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1. Bevezetés

A mikroorganizmusok megjelenése szorosan Osszefligg a Fold korai
fejlodésével és az ¢let eredetével. A bioszféra elsé formai, amik nagy
valoszinliséggel mikroorganizmusok voltak, mintegy 3,5-4 milliard évvel

ezelott jelentek meg a Foldon (Brown, 2007).

Az emberis€g ¢évezredek Ota szdmos teriileten haszndlja a
mikroorganizmusokat. Eszrevétlen hiiséges ,,tarsaink” a civilizacio fejlédése
soran mindig jelen voltak (Umo, 1997). Az élesztdgombakat véletleniil
haziasitottak spontan erjedési folyamatok sordn, hogy élelmiszereket, példaul
kenyeret, bort, sort és csokoladét készitsenek (Sicard & Legras, 2011). A
modern  gombabiotechnologia, a gombdk irdnyitott tenyésztése
bioreaktorokban, 1923-ben valt termeldi dgazattd, amikor a Pfizer hasznalni
kezdte az Aspergillus niger citromsav tultermeld és kivalasztd képességét. Az
A. niger azota fehérjéket, enzimeket és mas termékeket eldallitd, sokoldalt

termelési platformma valt (Cortesdo és mtsai., 2020).

A citromsavtermelést régdta tanulméanyozzdk, de még napjainkban is
vannak tisztdzatlan kérdések (Angumeenal & Venkappayya, 2013). A magas
hozamu A. niger citromsav fermentacio6 egyik kulcstényezdje a mangéan-ion: a
taptalaj 3-5 pg/l feletti koncentracioja nagymértékben csokkenti a hozamot
(100 ppb Mn?** koncentracional — a hozam tobb mint 75%-kal csokkent az
alacsony Mn?* szinthez képest) (Clark és mtsai., 1966, Kisser és mtsai., 1980).
Az ipari méretli citromsavtermelést talnyomorészt rozsdamentes acél
fermentorokban végzik, de a tOrzsek javitdsara és a gyartasi folyamat
fejlesztésére hasznalt liveg bioreaktorok is tartalmaznak rozsdamentes acél
alkatrészeket, amelyekben a mangan alapvetd 6tvozdelem (Shackelford &
Alexander, 2001). Mivel a citromsav eloallitasara hasznalt bioreaktorok

minden fémrésze rozsdamentes acélbol késziilt, a feliileti korr6zid miatt



fémionok, koztiikk magan-ionok oldddhatnak ki a fermentacid soran, ezzel

rontva a fermentacié hozamat (Fekete és mtsai., 2022).

Az A. niger citromsav kivalasztdsanak mangan(Il) érzékenysége
valoszintileg részben evoluciés valasz a Fold 6si kornyezeteiben jelen 1évo
valtozo fém koncentraciokra. A korai 6cednokban ¢€s talajokban végbemend
mangan-oxidacio ¢és lerakodas befolyasolhatta a mikroorganizmusok
anyagcser¢jét, beleértve a citromsav  bioszintézishez  kapcsolodo
mechanizmusokat (Fischer és mtsai., 2015, Farkas és mtsai., 2021). A modern
fermentacids technologidkban a mangan minimalizalasa dontd jelentdségii a
citromsavtermelés maximalizaldsa érdekében, amely egyfajta visszacsatolas a
természetes evolucios folyamatokbol. Kutatdsunknak tehat nem csak a
biotechnologiai alkalmazasok miatt, hanem az alapkutatas szempontjabol is

jelentésége van.



2. Irodalmi el6zmények

2.1. A gombdk és az ¢élet szarazfoldi evolucidja

A vilagegyetem 13,7 milliard, a Fold 4,5 milliard évvel ezel6tt keletkezett,
a foldi élet kialakulasa ~3,7 milliard éve tortént (Brown, 2007, Hahn & Haug,
1986). Nem tisztazott, hogy pontosan mikor hdditottdk meg az eukariotak
(melyek ~1.8 milliard évvel ezel6tt alakultak ki) a szarazfoldet, illetve, hogy
ez milyen hatassal volt az akkori kornyezetre. Ugyanakkor a szimbidzis
fontossagat ebben a folyamatban aldtdmasztja az arbuszkularis mikorrhizék
jelenléte a legkorabbi gombafosszilidkban (460 millié éve) és néhany korai
szarazfoldi novényben (Selosse & Le Tacon, 1998). Zuzmodkat mar a devon
id6szakbdl (400 millié éve) is ismeriink, bar vannak feltételezések korabbi
(prekambriumi; akar 1 milliard éves) zuzmok és mas gombak létezésére
molekularis 6ra becslések, amelyek egy jol tanulmanyozott riboszoémalis génre
alapoznak, egy késd prekambriumi (600 millié éves) szarazfoldi kolonizaciot

sugallanak (Heckman és mtsai., 2001).

2.2. Nyomelemek és a mangan biologiai szerepe: geokémiai hattértol az
enzimatikus funkciokig
A nyomelemek alapvetd mikrotapanyagok (Strachan, 2010). Nagyon kis
mennyiségben sziikségesek a szervezet normalis miikodéséhez. Tobbségiik
enzimkomponensként vagy kofaktorként miikodik; szerepik van a
taplalkozasi hianyallapotok megelézésében, az immunfunkciokban, a gének
kifejez6désének szabalyozdsaban, az antioxidans védelemben és a kronikus
betegségek megeldzésében (Strachan, 2010, Swaine, 2000). Az esszencialis
nyomelemek, mint példaul a kobalt, a réz, a j6d, a vas, a mangan, a molibdén,

a szelén ¢és a cink, alapvetd szerepet toltenek be a sejtek biokémiai
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folyamataiban. Ezek az elemek részt vesznek az enzimatikus reakciokban,
biztositva a megfeleld kornyezetet a szubsztratok megkotéséhez ¢és
atalakitasahoz. Emellett az elektrontranszfer folyamatokban is kulcsszerepet
jatszanak, amelyek az anyagcsere energiaellatasat szolgaljak. A vas példaul
fontos szerepet jatszik emlésokben az oxigén megkdtésében és szallitasaban.
A nyomelemek hozzdjarulnak tovabba biologiai molekuldk szerkezeti
stabilitasdhoz ¢és szabalyoznak olyan fontos folyamatokat, mint a
sejtmembranok receptorhelyeinek miikodése vagy a génexpresszio

szabalyozasa (Health, 1989).

A mangéan az egyik legnagyobb mennyiségben el6forduld nyomelem a
litoszféraban, a foldkéreg 12. leggyakoribb eleme (Kazantzis, 1981; Archibald
& Tyree, 1987). Az dtmenetifémek csoportjaba tartozik, és egyike azoknak az
elemeknek, amelyek tobb oxidacios allapottal rendelkeznek. A természetben
leggyakrabban +2, +3, +4, és +7 oxidacids allapotban fordul eld. Specifikus
koriilmények kozott mas allapotai is stabilak lehetnek (Nijjer €s mtsai., 2000).
A Mn*" ionos forma a legstabilabb redukalt allapot, kiilonGsen anaerob
kdrnyezetben, mig a Mn*" forma, amely jellemzéen mangan-dioxidként
(MnO3) van jelen, az egyik leggyakoribb oxidalt forma (Stobbe és mitsai.,
1999). A mangan jellemzdéen 350 és 2000 mg/kg kozotti koncentracidban
fordul eld kiilonbozd iiledékes, magmas és metamorf kdzetekben, kiilondsen
mangéanércekben, példaul piroluzitban (MnO2), rodokrozitban (MnCOs) ¢és
braunitban (Mn20s).

A mangan kémiailag a vas csoportjaba tartozik, és szoros kapcsolatban all
vele a geokémiai folyamatokban. A természetben a mangdn nem fordul eld
elemi, tiszta formaban, inkabb szervetlen ¢s szerves vegyiiletek részeként van

jelen. Mind a mangan-, mind a vas-oxidok a Fold felszinén legnagyobb



mennyiségben el6forduld vegyiiletek kozé tartoznak (Archibald & Tyree,
1987).

A mangan tobbféle szerepet is betdlt a szervezetben: aktivator, amely
kiilonboz6é fém-enzim komplexek részeként serkenti az enzimek miikodését,
masrészt egyes metalloenzimek elengedhetetlen alkotéeleme. Szerepet jatszik
a fejlédésben, az immunrendszer és az idegrendszer miikddésében. A sejtek
szabadgyokokkel szembeni védelméhez sziikséges antioxidans enzimekhez is
kapcsolddhat (Culotta és mtsai., 2006). Ezen kiviil feltételezik, hogy a mangan
szerepet jatszik az asztrocitdk csillag alaki nytlvanyainak kialakuldséban,
valamint az agyi glutamat glutaminna torténd atalakitdsaban, amit a glutamin-
szintetaz végez (Erikson & Aschner, 2003; Prohaska, 1987). Szerepe van a
biogén aminok anyagcseréjében, valamint a szénhidrat-anyagcsere

szabalyozasaban is (Hurley & Keen, 1987; IOM, 2001).

