intenziv anyagcsere

beindulédsa utdn hifanytlvanyok jelennek meg a sporakon.

3.1.9 dbra: Aspergillus terreus DSM826 spordk csirdzasa

3.1.10 abra: Aspergillus terreus DSM23081 csirazasa

A DSM23081 torzs sporai nagyobb méretiire duzzadnak, €s intenzivebb hifanyalvany-
képzddés megindulasa tapasztalhatd, mint a DSM826 esetén, melynél jellemzoen két
hifanytlvany indul ki egy sporabol, majd csak bizonyos, a koriilményektdl fliggd hosszsag
elérése utan indul meg az elagazasok képzddése. A gombafonalak novekedése a fonalak
végén torténik (apikdlis elongacid — csucsiranyl hosszabbodas), ezért a nagyobb szamu
hifacstics gyorsabb novekedést tesz lehetévé (3.1.9 és 3.1.10 abrak). Erdemes lenne
megvizsgalni, hogy egységnyi tomegii nyugvé gombaspora mennyi gliikoz, illetve tdpanyag
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felvételére képes a hifandvekedés megkezdéséig, ha a fermentacid soran alkalmazott

koriilmények kozé keriil.

Az itakonsav termelés szempontjabol kiemelendd, hogy a vizsgalt idéintervallumban
ugyanolyan mennyiségben termeltethetd itakonsav a DSM826 torzs szignifikansan — kozel
30%-kal kevesebb biomasszajaval, mint a DSM23081 torzzsel, amely a feldolgozasi
miiveletek, és a hulladék-képzddés szempontjabol elonyds. Erre alapozva a bioreaktorokban

végzett kisérletek soran az Aspergillus terreus DSM826 altorzzsel dolgoztam.
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3.2 Félfolyamatos fermentdcios kisérletek

A folyamatos fermentaciot megel6zden a gyakorlatban egyszeriibben megvalosithato
félfolyamatos eljarasban vizsgéaltam a gomba viselkedését, amely a folyamatos rendszer
paramétereinek megalapozasat is szolgalta. A félfolyamatos technika eldnye, hogy a
késziilékbdl kivett térfogat ugyanannyival potolhatd, az allandd reakcidtérfogat ezért jol
tarthato. Nem fenyeget eltomddés vagy meghibasodas az adagolasi automatikaban. A
kivétel-ratap ciklusokban kicserélt térfogatok csokkentésével és a beavatkozasi ciklusok
gyakorisaganak novelésével kozelithetd a folyamatos eljaras, €s egy latszolagos higitasi

sebességgel jellemezhetd.

A kétféle részletesen ismertetésre keriild félfolyamatos fermenticid sordn az
Aspergillus terreus DSM826 szubszpeciesz volt a termel6 torzs. A kiilonbséget a ratap oldat
glilkdztartalma jelentette két eljaras kozott. Eldzetes, itt nem részletezett kisérletek soran
kidertilt, hogy az elégtelen foszfat-rataplalas meggatolja az amugy is foszfat limitacid mellett
végzett fermentacidoban a mikrobatomeg megujulasat, ha atallunk félfolyamatos miikodésre.
Mivel a foszfat a fermentlén beliil a mikrobatdmegben lokalizalt, feltételezve, hogy
sejttdomegre nézve is homogén a kivett rész, a rataplalt oldatban a kiindulési koncentracio

alkalmazasa mellett allando foszfat-tartalom all fenn a késziilékben.

A gliikoztartalom az els6 félfolyamatos fermentacié (I. FEIFF) soran a ratapban nem
valtozott, allandé 100 g/l volt. A masodik fermentacioban (II. FEéIFF) azonban minden
elvét/rataplalas alkalmaval visszaallitottam 120 g/l-re a késziilékben. Ezt a ratap oldat steril
Osszemérésével oldottam meg, torzsoldatokbdl és steril desztillalt vizbol kiindulva. A gliikoz
torzsoldat koncentracidja 400 g/I-es volt, a tobbi komponens pedig 100-szoros toménységii.
A torzsoldatokbol a 200 ml-hez megfeleld mennyiséglit pipettaztam sterilizalt laboratoriumi
livegbe, majd jelig toltdttem az edényt. A maximalisan igy beadagolhato gliik6z mennyiség

igy 192 ml-ben 76,8 g volt, amit nem kellett meghaladni egyszer sem.

A Kkisérleteket a 2. fejezetben felsorolt analitikai mérésekkel kovettem nyomon. Egyes
mintékat faziskontraszt mikroszkop alatt is vizsgaltam, és sterilitasi vizsgalat céljabol Petri-
csészékre szélesztettem beldlik. Egyik mintdbol sem volt kimutathatdo idegen

mikroorganizmus.
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A kisérletekben nem sikeriilt jelentésen meghaladni a 30 g/l itakonsav koncentraciot,
dacéra a kis latszolagos higitasi sebességnek és a rendelkezésre allo glilkdéznak. A szakaszos
kisérletek alapjan 40 g/1 folotti értékre is lehetett szamitani (Komaromy et al., 2019), mas
forrasok szerint a torzs 90-120 g/l itakonsav termelésére képes a gliikoz kimeriiléséig, igy a

termékgatlas lehetdsége ebben az eljarasban felmertil.

3.21 A félfolyamatos fermentaciok inditasa

A fermentaciok mindkét esetben a szakaszos itakonsav fermentdciokhoz hasonld
felfutassal indultak. A félfolyamatos miikodtetést a késdi exponencidlis novekedési
szakaszban kezdtem meg, az 1. FEIFF esetén az 5., a II. FEIFF esetén pedig a 4. napon. Ezen

a ponton mar 20 g/l vagy efolotti itakonsav-tartalom volt a fermentlében.

A felfutasi szakasz els6 20 orajaban az oldott oxigénszint és a pH gyors siillyedése volt
tapasztalhat6. Ezalatt az id6 alatt kis volumenii mintakat vettem, melyekbdl az itakonsav- és
az extracellularis gliikoztartalom alakuldsa mérhetd volt, és mikroszkop alatt vizsgéalhat6 a
sporak csirdzasa. Emiatt a sejtszarazanyag tartalmat erre az idészakra vonatkozdéan nem
tudtam kovetni, mivel ahhoz a vizsgalathoz nagyobb mennyiségre lett volna sziikség. A
gliikéz fogydsa nagyon lasst volt (3.2.1 tablazat), amibdl kovetkeztetni lehet a biomassza

lassti novekedésére is az alkalmazott szintetikus fermentacios kozegben.

3.2.1 tablazat: A gliikozfogyasztas felgyorsulasa a I FEIFF felfutasi szakaszaban

Fermentdcios ido Gliikoz koncentracio | Gliitkozfogyasztdas sebessége

Oh 149,3 g/l
6h 148,6 g/l 0,12 g/l/h
19h 146,7 g/l 0,15 g/l/h

24,5h 144 .4 g/l 0,42 g/l/h

355h 138,1 g/l 0,57 g/l/h

48,5h 129,2 g/l 0,68 g/l/h
71h 108,4 g/l 0,92 g/l/h

Megallapithatd tehat, hogy a novekedésnek ebben a szakaszdban, kozvetleniil a

csirazas utan a biomassza specifikus oxigénigénye magasabb, mint az ezt kovetd fazisokban.
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A mért adatok a 3.2.1 abran lathatoak. Az 3.2.1/b abran fekete nyillal jelolt habzas miatt az
oldott oxigénszint megemelkedett, majd a habzasgatlo hozzdadasa utan ismét erdteljesen
csokkent. A korai szakaszban képz6d6 hab nagy biomassza-tartalma, ami miatt a folyadék

fazisban jelentOsen lecsokkenhet a gomba mennyisége.
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3.2.1 dbra: Az oldott oxigénszint és a pH vdltozdsa a félfolyamatos fermentdaciok felfutdsi szakaszaban: A) |.

FéIFF B) II. FEIFF (fekete nyil - habzds)

Mivel a szakirodalomban kevés elérhetd kisérleti tapasztalat 4ll rendelkezésre ennek a
technikdnak az alkalmazasardl, azok a paraméterek, melyek nagyban befolyasoljak a
folyamat lefutdsat, mint példaul a félfolyamatos miikodtetés inditdsanak iddzitése a
novekedés megfeleld fazisahoz, a beavatkozasi ciklusok gyakorisaga, vagy a rataplalt oldat
Osszetétele, ezek megvalasztasa alapos megfontolasok utan, de mégis onkényesen tortént.
Ezek az uttord kisérletek elsdsorban kiindulopontként szolgalhatnak a késobbi

optimalizalasi munkahoz.

A pH csokkenését az ammonium-ionok felvételének tulajdonitjak (Kuenz & Krull,
2018), ami valdban 6sszecseng Kuenz (2012)ammonium-ion felvétel méréseivel. Ebben a
korai fazisban nem volt mérhetd itakonsav-tartalom a fermentlében. A sav termelddése tehat
nem oka az alacsony pH kialakuldsanak, bar feltehetden jelentds szerepet jatszik annak
fenntartdsaban, figyelembe véve, hogy a pH-kontrollalt szakaszban a lug-adagolas korrelal

a képz6do sav mennyiségével.
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3.2.2 A félfolyamatos miikodtetés nyomon kovetése

A két fermentacids eljards kozott a félfolyamatos iizem paramétereiben volt
kiilonbség. Az elsé eljaras esetén konstans gliikoz koncentraciot alkalmaztam a betaplalt
beavatkozasra valtoztattam, attol fiiggden, hogy a 24 6rés periddusban a fogyas hogyan

alakult. Célom itt az dlland6 magas gliikdzkoncentréaci6 fenntartasa volt.

Az 1. FeIFF soran mért koncentracio adatok a félfolyamatos mikddtetés kezdetétdl a

3.2.2 4bran lathatok.
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3.2.2 dbra: Az I. FéIFF soran mért gliikoz-, itakonsav- (IS) és sejtszdarazanyag (DMW) koncentrdciok

A félfolyamatos miikodtetés soran a glilkdz koncentracidja csokkend tendenciat
mutatott, mig az itakonsav lassan névekedett, majd miutan elérte a 28 g/l-es értéket, erre allt
vissza a ciklusok kozotti 1d6 alatt. A sejtszarazanyag koncentraciojanak alakulasa
valtozékonynak bizonyult, amelynek oka — nagy valosziniiség szerint — a habzas altal a
késziilék belsd falara kihordott mikrobatomeg, amellyel nem szamoltam. Az értéke 10 g/l
koriil ingadozott, anélkiil hogy egyértelmii ndvekedd vagy csokkend tendenciat mutatott
volna. Az utols6 két ciklusban a kicserélt térfogatot kétszeresére noveltem. Ez a gliikkoz
koncentracio jelentdsebb novekedésében és az itakonsav koncentraci6 aranyosan csdkkend
értekében észrevehetd. A mikrogomba tdmeg megtjult a nagyobb higitasi 1épés esetén is. A

nagyobb térfogat-csere a pH-szabalyozashoz hasznalt lug fogyasaban 2-3 6ras sziinetet
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eredményezett, amely a kisebb higitasnal nem volt észlelhetd. A sziinetet kovetden azonban

a lugfogyasztas ismét elindult és gyorsan elérte az eredeti meredekségét.

A kovetkezd félfolyamatos eljarasban a tapasztalt cukorfogyasi trend miatt a rataplalt
oldat cukortartalmat annak megfelelden valtoztattam, hogy a beavatkozas el6tt vett mintabol
mennyinek addédott a cukorkoncentracié. Minden ratap/elvét ciklusban annyi cukor
visszapotlasarol gondoskodtam, hogy a 120 g/l-t elérjem. Kisebb ingadozas tapasztalhato
volt, mivel a fermentorban a folyadék térfogata a mintdzasok és az intenziv levegdztetés
miatt fellépd parolgasi veszteség miatt eltért kissé a szamitasokhoz hasznalt adattol. A 120
g/l gliikdzkoncentracio olyan irodalmi adat (Karaffa et al., 2015), melyet batch fermentaciok
esetén — mint kiindulasi koncentracio hatasat — vizsgaltak az itakonsav hozamra nézve. Ez
alatt az érték alatt a hozam alacsony volt, folotte azonban mar nem volt hatdsa ennek a
paraméternek a hozam alakuldsara. Meg kell jegyezni, hogy a szakaszos fermentacioban a
legnagyobb produktivitds a 96-120 o6ra iddintervallumban volt mérhetd, amikor a gliikoz
koncentracidja 80 g/l-r61 55 g/l-re csokkent. Arra nézve tehat, hogy a konstans magas értéken
tartott cukortartalom milyen hatassal van a sejttomeg produktivitasara, az itt bemutatott

mérések az elso kisérleti adatok.

A konstans magas cukortartalom maga utan vonja, hogy az elvétben is magas lesz a
maradé cukorkoncentracid. Azonban, terv szerint a félfolyamatos, vagy lehetdség szerint a
folyamatos fermentacio6 folyamatat 6sszekapcsolva egy bipolaris elektrodializis modullal, az
itakonsav kémiai modifikatorok hasznalata nélkiil szelektiven kinyerhetd. A visszamarado,
megfeleld ionos és nem ionos tapanyagkomponensek adagolasa utan. Az egész folyamat
valodi hatékonysagat pedig majd a kapcsolt rendszerre vonatkozd adatok alapjan lehet

kiszamolni.

A I1. FeIFF soran mért koncentraci6 adatok a félfolyamatos miikodtetés kezdetétdl a

3.2.3 abran lathatok.

Az itakonsav koncentracio novekedo trend mentén lassan 28 g/I-r61 34 g/l-re valtozott.
Ez az érték még mindig jelentdsen elmarad a szakirodalmi 90-120 g/I-t61, holott folymatosan
jelentds mennyiségli gliikoz allt a mikroba rendelkezésére. A sejttomeg 20 g/l koril
ingadozott, kis mértékben emelkedett a folyamat masodik szakaszara. A kisérlet sordn még

intenzivebb sejttomeg képzodést tapasztaltam a késziilék gazterének szilard feliiletein, mint
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az I. F¢IFF esetén. A szuszpendalt szaraz sejttomeg, amely az elvétekbdl meghatarozhatd
volt, kiegyensulyozott képet mutatott. Az 1. FéIFF-hoz képest kétszeres mennyiségii
sejttdmeg miatt azonban a fermentlé joval viszkozusabb volt, ami megnehezitette a

sejtmentesitést, akar centrifugalassal, akar sziiréssel.
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3.2.3 dbra: A 1. FéIFF sordan mért gliikoz-, itakonsav- (IS) és sejtszdrazanyag (DMW) koncentrdciok

A nagy mennyiségli szilard sejttdmeg rdadasul valos idében, a késziilékben a teljes
térfogathoz mérten is mar szamottevd mennyiségii intracellularis fazist jelent, amelynek
Osszetétele (pl. itakonsav tartalma) nem azonos az extracellularis térben mérhetével. Mivel
a késziilékben a hasznos térfogat meghatdrozasa bizonytalan, a hatékonysag értékeléséhez

tobb adat sziikséges.

3.23 A hozam és a produktivitas alakulasanak 6sszehasonlitasa beavatkozasi

ciklusonként

A 3.2.4 abran lathat6 a ciklusonként elfogyasztott gliikoz, keletkezett itakonsav (IS)
¢s a sejtszarazanyag valtozasa. Az abran feltiintettem a 24 6rés intervallumokra kiszamolt

atlag produktivités és termékhozam értékeket.
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3.2.4 abra: A gliikoz-, itakonsav(1S)- és sejtszdarazanyag koncentrdcio, a hozam és a produktivitis

alakulasa az I. FélFF-ban

A 24 6ras periddusokra szamolt produktivitas adatok ingadoztak, az elsd, a negyedik
¢s a hatodik ciklusban maximumot mutatott ez a paraméter, rendre 0,23, 0,23 és 0,27 g
IS/L/h. Az itakonsav hozam szintén ezekben a ciklusokban ért el magasabb értéket, amely
0,28, 0,35 és 0,50 g IS/g gliikkoz volt. Az itakonsav hozam elméleti maximuma 0,72 g 1S/g
glilkkdz, amely a metabolikus Utvonalbol szamolhato, azzal a feltételezéssel, hogy a
mikroorganizmus a gliikkozt kizarolag itakonsav eldallitasara hasznositja. A bemutatott
kisérletben azonban nem alkalmaztam sejtvisszatartést, tehat a sejttdmeg megujulasa fontos
tényezd volt a miikodtetés sordn. A fermentdcio soran nem volt cél elérni az elméleti
hozamot, csak megkozeliteni azt. Innen kozelitve, a hatodik ciklusban elért 0,50 g 1S/g
glikéz részeredmény igéretes. Azonban a tapasztalt peridiocitas a termelésben nem
vitathatd, ami tovabbi vizsgdlatokat kivan, a mikroba viselkedését és egyéb, eddig
figyelembe nem vett tényezdket véve gorcsd ald. A folyamat leéllitasat megel6zo tizenkét

oradban mar nem tortént tovabbi ligadagolas.

A 1II. FéIFF-ban ciklusonként mért elfogyott gliikoz, képz6détt itakonsav és szaraz
sejttomeg alakuldsa a 3.2.5 abran lathatd. Szaggatott vonalakkal jeloltem a szamolt itakonsav
produktivitast és hozamot a 24 o6ras periodusokra vonatkozoan. A szamitashoz a teljes

fermentlé térfogatadatot hasznaltam.
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3.2.5 dbra: A gliikoz-, itakonsav- és sejtszdrazanyag koncentrdcio, a hozam és a produktivitds

alakulasa a |I. FélFF-ban

Ebben a kisérletben még feltiinébb a folyamat periodicitdsa. A produktivitas az elso,
harmadik és 6t6dik ciklusban mutatott maximumot, rendre 0,24, 0,23 és 0,23 g IS/L/h. A
legalacsonyabb értéket, 0,08 g IS/L/h-t, a hatodik ciklusban tapasztaltam, amely utan mar
nem volt tovabbi lugadagolds, és a folyamatot leallitottam. Az el6z6 folyamathoz hasonldan
alakult a hozam is, ugyanezen ciklusokban sorra 0,48, 0,48 és 0,41 g IS/g gliikoz

csucsertékeket sikerilt elérnem.

A két félfolyamatos fermentacio6 soran a produktivitasok igen alacsonyak voltak, holott
a rendszer eldnye éppen a nagy produktivitassal valé miikodtetés lenne. A magasabb
cukorkoncentracié alkalmazasa nem ndvelte a produktivitdst, bar a hozam kedvezdbben
alakult. A hozam, azaz hogy a felhasznalt gliik6z hanyad része alakul itakonsavva, nagyon
fontos paraméter az anyagfelhasznalds minimalizaldsa szempontjabol. Emiatt a nagy
cukorkoncentracidoval megvalositott félfolyamatos fermentaciot vettem alapul a folyamatos
eljaras paramétereinek — a higitasi sebesség és szubsztratadagolasi stratégia — tervezésénél.
A szakirodalmi folyamatos fermentaciokkal dsszevetve elmondhatd, hogy a kivett fermentlé
elérhetd itakonsav koncentracioja szignifikdnsan nagyobb volt a legmagasabb 18 g/l értéknél

(Ju & Wang, 1986).
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A fermentaciok soran nyert itakonsav tartalmi levet centrifugalassal (6000 rpm, 10
perc) elvalasztottam a micélium tomegtol, €s bipolaris-elektrodializis kisérletekben keriiltek
felhasznalasra [6,7,9]. Ezaltal értékes informaciokat nyertiink a pH hatdsarol az elvalasztas

hatékonysagara, a gliikoz visszatartasra és az energiafelhasznalasra vonatkozdan.
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3.3 Folyamatos fermentdacios kisérlet

A Lambda Minifor laboratériumi fermentorban végzett fermentacid 547 oras futasat
dokumentéltam, amely a szakaszos felfutast, egy egyhetes oxigénlimitalt, nem termeld
szakaszt, majd egy tobb, mint 300 oras itakonsav termeld szakaszt dlelt fel. Az itakonsav
termeltetd szakaszban bipolaris elektrodializissel feldolgozott diluatum visszataplalasanak
hatasat is vizsgaltam. A bipolaris elektrodializisnek az a sajatossaga, hogy a
termékkinyeréshez nincsen sziikség segédanyag hozzaadasara, igy az itakonsavra, illetve
ionos komponensekre nézve elszegényedett fermentlében, mdasnéven diludtumban
visszamarado tapanyagok (elsdsorban a gliikoz szénforras) visszaforgathatok a folyamatba.
A visszaforgatast limitalhatjak olyan gomba eredetii metabolitok, amelyek esetleg gatld
hatast gyakorolnak az itakonsav termelés metabolikus utjara. Ilyen valdban integralt

alkalmazasra nézve nincsen még adat a szakirodalomban.