Az emberi szervezet mangansziikségletét egyensulyi vizsgalatok
alapjan becsiilik. 0,035-0,070 mg/ttkg/nap bevitele egyensulyt eredményez
(McLeod & Robinson, 1972; Stastny €s mtsai., 1984; Health, 1989).

A mangan legjobb forrasai a ndvényi alapu élelmiszerek, kiilondsen a
gabonafélék, amelyek 10-100 mg/kg mennyiségben tartalmazzak ezt az elemet
(Kazantzis, 1981). Bar embereknél eléfordul mangdnmérgezés, ezt foként
munkahelyi belélegzés okozza (Cooper, 1984), az étrendi mangéanbevitel nem

toxikus.

A mangén redoxkémiai tulajdonsagai kiillonosen figyelemre méltok,
mivel lehetévé teszik, hogy a mangan vegyiiletei elektrondonorként vagy -
akceptorként miikodjenek kiillonb6zé biokémiai folyamatokban. Az Mn(II)
ionok oxidalodasa Mn** vagy Mn*" allapotba kulcsfontossagu szerepet jatszik
a mikroorganizmusok energiaanyagcseréjében. A Mn** forméak altaldban

instabilak. Ezzel szemben a Mn*" allapoti mangén-oxidok stabilak ¢és kivalo
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elektronakceptorok, amelyek hozzajarulnak a mikrobidlis 1égzéshez

oxigénhianyos koriilmények kozott (Archibald & Tyree, 1987).

Szamos micéliumképzd gomba képes eldsegiteni a mangéan oxidacidjat.
A legtobb esetben ez az oxidacidé nem enzimatikus, a gombdk valamely
metabolikus termékével (pl. hidroxisavval) vagy valamely gomba

sejtkomponenssel valo kdlcsonhatasnak kdszonheto.

A mangan-oxidok kiilonleges kémiai tulajdonsagaik révén nagy
jelentdséggel birnak az iparban is, példaul a biobanyaszat teriiletén (Tebo ¢és
mtsai., 2004; Das ¢és mtsai.,, 2011). A mikroorganizmusok altal termelt
mangéan-oxidok képesek fémionokat mobilizdlni vagy megkdtni, amely
elengedhetetlen az értékes fémek kinyeréséhez vagy kornyezeti remediacios
eljarasokhoz (Das és mtsai., 2011). Feltételezik, hogy a Mn?>"-oxidalo
organizmusok az anaerob vagy mikroaerofil korilmények kozti tulélés
érdekében Mn-oxidokat halmoznak fel elektronakceptorként. Ennek a
biobanydszatban van jelentdsége (Das és mtsai., 2011; de Vrind és mtsai.,

1986; de Vrind, és mtsai., 1986).

A Fold korai fejlédése meghatarozta bolygonk 1égkorének és kérgének
Osszetételét, beleértve a nehézfémek, példaul a mangan jelenlétét. A korai Fold
légkore, valamint az dcednokban taldlhatdo 4svanyi anyagok- ¢és fémek
koncentracidja nagyban kiilonbozott a maitél. A kopeny mar szdmos
alkalommal 4talakult a lemeztektonika és a magmatikus folyamatok hatasara.
Jelenleg a nehéz elemek nagy része a magban, mig a kdnnyebb elemek a
kéregben és a légkdrben koncentralodtak (Carlson és mtsai., 2014). A nehéz
elemek nem differencialodtak teljesen, igy a kopenyben is magasabb volt a vas
koncentracioja napjainkhoz viszonyitva. Ehhez a kornyezethez alkalmazkodva
alakultak ki az els6 mikroorganizmusok. A Fold korai idészakaban a mangan

fontos szerepet jatszott az Osi 6cednokban. Oxidéacios-redukcios folyamatokon



keresztlil befolydsolta a kornyezet biogeokémiai ciklusait (Balistrieri &
Murray, 1986). Az 6si mikroorganizmusok, koztiik az A. niger Osei is, ebben a
fémekben gazdag kornyezetben fejlodtek ki. Ennek eredményeként szamos
mikroorganizmus kifejlesztett olyan enzimatikus mechanizmusokat, amelyek
segitették Oket a nehézfémek, példdul a mangan kezelése soran. Ezek kozé
tartozik a mangan-fiiggd szuperoxid-diszmutdz, amely antioxidans védelmet
biztosit a sejtek szamara az oxidativ stressz ellen (Lou, 2001; Bresciani és
mtsai.,, 2015). A mangan jelenlétére adott evolucids valaszok ma is
meghatdrozzak szdmos mikroorganizmus ndvekedését, metabolikus
folyamataik milyenségét (Eschenmoser, 2007). A mangan szdmos fehérje
megfeleld6 milkodéséhez elengedhetetlen, példdul: oxidoreduktazok,
transzferazok, hidrolazok, lidzok, izomerazok, ligdzok kofaktora (Smith és

mtsai., 2017). Az A. niger esetében is lathatoak ezek a hatésok.

2.3. Aspergillus niger

Az A. niger (1. 4bra) az egyik legfontosabb eukaridta biotechnologiai
platform. Eldszor 1923-ban nyert gyakorlati jelentséget, amikor ipari
1éptékben hasznositottdk citromsav-termeld képességét (Schuster és mtsai.,

2002).

A leglijabb taxonomiai kutatasok szerint az Aspergillus nemzetség jelenleg
592 fajt foglal magaban, amelyek 6 alnemzetségbe és 27 szekcidba sorolhatok.
Az A. niger a Nigri szekcioba tartozik, amely a legtjabb besorolasok szerint
13 fekete sporaju fajt foglal magaban. Ezek kozil tobb kriptikus fajnak
tekinthetd, mivel morfoldgiailag nehezen megkiilonboztethetok egymastol

(Bian és mtsai., 2022).



1. abra: A. niger NRRL 2270

Az A. niger kiemelkedik alkalmazkodd- és tulélési képességében,
emiatt mindenhol megtalalhat6 a természetben: a talajban (Xie és mtsai.,
2006), oOceanban (Li ¢és mtsai.,, 2016; Uchoa és mtsai.,, 2017), az
Antarktiszon (Singh és mtsai., 2011) és a vilagiirben is (SPACE, 2024)).
Széles spektrumu él6helyet foglal el allatokban és novényekben, példaul
gyogynovényekben (Shreelalitha & Sridhar, 2015), cserjékben (Kaur és
mtsai., 2015; Liu és mtsai., 2016), fakban (Soltani & Moghaddam, 2014;
Wang és mtsai., 2019), és zuzmokban (Elissawy és mtsai., 2019). El
garnélakban (Liu és mtsai.,, 2013; Fang és mtsai., 2016) és tengeri
szivacsokban is (Takano ¢s mtsai., 2001; Hiort és mtsai., 2004). Az A.
niger jol fejlodik kiilonbozd szénforrasokat (gliikoz, korpa, maltdz, xilan,
xiloz, szorbit, laktdz) tartalmazé taptalajokon (Toghueo és mtsai., 2018).
Anyagcseréjét jelentdsen befolyasolja a tapkozeg Osszetétele és az

alkalmazott fermentacios technoldgia (Papagianni M., 2007).

Az A. niger ATCC 1015 egy vad tipustu citromsav-termeld torzs,
amelyet széles korben alkalmaznak ipari fermentaciokban. Genomikai

vizsgalatok kimutattdk, hogy jelentds kiilonbségek vannak kozte és az



enzimtermeld torzsek kozott, kiilondsen a szekunder metabolitok és a

citromsav-transzport mechanizmusok tekintetében.

Az A. niger NRRL 2270 torzs széles korben alkalmazott az iparban,
kiillondsen a citromsav termelésében. Ez a térzs az ATCC 11414
kulturaként is ismert, és az ATCC 1015 torzsbdl szarmazik. A citromsav-
termelés optimalizalasara irdnyulo6 kutatasokban gyakran hasznaljak, mivel

képes nagy hozamu citromsav eldallitasara.

2.4. Aspergillus niger termékportfolioja - GOMBADbiztos jovO

Az A. niger metabolikus sokoldalisdga ¢és nagy hozamu termelési
potencialja miatt kiemelkedd szerepet tolt be a biotechnologidban, kiilondsen
az ipari fermentéciok teriiletén (Cairns és mtsai., 2021). A XX. szazad els6
felében csak citromsav termeld képessége miatt volt jelentds; kés6bb
felismerték, hogy szdmos iparilag fontos enzim (oxidazok, dehidrogenazok,
hidrolazok, cellulazok és pektinazok) eldallitasara is alkalmas. A
kromatografia fejlodése lehetévé tette az A. miger &ltal termelt fehérjék
tisztitasat és elemzését, ami az enzimfunkciok megértéséhez is hozzajarult. Az
1960-as évek végén izolaltak a gomba glilkoamilaz izoenzimeit, amelyeket a
keményité => gliikkoz A4talakitds révén a fermentdcios-, élelmiszer- ¢és

italiparban hasznositottak (Lineback ¢és mtsai., 1969; Pazur és mtsai., 1971).