Az elébbiekben bemutatott félfolyamatos kisérletek soran hasznalt Biostat késziiléket

technikai okokbol kellett lecserélni.

Mivel egyetlen folyamatos kisérletet végeztem a vazolt koriilmények kozott, amely
tobb, mint egy honapot vett igénybe, a kiértékelés soran a statisztikai értékelhetdség hianya
miatt nem tehetek daltalanos megallapitasokat. Azonban a folyamat soran nyert
megfigyeléseket és tanulsagokat érdemes kielemezni, rendszerezni, hogy ezeket a tovabbi
folyamatos fermentacids kisérletek tervezésénél tekintetbe véve egy lépéssel kozelebb

keriiljiink az ipari megvalositashoz.

3.3.1 A fermentacio elsé szakasza — habzas, sporazas és nincs itakonsav!

A kisérlet szakaszos lizemi inditasa sordn a pH érték valtozésa hasonldé mintdzatot
mutatott a Hevekerl kisérletében leirtakhoz (2014b). 72 éran beliil a pH lecsokkent 1,9
értékre, majd stagnalt. A szakirodalmi adatok alapjan a lecsokkent pH valamelyest lassitja a
sejttomeg novekedési litemét, azonban az elérhetd DMW koncentraciot nem befolyasolja.
Az alacsony pH tamogatja a sterilitas fenntartasat a késziilékben. E két tényez6 ismeretében

nem alkalmaztam pH szabélyozast.
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A fermentacio els6 hetében a tapkozeg jelentds habzasat tapasztaltam. Amellett, hogy
a habképzddés miatt kirakddott a micéliumtomeg egy jelentds része a késziilék fejterének
falara, el6fordult, hogy a fermentlé kihabzott az elmend levegdszlirén keresztiil (3.3.1 abra).
Mivel a kihabzas a késziilékben levd folyadéktérfogat valtozdsahoz is vezet, és a
levegdztetést is befolyasolja, ezért szabalyozasa kulcsfontossagli az itakonsav fermentécio

soran.

3.3.1 dbra: A habzas kévetkezményeként kirakodott sejttomeg a késziilék falan (balra), illetve az

elmend levegd hiitdjében (jobbra)

Az intenziv levegOztetés alkalmazasakor a hab szemmel lathatoan nagy biomassza-
tartalmt volt. Ha a sejttomeg kirakodik végig az elmend levegd hiitében és csovekben, az

neheziti a Sterilitas fenntartasat.

A fermentacié soran 0,5, illetve 1,0 ml-es mennyiségben 5 %-0s steril Foamsol
szuszpenziot adagoltam a rendszerhez, a habzas megfékezésére. Kevés irodalmi adat all
rendelkezésre, hogy milyen tipusi habzasgatlot érdemes az itakonsav fermentacié soran
alkalmazni. A szilikon alapti Foamsol-t élelmiszeripari etanol fermentacidhoz fejlesztették
ki, ahol az esetemben el6allo extrém alacsony pH-val nem kell szdmolni. A Foamsol bevalt
a félfolyamatos kisérleteim soran, ahol 48 6ra szabad futds utan pH = 3 szabalyozast

alkalmaztam. A legmegfelelébb, 3 alatti pH-n is stabil és inert habzasgatlo kivalasztasa
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fontos kutatasi feladat lesz a jovében. Ahogyan az is, hogy a fejtérben a biomassza
kirakodasat megakadalyozzuk, példdul valamilyen nanotechnoldgias feliiletkezeléssel,

amely ellenall a gomba megtapadasanak.

Az elsO hét 6tddik napjan mar folyamatos lizemre kapcsoltam a mikroba szubmerz
sporazasa miatt (3.3.2 abra). Ez alatt az id6 alatt nem termel6dott mérheté mennyiségii
itakonsav, dacara a gondos szakirodalmi tajékozodas alkalmazasanak. A probléma okaként
az alacsony oxigénatadasi sebességet hataroztam meg.

A

sporak \ I ,

3.3.2 dbra: Intenziv spo’ra’%ds a fermentacio 87. érdjdb;ln, IOéOx-es nagyitasban
A Biostat reaktorban végzett szamos szakaszos (jelen dolgozatban nem targyalt) és
félfolyamatos kisérlet elott szdmszerlsitettem tiszta vizben a 33 °C, illetve 37 °C
homérsekletekhez tartozd oxigénatadasi sebességeket az adott késziilékben, kiillonbdzo
keverési fordulatszam és levegd térfogatiram paraméterparok beallitisa mellett. igy
kivalaszthato volt az a paraméter par, amellyel a lehet6 legkevesebb levegd bevezetésével
(habzés!) és a lehetd legkisebb fordulatszam (nyird erdk!) beéllitdsdval még elégséges

oxigénbevitelt értem el [4].

A Lambda fermentor esetén erre nem keriilt sor, ezért a kevertetés frekvenciajat és a
levegd bevezetést a még alkalmazhaté maximalis értékekre allitottam. A levegd bevezetés
porlasztasa a belépési ponton igen kis hatékonysagti ebben a berendezésben. 3 I/perc esetén
—ami kb. 1,6 VVM-nak felelt meg, a nagyméretii buborékok igen gyorsan atszaladtak a
folyadékon. 2,7 l/perc €s 3 Hz keverési frekvencia esetén mértem a legnagyobb levegd
visszatartast (emelkedett folyadékszint alapjan), és a legkedvezébb buborék aprozodast itt

figyeltem meg.
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A specialis keverés, amely a nyiréer6k minimalizalasat célozza a halfarok-szerii
mozgassal, nem alkalmas a buborékok hatékony diszpergéalasara. A kisérlet els6 szakaszadban
bebizonyosodott, hogy az Aspergillus terreus gombaval végzett fermentacidban ez a
hianyossag olyan szintli oxigén-limitaciét okozott, amely korlatozta a novekedést (3.3.3
abra), illetve az itakonsav képzddés teljes mértékben gatlas ala keriilt. Azonos 0sszetételil
tapoldaton a Biostat reaktorban 10-15 g/l DMW is elérhetd volt (lasd a kiindulasi értékeket
a félfolyamatos kisérletek soran — 3.2.2 ¢és 3.2.3 abrdk). A limitacidé a folyamatositott
mikodtetés soran is egészen addig fennallt, amig a levegdt tiszta oxigénre nem cseréltem
(3.3.3 abran a z61d jelolok). Lathatd, hogy a novekedés mar nem volt szignifikans a 40. 6ra

utan.

‘ A szakaszos felfutdis @ folyamatos tizem ‘

1

I [
A ,

DMW [g/1]
——
—»—
——

[3%)
1

0 T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Fermenticios ido [h]

3.3.3 dbra: A mért micéliumtomeg-koncentrdcié adatok (DMW) a fermentdcids idd fiiggvényében

A 167. 6raban levegbadagolas helyett tiszta oxigén gaz lassu adagolasara tértem at. A
tiszta oxigén adagolasaval a telitési koncentraci6 megndvekedett (ardnyosan az oxigén
parcialis nyomasanak véltozasaval, azaz 5-szorosére), igy az a késziilék kialakitasa ellenére
sem limitalta a folyamatot a tovabbiakban. A tiszta gaz adagolds megkezdése utidn a
kovetkezé hét nap soran az itakonsav-tartalom fokozatosan megnovekedett, 0-rol 30 g/l

koriili értékre.

136 h

3.3.4 dbra: A fermentlé kiillemének valtozdsa a kisérlet sordan
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A gomba novekedése az 5-6. naptol kezdéddéen morfologiai valtozason ment at, és az
addig laza szovetként fejlédé micélium golyos pelletekké formalodott (3.3.4 abra). Ekkor
mar nem volt lehetéségem a DMW nyomon kdvetésére, mivel a késziilékbdl egy 1 mm
atmér6ji, hosszu tiin keresztiil tudtam csak mintat venni. A minta a nagy golyok kizarodasa

miatt mar nem volt reprezentativ a teljes fermentlére nézve.

3.3.2 A fermenticié masodik szakasza — képzddik az itakonsav

Az oxigén limitacid megsziintetése utani 6t napos adaptacids intervallumban az
itakonsav koncentracioja az extracellularis térben 20 g/l, azaz 2% f6lé emelkedett, a 328.
oratol nézve 25-35 g/l kozotti értéket vett fel. 2-2,5 % itakonsav-tartalom mellett mar az
elfoly6 fermentlét érdemes a bipolaris elektrodializissel végrehajtott kinyerési kisérletekhez
gyljteni, igy tehat az elfolyd gyiljté edényt 24 oranként cseréltem. A napi gyljtott
mennyiségeket az egyesités eldtt itakonsav- és gliikoztartalomra nézve analizaltam (3.3.5

abra).

‘ Ogliikoz H itakonsav ‘

180 A
160 -
140 ~
120 A
100 A
80 1
60 1
40 A
20 A

Koncentricié [g/l]

286-310 310-334 334-358 358-382 382-406 406-430 430-454
Gytijtési idoszak [h]
3.3.5 dbra: Napi gyiijtott fermentlevek osszetétele (az dallando térfogataram miatt a mért adatok tekintheték

az adott idészak dtlagos mintdinak is)

Itt fontos megjegyezni, hogy a késziilék aljan elhelyezett kivételi cs6von keresztiil az
alkalmazott igen alacsony kifolyasi sebesség miatt a sejttdmeg nem aranyosan higult az
extracellularis térben mérhetd anyagokhoz képest. Ezt jol szemlélteti a 3.3.6 abra, amelyen

a gyljtéedény és a fermentor egymas mellett lathato.

86



£

3.3.6. dbra: A folyamatos iizemii fermentacio installacioja: 1. Lambda Minifor fermentor, 2. ratap oldat

edeényzete, 3. elvétel oldali gyiijtéedény, 4. kétutas, precizios perisztaltikus pumpa

A fermentacid soran mért paraméterek alakuldsat az idé fiiggvényében a 3.3.7 abra
mutatja. A sziirke jelolokkel feltiintetett glitkozkoncentracio az egész folyamat soran 120 g/l
feletti volt. Az itakonsav termelés szempontjabol relevans iddszakban nem allt be egy kvazi
egyensulyi értékre, hanem ingadozott 130-170 g/ kozott. Az itakonsav joval
kiegyensulyozottabb képet mutatott, a 300. ora koriil elérte a 25 g/1 értéket, és ezt kdvetden
végig efolott maradt. A maximalis mért itakonsav koncentracido 33 g/l volt a 430. 6rai
mintavételbol. A 309-547 iddintervallumban mért itakonsav koncentraciok atlaga a
késziilékben 29,0 g/l volt, ami a szakaszos méréseknél elérhetonél joval alacsonyabb, de a
szakirodalomban szabad micéliumos folyamatos itakonsav fermentacidkban elért értékeknél

szignifikansan magasabb (v. 6. a 1.2.1 tablazat értékeivel — 32. 0.).

A folyamatos fermentdcié soran dinamikus moédszerrel mértem az oxigénfelvételi
sebességet. A mérés lényege, hogy a levegd/oxigén betaplalast ledllitom, és 1 percig, vagy
rovidebb ideig, ha kis oldott oxigén koncentraciorol indultam, mértem a fogyasztés
sebességét. Ennek értéke az oxigénlimitalt szakaszban viszonylag kiegyensulyozott volt, a

késziilék abszolut mikroba tartalma 10 pg/l oxigént vett fel masodpercenként.
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3.3.7 dabra: Lambda Minifor fermentorban kivitelezett fermentdcié kozben mért gliikoz, illetve itakonsav koncentracio és az oxigén felvételi sebesség idobeli alakulasa (A

86. ératol folyamatos iizem, D=0,0075 1/h, a 167. 6ratol levegd helyett tiszta oxigéngaz bevezetés.)
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A tiszta oxigén bevezetését kovetden kozel négy napig nem kdvettem ezt a paramétert.
Amikor az itakonsav-tartalom novekedésnek indult, és elérte az igéretes 15 g/l-t, ismét
végeztem 1égzési sebesség méréseket. Az oxigénbevezetés sziineteltetését nem tekintettem
durva beavatkozasnak a fermentacié soran, mivel az oldott oxigénszint nagyon magas volt
végig, a 1 perc alatt nem okozhatott tartdos karosodast a micéliumokban. Ezért ezeket a

méréseket gyakrabban végeztem el, a tapasztaltaktol fiiggden akér dranként.

Azt tapasztaltam, hogy éles, periodikus valtozasok figyelhetok meg a 1égzési
sebességben, amelyeket mérési adatok hidnydban nem tudtam ugyan fajlagositani a
micéliumtomegre, de nem magyardzhatta a gomba szaporodasa vagy kimosodasa. A
minimalis periddusidé a mért hulldmzas atlagaibol szamolva 47 o6ra, ami 0,02 1/h
frekvencianak felel meg. A 1égzési sebesség mért maximuma 48-65 pg/l oxigén felvétel
kozott mozgott masodpercenként, a minimum érték pedig 8,3-19,5 pg/l oxigén/s
tartomanyban, amely legalabb 40%-ra valo visszaesést mutat. A mérés automatizalasaval
lehetne megvalositani a pontosabb monitorozast. Nem zarhato ki, hogy a jelenség hatterében
a gombasejtek cirkadian ritmusa és jellemz0 pulzald kornyezetfelderitési mechanizmusai is
szerepet jatszanak. Az liveg fermentorban a fényviszonyok a nappal-¢jszaka valtozasaval
nem allandok, és ez adhat a valaszreakcionak egy periodikus mintdzatot. Tovabbi lehetséges
ok, hogy a mikroorganizmus allandéan magas gliikkdzkoncentracié mellett oxigéndus
kornyezetben van szubmerz formaban. Ez az allapot olyannyira nem természetes, hogy az
evoltciods alkalmazkodas soran adaptalt szabalyozé mechanizmusok kaotikus eredménnyel
mitkodnek. Az Aspergillus-oknal azonositott alternativ oxigenaz rendszer is kdzrejatszhat a

jelenség kialakulasaban.

A légzési sebesség mérése dinamikus modszerrel tehat igen érdekes jelenséget tart fel,

amelynek tovabbi kutatdsa fontos és érdekes feladat.

3.3.3  Bipolaris elektrodializissel 6sszekapcsolt rendszer

A folyamatos fermentacio 25 g/l illetve ef6lotti itakonsav tartalmt napi gytjtéseit 2
um porusméretli iivegszalas mélységi szlirlapon sejtmentesre sziirtem, és NaOH-0s pH
alltds utan kozvetleniil felhasznaltuk egy kereskedelmi forgalomban kaphatd bipolaris-
elektrodializis berendezésben [9]. Az egyes frakciok megjelenése a 3.3.8 abran lathato. A
diluatum az itakonsav kinyerése utan 128 g/l gliikkozt és 1,3 g/l itakonsavat tartalmazott. Az
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oldatot 10 percig 90 °C-on tartottam, hogy a nemkivanatos mikroorganizmusok szamat
redukaljam, majd visszahiités utan a 495. 6ratdl visszataplaltam a késziilékbe. Az eredeti
betaplalashoz képest (amelyben 206 g/l gliikéz volt) jelentdsen kevesebb gliikozt
tartalmazott, és az ionos tdpkomponenseket sem tartalmazott. A mikroszkopos képen a
beavatkozds két napja alatt a hifdk elnytltak, a mikromorfologia valtozasnak indult.
Azonban mindez csak olyan mértékben, hogy indukalhattak a tdpanyagok koncentracio-
valtozasai is. Ezzel egyidében az itakonsav koncentracio csokkenni kezdett, 25 g/1-ig esett
vissza. Mikor ismét az eredeti ratap oldatot adagoltam, a valtozasok reverzibilisnek

mutatkoztak, és a késziilékben ismét ndvekedésnek indult az itakonsav koncentracioja.

3.3.8 dbra: Bipolaris elektrodializis folyadékagai, balrdl jobbra: eredeti sejtmentesitett fermentlé,

miivelet utani itakonsav-oldat, miivelet utani luQoldat, diludatum

A Dbipoléris-elektrodializis membranjai koziil az anioncseréld membran nagyon
elszinez6dott (3.3.9 abra), a sotét lerakodas a heterogén polimer membran anyagaba is
bediffundalt. Tobb szakaszos miivelet utan kis mennyiségben a sav tartamua koncentratum is

enyhén szinezddott.

3.3.9 dbra: A bipolaris elektrodializis késziilék membranjai a valodi fermentlével végzett feldolgozas utan:

BM — bipolaris membran, KM — kationcseréld membran, AM — anioncseréld membran
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A kinyerési eljarassal tisztitott itakonsav oldat mindségét hosszabb tavon befolyasolja,
hogy a fermentlé milyen szinanyagokat tartalmaz az itakonsav mellett. Az elsé valdodi
fermentlével végzett kisérletekben még viztiszta savoldatot nyertiink, azonban néhany ciklus
utan enyhe sargds szinezddést tapasztaltunk, amelyet valosziniileg egy melléktermék

okozott, amely atjutott az anioncseréld membranon.

Az ED-BPM kinyerésbdl visszavezetett tapoldat kiegészités nélkiil rontott a folyamat
hatékonysdgan, azonban nem okozott visszafordithatatlan és szokatlan degenerativ
valtozasokat, ezért mindenképp tovabb kell vizsgalni, hogy milyen tapanyag kiegészitéssel

lehet a negativ hatast kompenzalni.

A hosszu pH szabalyozas nélkiili fermentacios kisérlet soran a sterilitast biztonsaggal
fenn tudtam tartani. Ehhez sziikség volt arra, hogy a fermentacio steril koriilmények kozott
induljon, és zavaras nélkiil kifejlédhessen a micélium. A végsé mintaban mikroszkop alatt
nem lattam idegen mikroorganizmust. A minta feliilleti szélesztésekor idegen
mikroorganizmus-telep nem képzédott a burgonya-gliikoz agaron, csak a célorganizmusra

jellemzd fahéjszinii telepek fejlodtek (3.3.10 abra).

3.3.10 d@bra: A folyamatos fermentdcio kiszélesztett mintdja a 23. napon

A késziilékben a bulk mennyiségének pontos meghatirozésa nagyon fontos lenne
ahhoz, hogy megbizhato hozam- és produktivitas szamitasokat lehessen végezni. A kisérletet
értékelhetdségét végig limitalta a nagyon kis térfogat. A sejttdmeg meghatirozas
aggregalodas és pelletképzés esetén mar nem lehetséges, a még kiveheté mintatérfogat nem
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volt reprezentativ. De 0Osszességében megallapithatd, hogy a folytonos rendszer
megvalosithatd, és kis higitasi sebesség mellett magasabb termékkoncentracié érhetd el a

szakirodalomban fellelhetd folyamatos itakonsav-fermentaciokkal 6sszehasonlitva.

92



3.4 A feher fénnyel torténé megvilagitas hatisa az itakonsav tultermelo

Aspergillus terreus-gombara

3.4.1 A fehér fény hatasa a sporaképzodésre

Azok a gombdk, melyek evolucids fejlddésének meghatdrozo része a talajban ment
végbe, kifejlesztettek olyan modszereket, melyekkel a kornyezd fényt érzékelni tudjak.
Egyes fajok cirkadian (nappal-¢jszaka) ritmussal is rendelkeznek. A fény azt is jelezheti,
hogy a leveg6be érve a konidiosporakat a sz¢€l szét tudja szorni. A két rendelkezésemre allo
szubszpecieszt megvizsgaltam, hogy alland6 megvilagitas hatasara valtozik-e a termelt

konidiosporak szama.