A fonalas gombak, igy az A. niger is, képesek tobb tucat masodlagos
(szekunder) metabolitot eldallitani, amelyek kozé tartoznak terapias szerek,
antimikrobialis anyagok ¢€s izesitdanyagok. Felhasznalhatok tovabba eukariota
fehérjék heterolog termelésére is (Richter és mtsai., 2014), de eléallithatok mas
szerves savak is, mint példaul a borkdsav, amelyet az élelmiszer- és

gyogyszeriparban hasznalnak, és alternativaja lehet a vegyiparban alkalmazott



maleinsav-anhidridnek (Kovilein és mtsai., 2019). Bar a borkdsavat
jellemzden  fosszilis alapi  alapanyagokbdl szintetizaljak, jelentds
volumetrikus hozamot értek el A. niger fermentécid soran (pl. 200 g/l) (Xu és
mtsai., 2019; Xu €és mtsai., 2020; Cao €és mtsai., 2020). Tovabbi fontos szerves
sav az itakonsav, amelyet az Aspergillus terreus bioszintetikus és transzport
génjeinek heterolog expresszidjaval sikeriilt 4. niger izoldtumokon keresztiil

eldallitani (van der Straat ¢s mtsai., 2014).

Az A. niger szerepet jatszhat az tirkutatasban és a fenntarthato technoldgiak
fejlesztésében. Hosszii tavu {lirmissziok sordn az Onellatd rendszerek
kialakitasa kulcsfontossagu, mivel az utanpotlas a Foldrél nem lehetséges. Az
1988-ban a Mir trallomas feliiletein felfedezett gombas képzdédmények
bizonyitottak eldszor, hogy egyes mikroorganizmusok nemcsak tulélik az
trbéli kornyezetet, hanem ndvekedni is tudnak (Cortesdo és mitsai., 2020).
Ezen felismerés nyoman hipergravitacios kisérleteket végeztek gombakkal,
hogy megértsék tulélési mechanizmusaikat €s alkalmazhatdsagukat az tirben.
A kutatasok szerint az 4. niger ¢élelmiszer- és gyogyszergyartasban, valamint
¢épitdanyagként is alkalmazhato lehet tirmissziok sordn (Cortesdo és mtsai.,
2020; Jemison & Olabisi, 2021; SPACE, 2024). Tovabbi fejlesztések (pl.
stresszvalasz gének vizsgalata) szlikségesek azért, hogy a gomba jobban
ellendlljon az lirbéli kdrnyezetnek és megtartsa termelési kapacitasat (Koch és

mtsai., 2023; Zou és mtsai., 2015; Xu és mtsai., 2019).
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2.5. Citromsav

A citromsav (C¢HgO7) (2. abra) széles korben — gyogyszeripar, vegyipar,
kozmetikai ipar, milanyagipar, kornyezetvédelem, kohéaszat — alkalmazott
vegyiilet (Socco ¢és mtsai., 2006; Angumeenal & Venkappayya, 2013).
Eldallitasa napjainkban szinte kizarolag mikroszkopikus gombdk révén

torténik; a leggyakrabban haszndlt faj az A. niger, de élesztdgombakat

(Yarrowia lipolytica) is
OH OH poes
alkalmaznak erre a célra (Ksiazek,
OH 2024).

0O 0] A citromsav  megtalalhato
minden ¢l6lényben (Karaffa &
Kubicek, 2019). Viszonylag
O OH jelentds mennyiségben talalhatod a
citrusfélékben. A termék

2. abra: Citromsav szerkezeti képlete
szarazanyaganak 1%-at

meghaladé mennyiségben jelen van a citromban (4-8%), a szederben (1,5-
3,0%), a grapefruitban (1,2-2,1%), valamint narancsban, malnéban és eperben
(0,6-1,3%) (Show és mtsai., 2015). A citromsav a Krebs-ciklusban keletkezik.
Széles korti alkalmazasat magyardzza, hogy nem toxikus, tovabba fémionokat
kot meg, kelatokat képezve (Karaffa & Kubicek, 2003). A globalis
citromsavtermelés évente mintegy 2,8-3 millié tonnat tesz ki. A citromsav az
¢lelmiszer-adalékanyagipar egyik leggyorsabban ndvekvd szerepléje (E330),

de mas piaci teriileteken is folyamatosan né (Ksiazek, 2024).

Bar szamos mikroorganizmus felhasznalhato citromsav eldallitasara, az 4.
niger a f6 ipari termeld. Az elméleti hozam 112 g anhidrid citromsav 100 g
szacharozra vetitve. A gyakorlatban azonban a trofofazis soran bekovetkezd

veszteségek miatt a citromsav hozama ezekbdl a torzsekbdl gyakran nem
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haladja meg a szénforras elméleti hozaméanak 80%-4at. Annak ellenére, hogy a
citromsav eldallitasanak hosszu és sikeres torténete van, a folyamat biokémiai
alapjainak egységes magyarazata még nem all rendelkezésre (Max €s mtsai.,
2010).
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2.6. Citromsav képzddésének biokémiaja
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3. abra: Citromsav szintézis sematikus abrdja A. niger fonalas gombdban

A citromsav elsddleges metabolit, és felhalmozodasa nagymértékben
fligg a lebontd anyagcsere folyamatoktdl, példaul a glikolizistdl ¢és a
trikarbonsav-ciklustél (TCA) (3. abra) (El-Manis ¢és mtsai.,, 2018). A
fermentaciot nagyon alacsony pH-értéken kell végrehajtani, hogy biztositsuk,

minden gliikoz a citromsav szintézisére irdnyuljon (Karaffa és mtsai., 2001).
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Az A. niger torzsek rendelkeznek gliikk6z-oxidazzal. Ez az enzim magas
gliikoz koncentracio, erdteljes levegdztetés (=magas oldott oxigénszint) és mas
tapanyagok (foszfat, nitrogén stb.) alacsony koncentracioja esetén aktivalodik,
amelyek jellemz6 koriilmények a citromsav termelése soran (Karaffa és mtsai.,
2001). Ezért a gliikkoz-oxidaz kifejezddik, atirodik és katalizdlja a gliikoz
gliitkonsavvé alakulasat. Mivel az enzimet kozvetleniil befolyasolja a kiilsé pH-
szint, pH 3,5 alatt deaktivalodik. Figyelembe véve a citromsav pK értékeit, a
tenyészet pH-ja akar 1,5 ala is csokkenhet, deaktivalva a gliikoz-oxidazt és az
Osszes gliikozt a citromsav felhalmozas felé iranyitva (Karaffa és mtsai.,

2001).

A magas hozamu fermentaciok elofeltétele, hogy a mangan
koncentracidja a tapkozegben 5 pg/l alatt maradjon (Fejes és mtsai., 2020),
mivel a sejt képes citratot exportalni, de annak visszavétele csak mangan-citrat
kelat formajaban Ilehetséges. Magasabb manganszintek esetén fokozott
kelatképzodés 1éphet fel, ami csokkentheti az extracellularis citrat
2001). A mangan-hidnyos micéliumok vakuolaltak, erdsen eldgazok,
vastagabb sejtfaltak és gumoés megjelenésiiek. Ez 1étrehozza a pellet format,
fermentacid nyomon kovetésére és kezelésére, mikroszkopos képelemzés

segitségével (Karaffa & Kubicek, 2003).

Ha a pH-szintek elég alacsonyak, a citromsav felhalmozddéasaért
felelés metabolikus ttvonal aktivalodik. A gliikdz transzportja utani elsé 1€pés
a cukor foszforildcidja, ehhez az A. niger két foszforilaldé enzimmel
rendelkezik: hexokinaz és gliikkokinaz (Max és mtsai., 2010). A hexokindz
képes foszforilalni mind a gliik6zt, mind a fruktdzt, mig a gliilkokinaz kizar6lag