Elséként komplex tapanyagokban gazdag burgonya-gliikoz agaron vizsgaltam a
megyvilagitas hatasat. Azonos feliiletii szilard tapkozegeket oltottam le 100-100 pl
sporaszuszpenzioval (DSM826 esetén 1,13x108 db/ml, DSM23081 esetén 9,92x107 db/ml).
A leoltott lemezeket — torzsenként és beallitdsonként 6-6 parhuzamost — 33°C-on
inkubaltam, 1 héten keresztiil. A fényen inkubalt beallitasok esetén folyamatosan 70 lux
megvilagitast alkalmaztam. Az inkubdaciés 1d6 leteltével azonos mennyiségii fizioldgias
sooldattal mostam le a spordkat minden lemezrdl, majd megfeleld higitas utan Biirker-

kamraval meghataroztam a spdraszamokat.

A tenyészetek makroszkopikus megjelenése a fényviszonyoktol fiiggben eltérd volt
mindkét torzs esetén, a fényben inkubalt lemezeket egyenletes, barsonyos barna bevonat

fedte (3.4.1 abra).

3.4.1 dbra: Szilard tenyészetek megjelenése egy hét inkubdacio utan, balra az A. terreus DSM826,

jobbra az A. terreus DSM23081 sététben illetve fényben nevelt tenyészetei
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A két itakonsav tultermeld szubszpeciesz eltérOen reagalt a megvilagitasra. A fajlagos

sporaszam-meghatarozas eredményeit a STATISTICA programban értékeltem, variancia

analizissel (one-way anova, F-proba). A megvilagitas hatasat vizsgalva azt talaltam, hogy

mindkét mikroorganizmus esetén szignifikins (a DSM826 esetén p = 0,000002, a

DSM23081 esetén p=0,018) az egységnyi szilard feliilleten képz6dd sporak szdmaban

tapasztalhat6 eltérés. A két torzsre kapott eredményeket egylittesen kezelve a Tukey-teszt

alapjan csak a sotétben nevelt DSM826 ¢s a megvilagitds mellett nevelt DSM23081

tenyészetekre mért eredmények nem kiilonboznek szignifikansan (3.4.1 tablazat).

3.4.1tablazat: A kiilonbozé bedllitasok kozotti kiilonbségek vizsgalata Tukey-teszttel (a délit és vastagon

szedett, p < 0,05 értékeket szignifikansnak tekintettem)

Kisérleti A.t.DSM23081 | A.t.DSM23081 | A.t. DSM826 A.t. DSM826
elrendezés + Sotét + Fény + Sotét + Fény
A.t. DSM 23081 0.01861 0.04644 0.00018
+ Sotét
A.1. DSM 23081 0.01861 097221 0.00018
+ Fény
A.t.DSM826 0.04644 0.97221 0.00018
+ Sotét
At DS,M826 0.00018 0.00018 0.00018
+ Fény

A fény hatasara tehat tobb konidiospora képz6dott a komplex tapanyag tartamu

burgonya-dextroz agaron mindkét torsz esetén. Az eredményeket egységnyi agarfeliiletre

szamitva adtam meg, és a 3.4.2 abra szemlélteti.

Fajlagos sporaszam [spéra/cm?|

0,0E+00 -

8,0E+07 1
7,0E+07 4
6,0E+07 A
5,0E+07 4
4,0E+07 A
3.,0E+07 1
2,0E+07 A

1,0E+07 4

OFény B Sdtéet

A.t DSM 826
3.4.2 abra: Burgonya-gliikoz agaron képzdédatt konidiospora-szamok (a standard hiba feltiintetésével) a két

A. . DSM 23081

hatékony itakonsav-tultermelé Aspergillus terreus szubszpeciesz esetén
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Az abran jol lathato, hogy a DSM826 torzs sporaképzésére erdteljesebb serkentd hatast
gyakorol a folytonos megvilagitas, mint a masik torzs esetén, €s mindkét esetben ndvekedett

az egységnyi feliileten képzddott sporak szama a megvilagitas hatasara.

A DSMS826 torzs esetén a megvilagitas sporaképzddésre gyakorolt serkentd hatasa a
konidium-alapt oltéanyag eléallitds soran jol kihasznalhatod, mivel kevesebb mennyiség

szilard tapkozegrol gylijthetd a sziikséges mennyiségli konidium.

A torzs pontleoltassal késziilt telepei Czapek-Dox agaron is jelentdsen kiilonboz6
format oltottek (3.4.3 abra), a fényben novekvdé kolonidk egységesen kor alakban
novekedtek, és méretiik is egyforma volt, mig a sotétben a novekedés szabalytalan

telepformékat hozott létre.

3.4.3 dbra: DSM826 pontleoltassal készitett telepei Czapek-Dox agaron, 1 hét inkubdcids idé utan, Al

fényben inkubdlt tenyészet; B/ sotétben inkubalt tenyészet

Megvizsgéltam, hogy a DSM826 torzsnél tapasztalt intenzivebb sporaképzés a a
Czapek-Dox agaron is tapasztalhato-e. A burgonya-gliikozhoz képest ez a tapoldat kizarolag
kémiailag jol definialt anyagokat tartalmaz, csak szervetlen formaban tartalmaz nitrogént, a

szénforras pedig szachar6z benne.

A vizsgalat eredményét a 3.4.4 abra mutatja. A kozépsO, ismétlés nélkiili pont a

nappal-¢éjszaka valtakozo megvilagitas melletti tenyésztés eredményét mutatja.
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3.4.4 dbra: Czapek-Dox agaron mért, feliiletre fajlagositott sporaszamok a standard hiba feltiintetésével

Az eredményeket a STATISTICA programban is kiértékeltem, ez alapjan ezen a
tapkozegen nincsen szignifikans eltérés a feliiletegységenként kialakuld sporaszamok kozott
a kiilonb6z6 megvilagitasi beallitasok mellett (3.4.2 tablazat). Elképzelhetd, hogy a Biirker-

kamras sporaszamlalas sajat hibdja elfedi a kiilonbséget, mely igen csekély.

3.4.2 tablazat: A nem egyenld ismétlésszamu adatok kiértéekelésére alkalmas Tukey-teszt eredménye

Czapek-Dox agaron

Megvilagitas A. t. DSM826 A. t. DSM826 A. t. DSM826
+ Shtét + Fény/Sotét + Sotét

A. t+ Igtsitl\éltSZG 0.99811 0.84462

A. EES)iSjt'\é"f% 0.84462 0.96194

A kisérlet az el6z0hoz hasonléan 1 hét inkubdcios ideig zajlott, azonos hdmérsékleten

és fényerd mellett. A legmagasabb mért sporaszam 4,0:10° db spora/cm?

agarfeliiletnek
adodott, ami a PGA tapkodzegen, ugyancsak ennél a torzsnél mért 7,6:107 db spora/cm?-nek
minddssze 19-ed része. fgy megéllapithato, hogy a Czapek-Dox agaron lényegesen lasstibb
a sporaképz6dés — amint az a komplex taptalajkomponensek hianyaban varhat6 volt —, mint
a burgonya-dextroz agaron. Ez a kiilonbség eléri az egy nagysagrendet. A hatékony
oltdanyag-eldallitashoz tehat alkalmasabb a komplex burgonya-dextroz taptalaj, mint a

szintetikus Czapek-Dox.
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342 A Kiilonb6z6 fényviszonyoknil nyert inokulumok itakonsav

termelésének Osszevetése

A fényben, illetve sotétben inkubalt, komplex taptalajon nevelt tenyészetekrdl nyert
sporaszuszpenzidkat felhasznaltam razott lombikos fermentacidkban annak vizsgalatara,

hogy tapasztalhato-e kiilonbség az itakonsav termelésben.

A vizsgalat sziikségességét az indokolja, hogy a konidiospéra képzdédését igen
bonyolult szabalyozasi mechanizmusok koordindljak. A konidium érési folyamatanak
zavartalansaga garantélja az ¢életképességet. Az allandd megvilagitas mesterséges kdrnyezet
az ¢élolények szdmara, igy nem kizarhat6, hogy negativan befolyasolja a képz6dott sporak
¢letképességét, vagy a kifejlodé micélium metabolikus aktivitdsat. Bar szignifikdnsan
nagyobb szdmu konidiospora képzddott egységnyi feliileten, az életképességrdl a spdraszdm

meghatarozasara alkalmazott Biirker-kamras eljards nem ad informaciot.

A kisérlethez 5-5 szuszpenziot hasznaltam fel, és a Biirker-kamraval meghatarozott
spoérakoncentraciok alapjan a legalacsonyabbnak mérthez higitottam minden szuszpenziot
fiziologias sooldattal, biztositva, hogy az esetleges oltasbéli kiillonbségek ne befolyasoljak a

kisérlet eredményét.

Minden kiilonb6zd bedllitast (torzs + konidium eldallitas fényviszonyai) 5-5
parhuzamos lombikban vizsgaltam. A statisztikailag kiértékelt eredményeket a 3.4.5 abran
szemléltettem. Az itakonsav-képzddésre nem volt szignifikans hatdsa az oltdéanyagként nyert
sporak eldallitasi koriilményeinek. Tovabba érdekes megfigyelés, hogy a két torzs

hatékonysaga kozott sem volt statisztikailag igazolhat6 kiilonbség.

Az egy hetes fermentaciok alatt a lombikokban a gliikkéz elfogyott, igy a
termékhozamra is vonatkoztathatd, hogy nincs szignifikdns hatdsa az alkalmazott

oltéanyagoknak.
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3.4.5 dbra: Kiilonbozo fényviszonyok kézott nevelt konidium-szuszpenziokkal végzett 1 hetes razott lombikos

kisérlet eredménye (SH: standard hiba)

A fermentéacios kisérlet eredményei alapjan megallithatd, hogy a fermentécio
oltasdhoz sziikséges konidium alapu inokulum eldallitdsa soran hasznosithaté a fény
serkentd hatasa, mivel ez a paraméter nem befolyasolja negativan a képzd6dd itakonsav

mennyiséget.

3.4.3  Redukalt kisérleti terv a fény és az itakonsav hatasanak vizsgalatara

Az itakonsav nem egyértelmiien primer metabolit, a fermentlében késleltetve jelenik
meg, ¢és a termeld mikroorganizmus akkor is életképes, ha nem képzddik. Az itakonsav
termelés célja és szelekcids eldnye nem tisztazott egyelére. A szakirodalomban
ellentmondasos adatok érhetdk el az itakonsav gatld hatasarol a termeld térzsre nézve. A
félfolyamatos és folyamatos kisérleteknél én is szembesiiltem a gatlo hatassal. Ezért egy
redukalt kisérleti tervet alkalmazva megvizsgaltam a kiindulasi itakonsav hatasat a DSM826

torzsre.

A lathato fény a talajeredetli gombak fejlédési formainak alakulasara és szekunder

metabolit termelésére is hatassal lehet. Ez a hatds bonyolult szabalyozasi mechanizmusokon
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keresztiil valésul meg, melyek alakulasaban fotoreaktiv molekuldk felelések a fény
érzékeléséért.
Feltételezve, hogy az itakonsav képzddésére is mérhetd hatassal van a megvilagitas, a 3.4.6

abran lathato kisérleti tervben masodik fliggetlen valtozoként a fényviszonyokat

valtoztattam.

Tdpoldat kiinduldsi itakonsav tartalma [g/L]
0 15 30

Sotét
Fényviszonyok &
Folyamatos g Elg
megvilagitas |

3.4.6 dbra: Kisérleti elrendezés a fényviszonyok és a kiindulasi itakonsav-tartalom fermentaciora gyakorolt

hatasanak vizsgalatara

A kisérletben nyolc razott lombikos fermentaciot inditottam. A kiindulasi itakonsav-
tartalom 0-30 g/l kozott valtozott, az alkalmazott fényviszonyok pedig a teljes sotét és a

folyamatos megvilagitas volt (3.4.7 4bra).

3.4.7 dbra: razott lombikok, balra a teljes sotétséget biztosito csomagolassal ellatott lombik
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A kisérletben a pH-allitishoz ammonium-hidroxid oldatot hasznéltam, igy kémiailag
az itakonsav-tartalom mellett az ammonium-ion koncentracidjaban volt eltérés az egyes
lombikok kozott. Mivel a tapoldat nem nitrogén-, hanem foszfat-limitalt koriilményeket
biztosit a termeld torzs szaméra, a sejteken kiviili térben els6ként a foszfat ionok
koncentracidja csokken le kozel 0-ra. Ezutan jelentOsen lelassul az ammonium- €s nitrat-
ionok felhaszndlasa. Feltételeztem, hogy a tobblet ammonium-ion hatésa elhanyagolhat6 a
bemért itakonsav hatadsaval szemben, mig a jelentés pH-eltérés dnmagaban hatassal lett

volna a lombikos fermentaciok lefutasara, igy ezt el kellett kertilni.

A kisérlet soran csak a kiindulasi- és a végpontban végeztem analitikai méréseket. A
kisérletet 1 hét inkubacid utan allitottam le. Mértem gliikoz-, itakonsav-, szaraz sejttomeg-
tartalmat, a pH-t, valamint mikroszkép alatt vizsgaltam a kialakult jellemz6 morfologiat. A
2 faktoros kisérleti terv kozéppontjan parhuzamos bedllitasokat is vizsgaltam. A mért

értékek abszolut tomegek, amelyek az egyes lombikokban képzddtek/fogytak.

A 3.4.3 tablazatban feltiintettem a mért eredményeket, amelyeket statisztikai

kiértékelés ald vontam a szignifikans hatadsok megallapitasahoz.

3.4.3 tdablazat: Az eldkisérletben mért glikozfogyasztasi, itakonsav- (1S), és sejttomeg-képzédési (DMW)

adatok, az ezekbdl szamolt hozamok és a pH alakuldsa, (a hasznos térfogat minden lombikban 100 ml volt)

Lombik sorszdma| my, | Amyg Amyjip6, gliikoz felhasznalas Xegss Y omwrglikoz | Y IS/gliikoz Ym]s/glﬁkéz pHo PHyegs6
1 hét alatt
[d] [d] [q] [%] [d] [o/d] [o/g] [mol/mol]] [-] []
1 (sotét) 0,00 3,24 9,36 69,8 0,78 0,084 0,35 0,48 3,16 2,00
2 (fény) 0,00 3,64 9,43 70,3 0,85 0,090 0,39 0,53 3,13 2,10
3 (sotét) 3,00 1,90 6,25 46,6 2,21 0,353 0,30 0,42 2,99 2,60
4 (fény) 2,95 2,88 6,87 51,1 1,32 0,193 0,42 0,58 2,95 2,44
5 (sotét) 1,60 1,93 7,33 53,7 1,05 0,143 0,26 0,37 2,96 2,33
7 (sotét) 1,61 2,95 8,88 64,4 0,87 0,098 0,33 0,46 2,98 2,33
6 (fény) 1,61 3,05 9,59 71,2 0,99 0,103 0,32 0,44 2,99 2,31
8 (fény) 1,62 3,30 9,70 70,4 0,91 0,094 0,34 0,47 2,97 2,34

A kisérleti elrendezés statisztikai kiértékelése lehetdvé teszi a két fiiggetlen paraméter

kereszthatasanak feltarasat is.

A kiindulasi itakonsav-tartalom az itakonsav-hozamon kiviill minden paraméterre
szignifikans hatast gyakorolt. A fényviszonyok valtoztatasa onmagaban nem mutatott
szignifikdns hatast a vizsgalt paraméterekre, bar éppen az itakonsav-képzddés esetén
megkozelitette. A kereszthatas a fermentlé végsé pH-értékére mutatott szignifikans hatést.
Egyszemponta varianciaanalizist végeztem (F-proba/statisztika), a p-értékek a 3.4.4

tablazatban talalhatok (p <0,05 esetén szignifikansnak tekintettem a hatast).
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3.4.4 tdblazat:, a p-értékek a kisérleti elrendezés statisztikai értékelése alapjan (a félkovéren kiemelt értékeket

tekintettem szignifikansnak, ahol p<0,05)

n S Itakonsav- Gliikéz- Sejttomeg- _ .
Fiiggetlen valtozok képzédés felhaszndlas képzédés Végso pH Termékhozam
Kiindulasi itakonsav- | _ _ _ _ _
tartalom p=0,047 p=0,034 p=0,041 p=0,00004 p=0,874
Fényviszonyok p=0,057 p=0,209 p=0,434 p=0,483 p=0,185
Kereszthatds p=0,478 p=0,744 p=0,210 p=0,007 p=0,483

A hatas iranyanak szemléltetésére alkalmasak a mérési pontokra illesztett feliiletek,

melyek a 3.4.9 abran lathatok.

A glikéz felhasznalas lassul a kiindulasi itakonsav-tartalom hatasara, ezzel

Osszhangban az itakonsav képzddése is lelassul a kiindulasi itakonsav-tartalom hatasara. Ez

az eredmény alatdmasztja, hogy termékgatlas 1ép fel, legalabbis a vizsgalt koncentracio

tartomédnyban. A sejttdmeg intenzivebb ndvekedése figyelhetd meg a kiindulasi itakonsav-

tartalom hatasara. A kisérleti terv egy kereszthatdsra is rdmutat a nem szabalyozott pH

paraméter esetén: az 1 hetes fermentacid végén kialakult pH magasabb értéket vesz fel a

kiindulasi itakonsav-tartalom hatasara, megvilagitas hatasara azonban szignifikansan kisebb

mértékil a kiindulasi itakonsav-tartalom hatdsa. A tenyészet itakonsav termelési képességét

jelentdsen befolyasolja, hogy a fermentacié elsd szakaszaban 2 ald csokken-e a pH érték, igy

ennek a hatasnak jelentdsége van.
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3.4.9 dabra: lllesztett feliilet-abrak a hatdsok irdanyanak szemléltetésére, (A) a gliikoz felhaszndlasra; (B) az

itakonsav képzddésre; (C) a sejttomeg alakuldsdra; (D) kialakulé pH értékre
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A képzddo itakonsav mennyiségére a megvilagitas hatdsa ugyan nem szignifikdnsnak
adodott a statisztikai értékelés alapjan, azonban nagyon megkozeliti. Tobb ismétléssel lehet

tisztazni, hogy a hatas valoban nem szignifikans-e (3.4.10 abra).

(2)Kiindulasi itakonsav —?i§297

(1)Fény 464461

1by2 %{%15

p=05
Becsiilt Standardizalt Hatasnagysag (Abszolit)
3.4.10 dbra: Kiindulasi itakonsav és megvilagitas hatas-kereszthatdas a = 0,95

konfidenciaszinten

Egy pillantast vetve az egyes kisérleti beallitasokra a leallitaskor (3.4.11 abra),
nyilvanvalo, hogy a tenyészet szinét addé metabolitok termelddésére is egyiittesen hat a
kezdeti itakonsav-tartalom és a megvilagitas. Az 1. és 2. lombikban kiindulaskor O g/l
itakonsav volt, ezek szine alig kiilonbozik az eltéré megvilagitas ellenére, mig a tobbi
esetben a paros szamu, folyamatos megvilagitdsnak kitett lombikok fakébb szinliek a

paratlan, sotétben nevelt parjuknal.

Ennek szamszertsitése nehézkes, ugyanis az Aspergillus terreus toérzsek tobbféle
szines metabolittal rendelkeznek. A BioRad Aminex HPX-87H HPLC oszlopon a gliikk6zon
kiviil mas, jellemzden fermentacids metabolitokat is meg lehet hatdrozni. A késziilékhez
csatolt UV detektoron 254 nm-en mértem a komponensek jeleit. A végsé mintakban
jellemzd retencios ideji csticsok jelennek meg a tapoldatban a fermentacio végére, az
itakonsav 11,8 perces retencios idovel elualddik, azonban az alkalmazott higitdsban a jel

olyan nagy, hogy az itakonsav cstcs nem értékelhetd ezekbdl a mérésekbdl.
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3.4.11 dbra: Fermentdcios lombikok a kisérlet végén, kozépen és alul HPLC-n eludlédé metabolitok

csuicsteriilete UV = 254 nm detektdldssal (1S — itakonsav koncentrdcié az induldsnadl)

Az itakonsavat, mint terméket tartalmaz6 szilirt fermentlé tulajdonsagai meghatarozzak
a terméktisztitas kovetelményeit. A szinanyagok képzddésének visszaszoritasa elonyos lehet
a felhasznalt berendezések élettartalma szempontjabol (pl. membranos koncentrald vagy

fazisvaltdo miivelet esetén a polimer membranok feliiletén ezek az anyagok jelentds
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elszinez0dést okoznak — Id. 3.3.9 abra), és a sziikséges tisztitasi lépések szama is

minimalizalhat6. Ennek megfelelden a jelenséget a késébbiekben tovabb vizsgaltam.