a glikoz foszforilalasara képes. Ezt kovetden a gliikkoz-6-foszfat tovabb
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alakulhat a glikolizisben vagy a pent6z-foszfat ciklusban. A fermentaci6 korai
szakaszaiban az utobbi az eldnyben részesitett utvonal, mivel hozzéjarul a
biomassza és NADPH képzddéséhez (Karaffa €s mtsai., 2001). A fermentacid
késObbi szakaszaiban a pentoz-foszfat ciklus kisebb szerepet jatszik, és a
glikolizis valik a szén metabolizmuséanak f6 titvonalava. A glikolitikus utvonal
végén piruvat termelddik, amely ezt kdvetden dekarboxilalodik, igy acetil-
CoA képzodik (Berg és mtsai., 2019). E folyamat soran CO> keletkezik,
amelyet a piruvat-karboxildz hasznal fel oxalacetat generalasara (Cleland-
Johnson mechanizmus), ezéltal biztositva a citromsav két el6anyagat, amelyek
sziikségesek a citrat-szintdz enzim aktivalasahoz. E folyamat sordn a citromsav
felhalmozodasa nagymértékben fligg az intenziv levegdztetéstol, és barmilyen
1égzési zavar karos hatassal lehet a citromsav termelésére, de nem a micélium
novekedésére. Ennek oka a cidnrezisztens, szalicil-hidroxamsav-érzékeny
alternativ 1égzési Ut jelenléte, amely kedvez a citromsav termelésének (Karaffa
¢s mtsai., 2001). Tovabba, a citokrom-fiiggd enzimek aktivitasa csokken, mig
az alternativ oxidaz aktivitdsa novekszik. Az alternativ oxidaz (AOX) génje a
nukledris genomban taldlhatdé, de maga az enzim a mitokondrium belsé
membranjaba van beagyazva (Flipphi és mtsai., 2023). Az AOX az ubiquinon
(koenzim Q) oxidaciojat katalizalja, melynek soran az oxigént négy elektron
segitségével vizzé redukalja. A légzési lanc 1., III. és IV. komplexeivel
ellentétben — ahol az elektrontranszport proton transzlokécioval jar, és a bels6
mitokondridlis membran két oldalan kialakult protongradiens az ATP
szintézis¢hez kapcsolodik — az AOX-on keresztiili elektrontranszport nem
kapcsolddik az ATP szintéziséhez. A koenzim Q oxidacioja soran keletkezd
energia az alternativ elektrontranszport soran hové alakul (Rogov és mtsai.,
2015). Tekintettel arra, hogy a citromsav felhalmozddasanak idején a
novekedés gyenge, a sejtek ATP-igénye alacsony. Ez lehetévé teszi, hogy

atkapcsoljanak a citokrom-fiiggd 1égzésrdl az AOX-ra, mely mint emlitettem,
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NADH-t NAD"-va oxidal anélkiil, hogy ATP keletkezne. Az alternativ 1égzési
utvonal hozzajarul a reaktiv oxigénformak mennyiségének csokkentéséhez,
amelyek az oxigénfiiggd (aerob) anyagcsere soran 6hatatlanul keletkeznek, és

lipid-peroxidéacidohoz, valamint a membran kérosodasahoz vezethetnek

(Karaffa és mtsai., 2001).

2.7. CitromsavtermelO 4. niger torzsfejlesztése

Egy magas hozamu citromsav fermentacionak tobb eldfeltétele van
(Reinfurt és mtsai., 2023). Fontos a kiindulasi szénforras, a megfelelé oxigén
ellatottsag €s kevertetés, de a habképzddés is befolyasolhatja a végsé hozamot.
Legfontosabb azonban a Mn?" jelenléte (Reinfurt és mtsai., 2023; Fekete és
mtsai.,, 2022). Ezen fém ion jelenléte, torzstdl fiiggéen, 3-5 pg/l

koncentracioban befolyasolja a hozamot.

A citromsav bioszintézisébdl adddoan feltételezték, hogy a glikolizis
kulcsenzimei, példaul a foszfofruktokindz és a piruvat kindz taltermelése
novelheti a citromsav felhalmozddasat (Karaffa, Sandor, Fekete, & Szentirmai,
2001). Ezen enzimek taltermelése azonban sem kiilon-kiilon, sem egyiitt nem
eredményezett szignifikans hozamnovekedést (Ruijter és mtsai.,, 1997).
Valgjaban azt fedezték fel, hogy a foszfofruktokinaz tultermelése csokkenti a
fruktéz 2,6-biszfoszfat szintjét. A fruktéoz 2,6-biszfoszfat egy pozitiv
alloszterikus szabalyzo, ami noveli a foszfofruktokinaz aktivitast (Ruijter és

mtsai., 1997).

Ugyanezen logika mentén megprobaltak létrehozni olyan torzset, amely
tultermelte a citrat szintetdz enzimet, amely az acetil-CoA és az oxalacetat
citratta torténd atalakitasaért felelds a TCA-ciklus soran (Karaffa és mtsai.,

2001). A citromsav termelése azonban valtozatlan maradt. (Kobayashi ¢és
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mtsai., 2013). Ezek a tanulmanyok azt mutatjak, hogy a sebesség meghatarozé
Iépések nem a kdzponti anyagcseredramokban taldlhatok, hanem harom {6
transzport 1épésben: hexdz felvétel és/vagy foszforilacid, citrat export a
mitokondriumbdl, €s citrat export a citoplazma membranon keresztiil (Karaffa

& Kubicek, 2003).

Torres (Torres, 1994) kiszamolta, hogy a citromsav fermentacié soran az
egyik sebességmeghatarozo 1épés a gliikkoz transzportja; barmilyen valtozas
ebben a folyamatban kozvetleniil befolydsolja a hozamot. Késébb
azonositottak és klonoztak a HGT1 nevii, nagy affinitast gliikdz transzportert
kodolo gént (hgtl). Ennek tultermelése elonyds a citromsav hozamra, mivel
kozvetleniil noveli a cukor felhasznélasat, és kozvetett pozitiv hatast fejt ki a
kulcsfontossagi anyagcsere-gének kifejezédésére (Xue és mtsai., 2021). A
felvételt azonban nemcsak a gliikkdz transzporterek hatékonysaga befolyasolja,
hanem a szénforrds mindsége és koncentracidja is. A gyorsan hasznosuld
szénforrasok magas koncentracidja magas citromsav hozamot eredményez

(Xu és mtsai., 1989).

Hou ¢és munkatarsai (Hou és mtsai., 2018) az 4. niger CGMCC10142
torzsben a cianid-rezisztens alternativ oxidaz (AOX) enzimet kddold aox ! gént
delécioval és tultermeléssel modositottdk. Kimutattak, hogy az aox! gén
tultermelése noveli a citromsav termelését, tovabba cianid-rezisztens 1égzést
(CRR) is ¢észleltek az A. niger micéliumaiban citromsav termelési
koriilmények kozott. Az AOX jelenléte tehat enyhiti a foszfofruktokinaz ATP-
tobblet miatti gatlasat, és csokkenti a reaktiv oxigéngyokok altal okozott
karokat is (Campos ¢és mtsai., 2015). Amikor a citromsav elkezd
felhalmozodni, a citokrom-fiiggd 1égzeés helyét atveszi az alternativ utvonal,
amely lehet6vé teszi a NADH oxidacidjat (regeneralddasat) anélkiil, hogy ATP
keletkezne (Papagianni, 2007).
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A mitokondrialis citrat exportot A. niger-ben a mitokondrialis citrat
transzporterek (Ctps) végzik, melyek még nincsenek teljesen jellemezve (Cao
¢s mtsai., 2022). Cao és munkatarsai azonositottak 6 db, feltételezetten di- és
trikarbonsav szubsztratumokat transzportald ctp kodold gént (ctpA-cipF). A
tultermeltetett ctpA, ctpB és ctpD gének rendre 32,8%, 19,3% és 24,2% -kal
novelték a citromsav felhalmozodasat. Felfedezték tovabba, hogy ezek a
¢s a konidiumok kialakuldsaban (Cao ¢és mtsai., 2022). Korabban azt hitték,
hogy a citratot csak a mitokondridlis trikarboxil transzporter altal lehet a
citoszolba szallitani, amely a citrattal versenyez az akonitdzért (Karaffa &

Kubicek, 2003).

A citromsav felhalmozddasanak utolsé sebességmeghatarozd 1épése a
citromsav exportja a citoplazma membranon keresztiil (Karaffa & Kubicek,
2003). Steiger ¢és munkatarsai (Steiger és mtsai., 2019) azonositottak egy
transzporter gént, amely a CexA nevi fehérjét kodolja. Amikor elnyomtak a
cexA gént, a citromsav kivalasztdsa teljesen ledllt, mig a tultermelés jelentds
citromsav kivalasztashoz vezetett: indukalhat6 rendszerben ~109 g/1 citromsav
kivalasztast eredményezett, ami 6tszords novekedést jelentett a vad tipushoz
képest. Ezzel megerdsitve, hogy a CexA az A. niger {6 citromsav transzportere.
Azonban a cexA taltermelése csokkent konidium képzddést eredményezett,
vagyis ez a gén befolyasolhat mas sejtfolyamatokat is, amelyek negativ

hatassal lehetnek a fermentécios folyamatra (Steiger €s mtsai., 2019).

Az A. niger citromsav termelését alapvetéen befolyasolja a mangan-ion
felvétel is — a termelés és a felvétel kozott negativ korrelacié all fenn. Fejes és
munkatarsai (Fejes és mtsai., 2020) azonositottak ¢és jellemezték az 4. niger
NRAMP enzimcsalad permeazat (DmtA), ami egy magas affinitasa

mangéantranszporter (mas divalens kationokat is képes vélhetden
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transzportalni, innen szarmazik a név: divalent metal ion transporter). A dmtA
gén hidnyaban a citromsav termelése lassabb, de a hozam véltozatlan volt. A
mutans torzs 5 pg/l mangén mellett 120 g/l citromsavat termelt 350 ora alatt,
40 oras késéssel a vad tipushoz képest. A vad tipust térzsben 100 pg/l mangan
jelenlétében a citromsav-termelés 60%-kal csokkent, mig a dmtA delécids
mutans esetében csak 20%-os csokkenés volt tapasztalhatd. Amikor a dmt¢A-t
taltermeltették, az intracellularis mangan-koncentracié novekedett, valtozast
okozva a citromsavtermeléstdl a biomassza képzddésig. A citromsav-
termelése az eredeti érték mindossze 17%-ara csokkent, mikdzben 6tszor tobb
biomasszat termelt. A dmtA4 manipulacioja révén tehat fejleszthetd a citromsav

fermentacio (Fejes és mtsai., 2020).