A mikroszkopos morfologiai vizsgéalat soran jelentds eltérések adodtak a kiindulasi
itakonsav-koncentraci6 fiiggvényében (3.4.12 abra). Az itakonsavat nem tartalmazo
lombikok esetén nincs jelentds kiilonbség az eltérd fényviszonyok hatdsara, azonban az
itakonsav jelenlétében vékonyabb, hosszabb fonalas sejttomeg képzdodik, és a képzddo
sporak szamaban mutatkozik meg a megvilagitas hatasa. A 30 g/l kezdeti itakonsav-tartalmu,
megyvilagitott lombikban egyértelmiien jelentds konidiacid zajlott, azaz viszonylag rovid
fonalndvekedés utan apikalis sporak jelentek meg. Szubmerz fermentacioban, 30 g/l kezdeti
itakonsav tartalom esetén tehat szintén megfigyelhet6 konidiacio-serkentés a fény hatasara,

hasonloan a komplex szilard tapkdzegen végzett kisérletek tapasztalataihoz.

Kezdeti itakonsav koncentracio
15 ¢g/L 30¢g/L

Folyamatos
megyvilagitas

3.4.12 dbra: A kiilonbozd kisérleti bedllitasokhoz adodott jellémzo" mikromorfologia

Az itakonsavat eleve tartalmazo lombikokban a fermentécio leallitdsakor jelentdsen
meghaladja az itakonsav koncentracidja a 30 g/lI-t, mig a 0 g/l itakonsav beallitasok a
folyamat végén alig haladtak meg azt. A kisérleti terv statisztikai értékelése a kezdetben

adagolt itakonsav szignifikdns gatlé hatasat mutatta a tovabbi itakonsav képzddésre. A
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parhuzamos 15 g/l itakonsav-tartalmu lombikokban azonban olyan nagy szoérast mutatott a
képzddo itakonsav mennyiség, a felhasznalt gliikoz és a kialakulo sejttomeg (3.4.3 tablazat),

amely indokolja, hogy tovabbi, nagyobb ismétlésszamu vizsgalatokkal ezt a hatast igazoljuk.

3.4.4  Végponti vizsgalat emelt ismétlésszamban — megvilagitas hatasa

Annak igazolasara, hogy a redukalt kisérleti tervben tapasztalt feltiinden szintelen
tenyészet nem egy mérési hiba, 5-5 parhuzamos lombikban vizsgaltam a 30 g/l
koncentracioban alkalmazott itakonsav hatasat. Ot kisérleti lombikot sotétben inkubaltam,
0tot pedig 70 lux megvilagitasban. A kisérlet egy hétig tartott. A leéllitas utan megmértem
a képzodott sejttomeget, és a sejtmentes fermentlé itakonsav- és glikoztartalmat. Az

eredményeket a Statistica programban értékeltem.
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3.4.13 dbra: Az itakonsav képzddés és a glikozfelhaszndlas osszehasonlitasa a sotét (-1) illetve a

megvildagitott (1) bedllitdsokban

A fiiggetlen valtozo ezuttal csak a megvildgitas hianya (-1) vagy megléte (1) volt.
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30 g/ kiindulasi itakonsav-tartalom mellett a tovabbi itakonsav képzddés megvilagitas
mellett szignifikdnsan nagyobb volument, mint a sotét beallitas esetén, csakigy, mint a

gliikoz felhasznalasa (3.4.13 abra).

Az itakonsav-képzodés és a gliikoz-felhasznalas olyan mértékben valtozik, hogy a
termékhozam esetén nincs szignifikans kiilonbség a megvilagitas hatasara (3.4.14 éabra),
tehat a megvilagitas a folyamat sebességére van elsdsorban hatassal, nem a metabolikus

sztdchiometriajara.

f=]
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u

Termékhozam [g/g]
o
=
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2
]

0,10
m Atlag

1 2 D Aﬂﬂg =SH
1 Atlag =1.96-SH

Megyvilagitas
3.4.14 abra: Termékhozamok a sotét illetve a megvilagitott beallitdsban

A képz6do sejttomeg mennyiségére Sincs szignifikans hatassal a megvilagitas (3.4.15
abra), ami szintén alatamasztja, hogy a fény hatasdra nem valtozik a gliikoz metabolikus

utja.
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3.4.15 dbra: Képzddott szaraz sejttomeg koncentraciok a sotét illetve a megvilagitott bedllitasokban
A szinanyagok képzOdése megvilagitas mellett jelent6sen visszaszorul, amint az a

3.4.16 ¢s 3.4.17 abran jol megfigyelhetd. Az utdbbibol lathatd, hogy nem csak a sejttomeg

pigmentaltsadga valtozik, de az extracelluldris térbe kivalasztott metabolitok is.
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3.4.16 dabra: Feliil a sotétben, alul az dllando megvilagitas mellett inkubalt lombikok, kiindulaskent mar

tartalmaztak 30 g/l itakonsavat

4 i Lad -
3.4.17 abra: Sététben illetve allando megvilagitas mellett tenyésztett, sejtmentesitett fermentlé

A fermentéacidos termékek képzddésének nyomon kovetésére alkalmas HPLC
vizsgalatok sordn négy csucsot sikeriilt azonositanom, amelyek teriilete szignifikdnsan

kiilonbozott a megvilagitas fliggvényében (3.4.18 abra).
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3.4.18 dbra: HPLC-s metabolit csucsok a sotétben (fent) és 70 lux megvildgitisban (alul) inkubalt

tenyészetek esetén

A csucsokat ad6 anyagok azonositasara molekulaszerkezeti vizsgalati modszerek
bevetése sziikséges. A HPLC mérés sordan azonban lehetdség van a csucs spektrumanak
felvételére, amennyiben az elég nagy. A 15,5 perc retencios idejli cstics adodott a
legnagyobbnak minden mintaban, igy ennek spektrumat vettem fel. Ennek modja, hogy a
kérdéses csucs detektoron valo athaladasakor az aramlast megallitjuk, és a detektor vezérld
programban felvesszikk a detektorban levéd minta spektrumat adott hullamhossz
tartomanyban (az altalunk alkalmazott UV-VIS detektor ugyanis csak két hullamhosszon tud
mérni egyszerre). A gliikoz és a szekunder metabolitok mérésére alkalmazott kolonna
azonban érzékeny az aramlas drasztikus valtozasaira, ezért egy szelepet szereltiink be a
kolonna és a detektor k6z¢, amellyet 4tforditva a kolonnardl elualédé anyag nem a detektor
felé folyt, mig a detektor agban megallt az aramlas. Az UV-VIS spektrumon tobb elnyelési
maximum adddott a 300-700 nm kozott, amely a lathatd fény hullamhossz tartomanyéaba
esik, igy megéllapithatd, hogy ezek kozott az elualédd metabolitok kézott bizonyithatoan

van olyan, amely a szinhatasért felel6s.
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4 OSSZEFOGLALAS

Kutatdmunkamban az Aspergillus terreus gomba itakonsav termelésének vizsgalatara
Osszpontositottam. Az itakonsav igéretes biotechnologiai eredetli karbonsav, polimerjei és

szarmazékai sokrétu felhasznalasra alkalmasak.

A fermentécid alapli vegyszergyartas soran az alapanyagok jelentds része a termeld
mikroszervezet igényeinek kielégitését szolgalja, a termék szempontjabdl jarulékos koltség.
Ezen anyagok felhasznaldsanak minimalizalasa korszer(i technikdkkal a kutatok egyik {6
kihivasa a 21. szazadban, mivel nyilvanvaléva valt az eréforrdsok, nyersanyagok véges

hozzéaférhetdsége.

Munkammal egy folyamatos iizemi integralt itakonsav eldallitasat célzo rendszer
kidolgozasahoz jarulok hozza, amelyben a szénforras és a viz felhasznalasa, valamint a

melléktermékek képzodése minimalizalhato.

A fermentécio lefutdsat meghataroz6 tényezd az oltds. Fonalas gombak esetén
sporaszuszpenzi6 alkalmazésaval lehet legegyszeriibben standardizalni az oltéanyagot. Az
itakonsav esetén az oltdbanyag aranyanak optimalizaldsa elhanyagolt kérdés. Kisérleteim
megmutattak, hogy az oltasi sporaszamnak létezik egy optimalis tartomanya, azaz
igazolhatdan van egy felsd hatar, ami f6l6tt mar az itakonsav eldallitas szempontjabol karos
hatasa van a tovabbi novelésnek. A hozamra hatassal van ez a paraméter, és bar lassabban
fejlédik az alacsonyabb sporaszammal oltott fermentécio, a betaplalt gliikoz nagyobb része

alakul itakonsavvé a folyamat soran.

A folyamatos fermentaci6 vizsgalatat félfolyamatos fermentacios kisérlet elézte meg,
amelyben megvizsgéltam, hogy a szakaszos rendszerben jol alkalmazott magas
gliikdzkoncentracid félfolyamatos eljaras esetén is hozzajarul a jobb hozam eléréséhez. Az
eredmények azt mutattdk, hogy a magasabb gliikoz-koncentracidval elssorban a sejttomeg
szignifikans novekedése érhetd el, a mért itakonsav koncentracio alig 1épte tal a 30 g/l
értéket. A szakirodalom alapjan szakaszos rendszerben akar 90 g/l is megkozelithetd az
alkalmazott koriilmények kozott, ezért gyanithatoan gatlas 1€p fel a tovabbi itakonsav

termelddésben, amelyet eddig csak egy folyamatos kisérletben igazoltak hitelt érdemlden.

A folyamatos kisérletben a szakirodalomban leirt Aspergillus terreus-szal végzett

folyamatos fermentaciokkal sszevetve a legmagasabb, 30 g/l itakonsav koncentraciot értem
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el az elfolyoban, amelyhez nagyon kis higitasi sebességet alkalmaztam. Azonban ebben a
kisérletben sem sikeriilt a 30 g/l itakonsav koncentraciot meghaladni. A sejttomeg 1égzési
sebességének mérésével egy eddig nem tisztazott folyamatra lettem figyelmes, a

micéliumtomeg 1égzési aktivitasa koriilbeliil 48 oras periodicitassal jelentésen ingadozik.