2.8. Citromsav fermentaciot befolydsolo tényezdk

A citromsav felhalmozddasat jelentésen befolyasolja a tapkozeg
Osszetétele, kiilonosen siillyesztett fermentacios folyamatokban. Az elsd
szisztematikus vizsgalatokat James N. Currie (Currie, 1917) végezte, aki
kimutatta, hogy az A. niger megfeleld koriilmények kozott jelentds
mennyiségli citromsavat képes termelni. Currie munkaja ravilagitott arra, hogy
a cukrok magas koncentracioja és a pH szabalyozésa kulcsfontossagu tényezok

a citromsav-termelés szabalyozéasaban (Currie, 1917).

A citromsav taltermelésének feltételei azonban az 1940-es évekig nem
voltak teljesen tisztazottak (Shu & Johnson, 1948). Shu ¢és Johnson kutatasa
(Shu & Johnson, 1948) bizonyitotta, hogy a tapkdzeg pontos Gsszetétele €s a
mikroelemek koncentracidja — kiillondsen a mangan(Il)-ionok szintje —
meghatdroz6 a citromsav-termelés hatékonysagaban. Kisérleteik soran
kimutattdk, hogy a magas hozamu fermentdcidhoz az aldbbi feltételek

sziikségesek:
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e szachardz, mint szénforras (optimalis koncentracio: 140-260 g/l),
e ammonium-nitrat (NHsNOs), mint nitrogénforras,

e optimalis foszfatkoncentracio (~2,5 g/l KH2POs),

e alacsony mangan(II)-ion-koncentréacio,

e savas pH (2,24,2 tartomanyban), amely kedvez a citromsav-

termelésnek, €és gatolja az oxalsav képzodését,
e megfeleld oxigénellatas a fermentacid soran.

Shu ¢és Johnson kutatasa ravilagitott arra is, hogy a mangan(Il)-ionok
szintje kritikus tényezd, mivel a tulzott mennyiség gatolja a citromsav-
felhalmozodast azaltal, hogy eldsegiti az enzimatikus szabalyozasi
mechanizmusok mikodését, amelyek maésodlagos metabolitok, példaul

oxalsav képzddésehez vezetnek (Shu & Johnson, 1948).

A késobbi kutatdsok tovabb finomitottdk a citromsav-termelés
paramétereit, de a Currie és Shu & Johnson altal meghatarozott alapelvek a

mai napig az ipari fermentécié optimalizalasanak alapjat képezik.

2.8.1. Szénforras hatdsa a citromsavtermelésre

Azok a cukrok biztositanak magas citromsav hozamot, amelyeket a
mikroorganizmus gyorsan képes hasznositani (Mattey, 1992). A
poliszacharidok csak akkor alkalmasak fermentacios szénforrasnak, ha a
gomba rendelkezik olyan hidrolitikus enzimekkel, amelyek a fermentaciéhoz
sziikséges alacsony pH-érték mellett is hatékonyak. Altalanosan elénydsebb a

szachar6z a glilk6zzal szemben (Gupta és mtsai., 1976; Hossain és mtsai.,
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1984; Kubicek és mtsai.,, 1985), mivel az 4. niger olyan extracellularis

micéliumhoz kotott invertazt termel, amely alacsony pH-n is aktiv.

Az ipari fermentaciokban a legelterjedtebb szénforrasok a keményito
hidrolizisébdl szarmazéd gliikkozszirupok, a cukorrépa-melasz, valamint a
gyenge mindségli cukornad melléktermékek, amelyek altaldban magas
kationtartalommal szennyezettek korabbi feldolgozasi folyamatok miatt.
Ezeknek az elokezeléseknek az Gsszetettsége miatt szamos kutatas finomitott

cukrokkal, foként gliik6zzal vagy szacharozzal folyt (Max, és mtsai., 2010).

A szénforras koncentracidja kulcsfontossagi a magas hozamu
citromsav fermentacidhoz. A citromsav végsé hozama né a cukor kezdeti
sebességével kemosztatokban, mikdzben a specifikus novekedési rata forditott
modon valtozik (Shu & Johnson, 1948; Honecker és mtsai., 1989; Papagianni
¢s mtsai., 1999; Papagianni és mtsai., 1999). A legnagyobb termelé¢kenységet
altalaban 14-22%-o0s cukorkoncentraciéval érik el, mivel az ilyen magas
szénforras-koncentraciok elnyomjak az a-ketoglutarat dehidrogenazt (Hossain
¢s mtsai., 1984), ezéltal eldsegitik a citromsav felhalmozddasat. Az alacsony
gliikozszint ezzel szemben nem kedvez a citromsav-termelésnek, és jelentds

hatassal van a micélium fejlodésére is (Papagianni €s mtsai., 1999).

Hang és Woodams (Hang & Woodams, 2000) egy vizsgalat soran A.
niger NRRL 2001 torzs felhasznalasaval értékelték a kukoricahg;
fermentalhatosagat, kiilonds tekintettel az eldkezelési ¢és fermentacios
paraméterek optimalizalasara. A 0,5 mol/l NaOH-os eldkezelés, majd
enzimatikus hidrolizis Rapidase Pomaliq (celluldz és xildnaz) alkalmazasaval
jelentdsen novelte a citromsav-hozamot. Az optimdlis korilmények kozott

(30°C, 120 orés fermentacid) a citromsav-termelés elérte a 259 + 10 g/kg
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szarazanyag értéket (Hang & Woodams, 2000). A szerzdk a citromsav-
termelést g/kg szarazanyag egységben adtdk meg. Tekintve, hogy a vizsgalat
soran 20 g szarazanyagot alkalmaztak 100 ml fermentacios kozegben (ami 200
g/l szubsztratkoncentracionak felel meg), ez a hozam megkozelitdleg 52 g/l

citromsav-termelésnek szamithato.

Az irodalomban szamos torzs (4. niger és Y. lipolytica) citromsav-
termelésének hozamai, szénforras, kiilonb6zo fermentacios koriilmények és
az alkalmazott mikroorganizmusok részletesen dokumentéltak. A kdvetkezd

tablazat (1. tdblazat) ezek Osszefoglalasat szemlélteti (Reena, és mtsai., 2022).

Felhasznalt Felhasznfllt Fermentacio | Citromsav ) i
. szubsztrat/ , Hivatkozasok
torzs i , tipusa hozam
szénforras
A. niger Makk- Razatott 12.9 o/l Zhang, és
AA120 keményitd lombik 7 B mtsai., 2019
. . . Khattab és
A. niger Nadmelasz Siillyesztett 32 g/l mtsai., 2017
~12 g/1
Mango- és Feliileti (mango), ,
A. niger narancshgéj fermentacio ~14 g/l Abbas o
J g mtsai., 2016
(narancs)
A. niger Feliileti Alnassar és
5 2,119
PLA30 Savo fermentacio | > 7° | misai., 2016
Y. lipolytica . Ferreira és
+
CBS 2073 Nyers glicerin Batch 9,4+0,8 g/l mtsai., 2016
Y. lipolytica . 10,3 £0,1 Ferreira és
W29 Nyers glicerin Batch gl mtsai., 2016
A. niger , . Igbal & Utara,
GCB-117 Nadmelasz Siillyesztett 14,17 g/l 2015
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Y. lipolytica

NRRL Y- Glicerin Batch 59 g/l Avila-Neto és
1095 mtsai, 2014
Y. lipolytica . Morgunov és
NGA0/UV7 Glicerin Fed-batch 115 g/1 mtsai, 2013
Y. lipolytica . Rézatott Kamzolova és
NG40/UV7 Repeeolaj lombik 51 hisai., 2011
Y. lipolytica .
ACA-YC Glicerin Batch 50,1 g/l André &
mtsai, 2009
5033
Y. lipolytica o Moeller és
22 Gliikoz Batch 41 g/1 mtsai, 2007
A. niger , Feliileti El-Holi & Al-
ATCC 9642 Savo fermentacio | 00> &1 | Delaimy, 2003
Y. lipolytica Biodizelipari Rézatott 35 o/l Papanikolaou
LGAM S(7)1 glicerin lombik £ és mtsai., 2002
259+10
Hang &
A. niger .. Razatott g/kg
NRRL 2001 | Qukoricahéj lombik W‘;%‘:;)ms’
(~52 g/l
A. niger y s . Fejes, és
NRRL 2270 D-gliikoz Siillyesztett 120 g/1 mtsai., 2020
A. niger o . Fejes, és
AdmiA D-gliikoz Siillyesztett 120 g/1 mtsai., 2020
A. niger o . Fejes, és
JmtAOE D-gliikoz Siillyesztett 25-30 g/l mtsai., 2020

1. tablazat: Citromsavtermelés osszehasonlitasa kiilonbozo torzsek,
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2.8.2. Nitrogén és foszfat limitaciod

Egyes komplex téaptalajok (mint példaul a melasz) nitrogénben
gazdagok, ezért ritkdn sziikséges nitrogénforrassal kiegésziteni Oket. A
laboratoriumi kutatdsokban hasznalt nagy tisztasagu taptalajokat altaldban
ammoniumsokkal, kiilondsen ammoénium-nitrattal €s -szulfattal egészitik ki,
ami a pH csokkenését idézi eld, ez pedig kedvez a fermentacionak (Mattey M.,

1992).

Nitrogén- és foszfathiany hatasaival kapcsolatban ellentmondésos
eredmények talalhatok az irodalomban. Shu és Johnson (Shu & Johnson, 1948)
szerint a foszfat nem feltétleniil sziikséges korlatozo tényezdként a citromsav-
termeléshez. Késébb Kubicek és Rohr (Kubicek & Rohr, 1977) kimutattak,
hogy foszfat-hiany esetén a citromsav felhalmozodik, még akkor is, ha a
nitrogén szintje nem limitalt. Kristiansen és Sinclair (Kristiansen & Sinclair,
1979) folyamatos tenyészetekkel végzett kisérleteik alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a citromsav-termeléshez elengedhetetlen a
nitrogén korlatozasa. Végiil, Papagianni és munkatarsai (Papagianni és mtsai.,
1999; Papagianni ¢€s mtsai., 1999) azt talaltak, hogy ha a fémionok nem
korlatoz6 tényezdk, a foszfat tobblete masodlagos reakcidokhoz és biomassza-

novekedéshez vezethet.

2.8.3. A pH szerepe a fermentaci6 kiilonb6z6 szakaszaiban

A kozeg pH-ja két szakaszban is jelentds szerepet jatszik a folyamat
soran. Eldszor a fermentacio kezdeti szakaszédban a sporanak a csirdzashoz
magasabb pH értékre van sziiksége (Angumeenal & Venkappayya, 2013), mint
a fermentacido késobbi szakaszaiban. Az ammonia felszivodasa a csirdzéd
sporak altal protonok felszabadulasat okozza, ami csokkenti a pH-t, és javitja

a citromsavtermelést (Papagianni, 2007). Az alacsony pH-érték a termelési
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fazisban (pH < 2) csokkenti a mikrobialis fertdzés kockazatat, és gatolja a nem
kivant szerves savak (pl. gliikonsav és oxalsav) képzddését (Angumeenal &
Venkappayya, 2013), ami egyszeriibb¢ teszi a termék visszanyerését (Max ¢és

mtsai., 2010).

2.8.4. Az oldott oxigénszint és a levegdztetés szerepe a citromsav
fermentacidban

Az oldott oxigénszint jelentds hatassal van a citromsav-termelésre, ¢és
szamos vizsgalat igazolta, hogy mar rovid ideig tartd levegdztetési zavarok is
befolyasolhatjak a hozamot. Kubicek és munkatarsai (Kubicek és mtsai., 1980)
kimutattak, hogy a kritikus oldott oxigénszint a ndvekedési szakaszban 18-21
mbar, mig a termelési szakasz soran 23—26 mbar ko6zott van. Ha az oldott
oxigénszint 25 mbar ala cs6kkent, a citromsav-termelés teljesen megsziint. Az
oldott oxigénszint 40 ¢s 150 mbar kozott fokozatosan novelte a citromsav-
termelést, azonban ha az oxigénellatas hirtelen csokkent, az a termelési iitem

maradandé csokkenéséhez vezetett.

A levegbztetés megszakitasanak idétartama szintén kritikus tényezo.
Kubicek és munkatarsai (Kubicek és mtsai.,, 1980) szerint egy 20 perces
levegdztetési sziinet a citromsav-termelés tobb mint 85%-0s csokkenését
okozta, ¢és a termelés mar nem 4allt helyre az eredeti szintre. Dawson és
kutatocsoportja (Dawson és mtsai. 1986) ezzel szemben azt talaltdk, hogy
rovid ideig tartdé (< 20 perces) leveglztetési sziinetek nem okoztak
visszafordithatatlan kdrosodast a citromsav-termelésben. Ha azonban az oldott
oxigénszint 120 percig 0%-on maradt, a végso citromsav-koncentracio 45%-
rol 21%-ra csokkent. Ugyanakkor még 85 percig tartdé 0%-os oldott

oxigénszint utan is tapasztaltak helyreallast, bar egy késleltetési fazissal.
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Ezek az eredmények jol szemléltetik, hogy az oldott oxigénszint finom
szabalyozasa kulcsfontossagl a citromsav-termelés optimalizalasahoz, mivel
mind a csokkend, mind a hirtelen valtoz6 oxigénszint karos, és adott esetben

visszafordithatatlan hatassal lehet a folyamatra.

2.8.5. Nyomelemek hatasa az 4. niger névekedésére és citromsav-
termelésére

Az A. niger tobbféle nyomelemet igényel a novekedéshez (Behera és

mtsai., 2021), de tobbet koziilik (Mn, Zn, Fe, Cu) limitalt (szuboptimalis)

értéken kell tartani a citromsav tultermeléshez (Shu & Johnson, 1948; Behera

¢és mtsai., 2021), kiilondsen a stillyesztett fermentacid soran.

Shu és Johnson (Shu & Johnson, 1948) kimutattak, hogy a Zn?* és Fe>*
optimalis szintje 0,3 - 1,3 pg/l. Mig Clark és tarsai (Clark és mtsai., 1966)
szerint 3 pg/l Mn?" koncentraci6 csokkentette a citromsav hozamat, valamint
Kisser és munkatarsai (Kisser €s mitsai., 1980) megerdsitették a Mn?**
szabalyozo szerepét. A fehérjék lebomldsa Mn?' hidny esetén magas
intracellularis ammonium koncentraciét eredményez, ami szembe megy a
foszfofruktokinaz citromsav 4altali gatlasaval, igy eldsegiti a glikolizist.
Ezenkiviil a magas gliikdz- ¢s ammoniumkoncentracié kombindcidja elnyomja
az o-ketoglutarat dehidrogendz szintézisét, ezaltal gatolja a citromsav

lebontéasat a TCA-ciklusban, €s eldsegiti annak tultermelését.

A mangén szamos sejtfunkcidban is szerepet jatszik, kiillondsen a sejtfal
szintézisében, a sporaképzésben €s a masodlagos metabolitok termelésében
(Shu & Johnson, 1948). Kiilon figyelmet kell forditani a kdzeg 6sszeteviinek
kivalasztasara, hogy a nyomnyi mennyiségli mangan ne csokkentse a

fermentacid hozamat.
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2.8.6. Morfologia, inokulum ¢és termelékenység kozotti kapcsolat
A siillyesztett fermentacidok soran a morfologia és a termelékenység

kozotti kapcsolatot régen felismerték (Berovi€ €s mtsai., 1993).

Siillyesztett kultirakban a gomba morfologidja a pelletes és a fonalas
forma kozo6tt valtozik az oltdanyag tipusa, novekedési feltételek és a genotipus
tényezOk targyalasakor meg kell kiilonbdztetni a makro- és mikromorfoldgiat.
Képanalizises vizsgéalatok azt mutattak, hogy megfeleld koriilmények kozott a
hozam meghaladja a 85%-ot, ha a makromorfologiai forma stabil,
Osszefonddott fonalas részecskékbol all egy kis mag koriil, mig a
mikromorfologia rovid, duzzadt cstcst hifakbol alloé agakkal jellemezhetd

(Papagianni és mtsai., 1999).

crer

6 tényezok a keverési intenzités, a kozeg pH-értéke, a ndvekedési sebesség, a
tdpanyagok ¢és az inokulum tipusa és koncentracidja. Az intenziv keverés
rovid, vastag ¢és erdsen elagazo fonalak kialakuldsdhoz vezet, a talzott
nyirofesziiltség a fonalak fragmentalodasat okozhatja, €s az 01j fragmentumok
Uj citromsavat tultermel6 fonalakat hoznak 1étre (Papagianni és mtsai., 1999).
A preferalt morfologia (azaz rovid fonalak kis aggregatumai), amely a termelés
novekedésével jart, koriilbeliil 2,0 = 0,2 pH-értéken figyelhetd meg. pH 1,6-
nal a morfologiai fejlddés rendellenes volt, €s a termelés hirtelen csokkent, mig
pH 3,0-nél hosszabb peremii aggregatumok képzddtek, és oxalsav-termelést

figyeltek meg (Papagianni és mtsai., 1999).