Az oltéanyag eldallitds soran tapasztaltam, hogy a napfénynek hatdsa van a
kisérleteimre, és az alapkutatasi eredmények alatamasztottdk a feltételezésem, hogy ez a
hatas molekularis-genetikai szinten fellép. A termék gatlé hatasa és a fény hatasa az
itakonsav fermentaciora nézve tovabbi vizsgalatokat kivant, ezért szakaszos, razott lombikos
kisérleteket végeztem a hatdsok igazoldsara. A redukalt kisérleti terv a két paraméter

kereszthatasanak feltarasara is alkalmas volt.

Az itakonsav és a fehér fény kereszthatdsat sikeriilt igazolnom. A két paraméter
egylittesen lehetdvé teszi a kozel viztiszta fermentlé eldallitasat, a szinanyagok
képzddésének visszaszoruldsa miatt, amely egy folyamatos rendszerben kihasznalhatd
elény. Itt ugyanis a sejttdomeg folyamatosan itakonsav jelenlétében Gjul meg. Membranos
termékkinyerés esetén a melléktermékek képzddésének elnyomdsaval a szeparacio javithato,

az eljaras legnagyobb koltségtényezdjének, a membranoknak az élettartama novelhetd lehet.

Doktori munkdm eredményeivel remélhetéleg hozzajarultam az itakonsav eldallitas

jobb hatékonysaggal torténd megvaldsitasdhoz.
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TEZISPONTOK

Oltoanyag eloallitasa

T-1.1 Elsoként allapitottam meg, hogy Aspergillus terreus DSM826 gombaval
végzett razott lombikos itakonsav fermentacio esetén — amennyiben az oltdanyag
konidiospéra szuszpenzié —a kezdeti sporakoncentracionak szignifikans hatasa van a
kialakulé szaraz micélium koncentraciora, mikozben a végsé itakonsav titer nem

valtozik.

Alacsony oltasi csiraszam — 10* — 10° db/ml mellett 5 g/l DMW alakult ki a gliikéz

kimeriiléséig, mig 10° — 107 do/ml tartomany esetén 8 g/1 folotti értéket mértem.

T-1.2 Bebizonyitottam, hogy az Aspergillus terreus DSM826 gombaval végzett
itakonsav fermentacional az oltasi sporaszamra érvényes egy optimalis

értéktartomany.

Az alacsony, 1 - 10° db/ml sporakoncentracié esetén a folyamat lassabb, de az itakonsav
hozam magasabb, mint az 5-11 - 10° db/ml tartoméanyban. Az 1,1 - 10" db/ml esetén pedig a
folyamat szintén lassubb, mint az 5-8 - 10° db/ml kiindulési sporaszdm esetén. 1,1 - 107
db/ml-nél a sporak csirazéasa gatlas ala kertilt, és a hozam minimumot mutatott a kisérlet

kortilményei kozott.

Félfolyamatos és folyamatos fermentacios kisérletek

T-2.1 Megallapitottam, hogy Aspergillus terreus DSM826 itakonsav tultermeld
mikrogombaval megvaldsitott félfolyamatos fermentacioban, 24 oras beavatkozasi
ciklusok és 13,4%-os térfogatcserék mellett periodikusan valtozik a produktivitas és a

hozam.

A produktivitas minimumai 0,05-0,17 g/lI/h, maximumai 0,23-0,27 g/I/h tartomanyokban
mozogtak. A hozam minimumai 0,07-0,25 g/g, maximumai 0,28-0,50 g/g kozotti értékeket
vettek fel [1].
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T-2.2  Bizonyitottam, hogy az Aspergillus terreus DSM826 itakonsav taltermeld
mikrogombaval megvalésitott félfolyamatos fermentacioban, (24 6ras beavatkozasi
ciklusok és 13,4%-os térfogatcserék mellett) a szakaszos kisérletekben optimalizalt 120
g/l kiindulasi gliikkéztartalom visszaallitasa a sejttomeg megkétszerezédéséhez vezet az

allando 100 g/1 gliikkoz tartalmu rataplalas alkalmazasaval szemben.

A szaraz sejttomeg koncentracio 10 g/l-r6l 20 g/l-re nétt, mikdzben jelentds hozam vagy

produktivitas névekedés nem tortént [1].

T-2.3  Aspergillus terreus gombaval sikeresen, a relevans szakirodalmi értéket
jelentés mértékben meghaladva valésitottam meg szabad micéliumos itakonsav

fermentaciot folyamatos iizemben.

Megallapitottam, hogy kis — 0,007 1/h — higitasi sebesség mellett az 1,7 literes fermentorban
atlagosan 29 g/l itakonsav keletkezett [2].

A fehér fénnyel tortéeno megvilagitis hatdsa az itakonsav tultermeld

Aspergillus terreus gombdra

T-3.1 Megallapitottam, hogy allando, 70 lux fehér fénnyel torténé megvilagitas
hatasara a komplex burgonya-gliikoz-agar (PGA) tapkozeg egységnyi feliiletérol
nyerheté konidiospora-szam 1,8-szeresére novelheté az Aspergillus terreus DSM826

torzs sotétben inkubalt tenyészeteihez viszonyitva [8].

T-3.2 [Elsoként vizsgiltam meg a fénynek az Aspergillus terreus
konidiosporainak érésére Kkifejtett hatasat, és megallapitottam, hogy az allandé
megvilagitas mellett illetve a sotétben eléallitott konidiospora alapu oltéanyagok kozott
nincs szignifikans kiilonbség az itakonsav termelékenység tekintetében, ha azonos

oltasi sporaszamot alkalmazunk benniik.

T-3.3 Kisérleteimmel bizonyitottam, hogy az alkalmazott szintetikus
fermentacios tapoldatot 30 g/l itakonsavval Kiegészitve inokulalas elétt a
konidiosporabdl kifejlodo sejttomeg allandé megvilagitas mellett szignifikansan
kevesebb jarulékos metabolitot termel, mint a sotétben inkubalt tenyészetek. A szines

metabolitok termelédése is gatlas ala keriil [8].

114



T-3.4 Elsoként allapitottam meg, hogy a 30 g/l kiindulasi itakonsav-tartalom
mellett folyamatos 70 lux megvilagitasban Kkifejlodé gomba sejttomeg, a vizsgalt
egyhetes folyamat soran, szignifikansan tobb itakonsavat termelt és tobb gliikozt
fogyasztott a sotétben inkubalt tenyészetekkel dsszevetve, mikozben a hozam és a

képzodo sejttomeg mennyisége nem mutatott szignifikans eltéreést.

Tehat 30 g/l kiindulasi itakonsav-tartalom mellett az allandé megvilagitas serkenti az

itakonsav képzddést, de a metabolikus sztochiometridra nincs hatéssal.
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THESIS STATEMENTS

In my Ph.D. work, the following scientific results have been achieved:

1. Studying the impact of inoculation on the fermentation process, it was found that:

a. inthe case of shaken flask fermentation with Aspergillus terreus DSM826, when

the inoculum is a suspension of conidia, the initial spore concentration has a
significant effect on the dry mycelial weight concentration (DMW) formed,
while the final itaconic acid titer does not change.
At low inoculum spore concentrations - 10* - 10° spores/ml, 5 g/l DMW was formed
until glucose depletion, while a value above 8 g/l DMW was measured for the range
108 - 107 spores/ml.

b. an optimal range of values for the inoculum spore number is valid for the

fermentation of the yeast Aspergillus terreus DSM826.

At low spore concentrations of 1 - 10° spores/ml, the process is slower but the yield
of itaconic acid is higher than in the range 5-11 - 10® spores/ml. At 1.1 - 10’
spores/ml, the process is also slower than at the initial spore count of 5-8 - 10°
spores/ml. At 1.1 - 107 spores/ml, spore germination is inhibited and yields are at a

minimum under the experimental conditions.

2. Based on the semi-continuous and continuous fermentation experiments, it was
found that:

a. semi-continuous fermentation with Aspergillus terreus DSM826, with 24 h
intervention cycles and 13.4% volume changes, results in periodic changes in
productivity and yield.

Productivity minima ranges from 0.05-0.17 g/l/h and maxima from 0.23-0.27 g/I/h.
Yield minima ranges from 0.07-0.25 g/g and maxima from 0.28-0.50 g/g [1].
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in semi-continuous fermentation Aspergillus terreus DSM826 (24 h intervention
cycles and 13.4% volume changes), restoring the 120 g/l initial glucose content
in the fermentation broth during interventions leads to a doubling of mycelial
mass compared to a constant 100 g/l glucose feed.

The dry mycelial weight concentration increased from 10 g/l to 20 g/l, while no
significant increase in yield or productivity occurred [1].

continuous itaconic acid fermentation, that significantly exceeds the achievable
product concentration in relevant literature value, is feasible applying
Aspergillus terreus DSM826 free mycelium as producing cell mass.

At a low dilution rate of 0.007 1/h, an average of 29 g/l of itaconic acid was produced
ina 1.7 L fermentor [2].

Studying the impact of illumination with white light on the development of
Aspergillus terreus DSM826, it was found that:

constant illumination with 70 lux white light can increase the number of conidia
per unit area of complex potato glucose agar (PGA) medium by a factor of 1.8
compared to dark incubated cultures of Aspergillus terreus DSM826 strain [8].
. speaking of conidia based inoculation, there is no significant difference in the
productivity of itaconic acid in batch fermentations, depending on whether
inoculum produced under constant light or dark conditions is used, provided
that they have the same spore concentration.
if 30 g/l of itaconic acid is added to the fermentation medium prior to
inoculation, the mycelial mass developing from conidia under constant
illumination produces significantly less by-products than cultures incubated in
the dark. The production of coloured metabolites is also inhibited [8].
if 30 g/l of itaconic acid is added to the fermentation medium before inoculation,
then under continuous 70 lux illumination, significantly more itaconic acid is
produced and more glucose is consumed during a one-week batch process
compared to cultures incubated in dark, while the yield and mycelial mass
produced are not significantly different.
Thus, at an initial itaconic acid content of 30 g/l, constant illumination stimulates
itaconic acid production but has no effect on metabolic stoichiometry.
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