A nyomelemek koziil a legkritikusabb a Mn?* koncentracio, amely
jelentdsen befolydsolja a fermentaciot és az A. niger morfologidjat. Mar

né¢hany ng/l eltérés a Mn** koncentracioban jelentds valtozasokat idézhet el
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mind a sejtmorfologidban, mind a termelési hozamban (Kisser és mtsai., 1980).
A 3 pg/l alatti Mn** koncentracid esetén kompakt pelletes ndvekedés
figyelhetd meg, amely kedvezd a citromsav felhalmozodéasa szempontjabol.
Ezzel szemben 22 pg/l Mn** koncentracio mar 10%-os citromsav-termelés
csOkkenést eredményezett, ¢s a sejtek fonalas novekedésre valtottak. 55 pg/l
Mn?** felett a biomassza teljesen diszpergalt allapotba keriilt, és a citromsav-
termelés tovabb csokkent. A vizsgélatok szerint 2750 pg/l Mn?* jelenlétében a
citromsav-termelés mar csupan 16%-a volt a kontrolhoz képest, ami szinte

teljes leallast jelentett (Kisser és mtsai., 1980).

Az inokulum spdraszintje egy masik fontos paraméter, amely befolyasolja
a citromsav fermentaciot. Papagianni és Mattey (Papagianni & Mattey, 2006)
digitalis képanalizis segitségével tiszta atmenetet figyeltek meg a pelletes és a
diszpergalt A. niger formak kozott, amikor az inokulum szintjét 10* -rél 10°
spora/ml-re valtoztattdk. A citromsav-termelés szempontjabol az inokulum
szintjének optimalizaldsa kulcsfontossagli, mivel kozvetlen hatassal van az
oxigénfelhaszndldsra, a biomassza noOvekedésére ¢és az ammoénium
kimeriilésére. 10*-10° spéra/ml inokulum-koncentracio esetén kedvezébbek
voltak a citromsav-termelés feltételei, mivel ekkor az oldott oxigénszint 100%-
os telitettségen maradt, €s az ammoOnium gyorsabb felhasznaldsa révén
hamarabb indult meg a citromsav-bioszintézis. Ezzel szemben 107 spéra/ml
vagy nagyobb inokulum-koncentracidé mellett a biomassza jelentOsen
megnovekedett, elérve 9 g/l-t 150 6ra fermentédcio utan, mig 10° spora/ml alatt
a biomassza maximuma csak 7 g/l volt. Az oxigénigény megndvekedése miatt
10¢ spora/ml felett az oldott oxigénszint nem haladta meg a 80%-o0s
telitettséget a 30. oraban, ¢s a fermentaci6 eldrehaladtaval 70%-ra csokkent,
mig 10* és 10° spora/ml inokulum esetén az oldott oxigénszint végig 100%-on
maradt. Ezek az eredmények azt mutatjadk, hogy az optimalis citromsav-

termeléshez nemcsak a tapanyag-Osszetétel és a fermentacios koriilmények,
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hanem az inokulum mennyisége is meghataroz6 tényez0, mivel az kdzvetleniil
befolyasolja a morfoldgiat, az oxigénfelvételt és a citromsav-bioszintézis

kinetikajat.

2.9. Technoldgiai kihivasok bioreaktorokban végzett fermentaciod soran
A bioreaktorokban végzett fermentacios folyamatok szadmos technologiai
kihivast rejtenek magukban, amelyek befolydsolhatjdk a hozamot, a
termékmindséget ¢s a folyamat gazdasdgossagat (Sawant és mtsai., 2018;

Mahdinia és mtsai., 2019).

2.9.1. Léptéknovelés ¢s siillyesztett fermentaciod

A fermentaciés folyamatfejlesztés altalaban laboratoriumi léptékkel
kezdddik, ahol asztali méreti bioreaktorokat hasznalnak (1-50 1) (de Souza
Vandenberghe & José, 2024), vagy réazatott lombikokat (100—-1000 ml)
(Darouneh, ¢és mtsai., 2009), illetve mikrobialis sejteket néhany milliliteres
mennyiségben. Miutan az optimalizalas megerdsiti, hogy a folyamat sikeres,
megtervezhetd és bevezethetd a kisérleti lizemi 1éptéket (50—10 000 1), az
optimalis miikodési koriilmények meghatarozasa érdekében. Csak a sikeres
laboratoriumi és kisérleti izemi vizsgalatok utdn keriilhet sor a nagy tizemi
Iéptékii (> 10 000 1) alkalmazasara kereskedelmi termelési céllal. Ezt a
folyamatot, amely a kis 1éptékbdl nagy 1éptékben torténd tenyésztést jelenti,
1éptékndvelésnek (4. abra) nevezzikk. Célja az, hogy a kis Iéptéki
bioreaktorokban elért optimalis feltételek megvalosithatok legyenek
nagyméretll bioreaktorban is. A 1éptékndvelési vizsgalatok nélkiilozhetetlenek
barmely fermentacidos folyamat fejlesztésében, mivel ezek segitségével

megfeleld kritériumokat lehet meghatarozni a 1éptékvaltashoz anélkiil, hogy a
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mikroorganizmusok kinetikai viselkedése, és igy a folyamat teljesitménye

sériilne (Mahdinia és mtsai., 2019).
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4. abra: Léptéknovelés sematikus abrdja (biorender.com dltal szerkesztve)

A 1éptéknovelés a fermenticidos folyamatok legnehezebb ¢és
legbsszetettebb, szamos tényezotdl fiiggd 1€épése. Ezek a tényezdk lehetnek
fizikai (h6- és anyagatadasi jelenségek, mint pl. az oxigénatadasi sebesség €s
keverési 1d6), biokémiai (példaul a taptalaj Osszetétele és reologiai
tulajdonsagai), illetve a specifikusan folyamatra vonatkozdéak (példaul

inokulalas koriilményei) (Sawant €s mtsai., 2018; Mahdinia és mtsai., 2019).

A siillyesztett fermentécios folyamatban a tapanyagok oldott forméaban
vannak jelen; a mikroorganizmus a kozeg egészében képes ndvekedni
(Lingappa ¢és mtsai., 2002). A fermentaci6é bioreaktorokban zajlik, és 5-12
napon beliil fejezédik be (Socco és mtsai., 2006). Ez a legszélesebb korben
alkalmazott fermentacids technika. Becslések szerint a citromsav termelésének
90%-a ilyen modon torténik (Roukas, 1991). A siillyesztett fermentéciot a
felszini fermentacio kifejlesztése utan alakitottdk ki. Bonyolultabb

szerelvényezést, magasabb energiakoltségeket és szigorubb ellendrzést
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igényel, valamint habképzdédéssel jar (amit habzdsgatld szerekkel lehet
csokkenteni), de magasabb termelékenységet s hozamot biztosit, csokkentett
toke-, karbantartasi és munkaerdkoltségekkel, valamint alacsonyabb fert6zés
veszéllyel. Emellett kevésbé érzékeny a kdzeg Osszetételének valtozasaira,
sz€lesebb szubsztratum valasztékot €s jobb kontrolt tesz lehetdvé (Dashen ¢€s

mtsai., 2014).
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3. Célkitiizés
Az A. niger citromsav fermentaciot régdta tanulmanyozzak, de sok kérdés
maig megvalaszolatlan. Egyik legfontosabb a mangéanion-érzékenység: a

cres

taptalaj 5 pg/l feletti Mn?" koncentracioja befolyasolja a gomba fiziologiajat

crer

A citromsav fermentacidja savalld acélt is tartalmazd bioreaktorokban
zajlik; az acél egyik nélkiilozhetetlen 6tvozéeleme a mangan. A disszertaciom
alapjaul szolgalo kutatéas egyik célkitlizése a mangan(II)-ionok kioldodasanak
vizsgalata volt a sterilezés és a fermentdcido sordn. Ennek érdekében meg
kivantuk hatdrozni a kioldodast befolyasold technoldgiai ¢és bioldgiai
tényezoket, valamint a kioldodas iddbeli lefutdsat, és olyan megoldasokat

kerestiink, amelyek csokkenthetik ezt a jelenséget.

A citromsav a cexA gén altal kodolt transzporter fehérje révén jut ki a
gombasejtbdl a fermentlébe. Kutatdsom masik célja a cex4 gén és a Mn(11)-
ionok kolcsonhatasanak vizsgalata volt. Ehhez egy cexA-tultermeld A. niger
mutanst alkalmaztunk, amely lehetdséget biztositott a kolcsonhatasok részletes

tanulmanyozasara.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Felhasznalt torzsek és fenntartasuk

Kisérleteink soran Aspergillus niger ATTC 1015, NRRL 2270 (ATCC
11414) és cE cexA citromsav termeld torzseket hasznaltunk. Utobbi torzset Dr.
Matthias  Steiger (Bécsi Miszaki Egyetem, Ausztria) bocsatotta
rendelkezésiinkre. Félévente a -80°C-on 50% (v/v) glicerinben (VWR
International Kft., Debrecen) és 50% (v/v) spéramosoban (0,9g NaCl (Molar
Chemicals Kft.), 2 csepp Tween 80 (Sigma-Aldrich Kft.)) tarolt
sporaszuszpenziobol frissitettiik torzsiinket, amelyrdl, felhasznélastol

fiiggden, 2-3 honapon keresztiil vegetativ atoltasokat végeztiink.

A torzset NIG1 (2. tablazat) agar tartalmu minimal taptalajon (a taptalaj
komponenseit a VWR International Kft., Debrecen és Sigma-Aldrich Kft.
szolgaltatta) tartottuk fent. A sziikséges esszencidlis fémionok megfeleld
aranyu biztositdsa érdekében a taptalajt nyomelemoldattal egészitettiik ki,
amelybdl 20 pl-t adagoltunk 100 ml taptalajhoz. Ez egy elére meghatarozott

Osszetételll recept alapjan késziilt, amelynek Osszetevdit a 3. tablazat mutatja.

Komponens Koncentracio (g/l)
NaNO3 6
KH>PO4 1,5

MgSOs4 - 7 H20 0,5

KCl 0,5

agar 1,5

D-gliik6z 20
pH=5

2. tablazat: NIGI taptalaj dsszetétele
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Komponens Koncentracio (g/l)
EDTA 10
ZnSO4 - 7 H20 4,4
MnCl; - 4 H,O 1,01
CoClz - 6 H20 0,32
CuSOs4 - 5 H20 0,315
(NH4)sM07024 - 4 H20 0,22
CaClz - 7H20 1,47
FeSO4 - TH20 1,1

3. tablazat: Nyomelem oldat osszetétele

Az atoltas minden esetben laminaris aramlasu oltofiilke (BL-1200 F, Radel
& Hahn Zrt., Debrecen) alatt tortént. A Maillard reakcio (Martins, Jongen, &
van Boekel, 2000) elkeriilése érdekében a D-gliikoz (VWR International Kft.
Debrecen) torzsoldatot (50% (w/v)) kiilon sterileztik ¢s adtuk a
taptalajunkhoz, gy, hogy a végsé koncentracio 20 g/l legyen. Atoltast
kovetden T=30°C-os mikrobiologiai inkubatorba (Heraeus B6, Thermo Fisher
Scientific, USA) helyeztiik, ~4-5 napra, amig a telepek teljes felszinén intenziv
sporulacidé meg nem jelent. A kindtt telepeket tartalmazo Petri-csészéket
inkubalést kovetden Parafilmmel lezdrva 4°C-os hiitdszobaban taroltuk. Az

igy tarolt telepeket felhasznalastol fiiggden legalabb havonta atoltottuk.

4.2. Fermentaciok eldkészitése €s kivitelezése
4.2.1. Mn*" mentes viz/ cukoroldat készitése
A magas hozam eléréséhez a mangéan-ionok eltavolitasa a fermentacios
kornyezetbdl elengedhetetlen. Amennyiben Mn?* 5 ug/l koncentracio feletti
mennyiségben vannak jelen, a hozam jelentésen lecsokken, a morfoldgia
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megvaltozik, ami a fermentacio energia- és koltséghatékonysagat csokkenti

(Fejes, és mtsai., 2020).

A Mn(Il)-mentes vizet/ D-gliikdoz cukor-oldatot kationcseréld
gyantaval (Dowex 50-W-X8 (100/200, Thermo Fisher Scientific, USA) toltott
oszlopon (440 x 45 mm) ioncserélt vizbdl allitottuk eld, cukor oldat esetében
eldre elkészitett 50% (w/v) oldat formajaban. A gyanta regeneraldsdhoz ~100-
150 ¢cm® 1 Me-os HCl-oldatot (VWR International Kft., Debrecen)
alkalmaztunk. Ezt kovetden semleges pH eléréséig ioncserélt vizzel mostuk. A
vizet a térfogataram megfeleld értékre torténd beallitisaval, elokészitett Mn?*-
mentes livegedénybe lassi &ramlassal, csepegtetve engedtiik le. A fermentacio
soran alkalmazott tovabbi oldatokat minden esetben a Mn(Il) ionoktol

mentesitett vizbol készitettiik.

4.2.2. Uvegeszkozok Mn?>" mentesitése

Laboratériumi léptékben iivegeszkdzok hasznélata elengedhetetlen. Az
inokulumok eldallitdsdhoz 500 ml-es Erlenmeyer lombikokat (VWR
International Kft. Debrecen, Magyarorszag) alkalmaztunk, tobb literes
fermentaciok soran pedig tivegtesttel rendelkezd bioreaktorokat hasznaltunk.
Az iiveg eszkozoket 1M-os HCl-oldattal toltottiik meg és 3-4 6ran keresztiil
allni hagytuk az itiveg falan kitapadt pozitiv toltésti kationok (Mn?")
eltavolitasanak céljabol. Ezt kovetden, az el6z8ekben ismertetett, Mn?>* mentes
vizzel Oblitettiik, annak érdekében, hogy a savat és ionokat maradéktalanul

kimossuk.
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4.2.3. Termel6 taptalaj

Az 4. tablazatban felsorolt komponenseket kimértiik, majd mangan(II)-
mentes vizben oldottuk fel magneses kever6t alkalmazva. A szénforrds
hozzdadasa az elézéekben ismertetett mddon tortént, azzal a kiillonbséggel,

hogy a koncentracio a termel6 taptalaj esetében 140 g/1 volt.

Komponens Koncentracio (g/l)
D-gliik6z 140
(NH4)SO4 2,5
KH>PO4 0,15

MgSOs4 - 7 H20 2,25
NaCl 0,15
FeCl; - 6 H2O 484 x 104
ZnS0O4 - 7T H20 6,59 x 1073
CuSOs4 - 7 H20 2,36 x 104
pH=3.,5

4. tablazat: NIGTI minimal taptalaj (Kubicek & Rohr, 1977)

A nyomelem torzsoldatokat (Fe?*, Zn?>*, Cu?") sterilre sziirtik és

hasonloképpen jartunk el, mint a szénforras hozzaadasakor.

4.2.4. Mangénion adagolasa a fermentéacid soran

A kisérlet célja annak vizsgalata volt, hogy az eltérdé idopontokban
hozzaadott, meghatarozott mennyiségli Mn?** milyen hatassal van a
fermentacids folyamatokra. A vizsgalat sordn mindig két kontrol csoportot

alkalmaztunk:

1. Alacsony mangantartalmi kontrol — a taptalajban <5 pg/l

koncentracioban volt jelen a Mn**.
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2. Magasabb mangantartalmu kontrol — a Mn*" koncentracidja

meghaladta az el6z0 értéket.

A Kkisérleteket harom parhuzamos, 500 mL-es Erlenmeyer-lombikban
végeztilk, amelyekbe az inokulaciét kovetden kiilonboz6 idépontokban
adagoltunk manganiont oldat forméjaban. A hozzdadast minden esetben steril
koriilmények kozott, laminaris aramlast oltofiilkében végeztiik, pipetta

segitségével.

4.2.5. Sterilizalasi eljarasok

Az tivegeszkozok sterilizalasat — beleértve az Erlenmeyer-lombikokat,
kiilonbozé méretli Schott-palackokat és méréhengereket — autoklavozassal
(Raypa AES-75, Raypa, Spanyolorszag) végeztiik. A sterilizalas soran 121°C
homérsékletet alkalmaztunk 30 perces iddtartammal. Amennyiben az
iivegeszk6z nem tartalmazott folyadékot (példadul taptalaj nélkiili
méréhengerek esetében), a belsd tér sterilitasanak biztositasa érdekében ~5 ml

manganmentes vizet toltottiink bele.

4.2.6. Uresg8zos sterilizalas

Ezt a sterilizalasi eljarast a fermentor csiramentesitésére alkalmaztuk.
A fermentor iivegtestét manganmentes vizzel toltottiik fel oly médon, hogy a
folyadékszint a behelyezett elektrodak felett helyezkedjen el, biztositva, hogy
a parolgas soran se csokkenjen az elektrodadk ald. A sterilizalast 121°C-on, 30
perces id6tartammal végeztiik, mint a standard médszer soran. A folyamat
befejezését kovetden a fermentort lizembe helyeztiik, és a benne 1évo vizet
nyomas segitségével eltavolitottuk, majd sterilizalt taptalajjal toltottik fel az

eldirt szintig, aszeptikus kortilmények kozott.
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4.2.7. Razatott lombikos fermentéaciok/ inokulum

A razatott lombikos fermentacidhoz 500 ml-es Erlenmeyer-lombikokat
hasznaltunk (VWR International Kft., Debrecen), 100 ml-es munkatérfogattal.
A tenyésztéseket Infors AG CH-4103 (Infors AG, Bottmingen, Svijc)
horizontalis razégépen végeztik, 250 rpm fordulatszdmon és 30°C-on
inkubalva. A mintavételezést steril laminaris aramlasu fiilkében végeztiik. A
mintavétel alatt a lombikokat kézzel raztuk, az oxigén-hianyos allapot

kikiiszobolése érdekében.

4.3. Bioreaktorban végzett fermentaciok
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5. abra: Sartorius BTwin 5 literes bioreaktor sematikus abrdja

Kisérleteink egy részét laboratériumi bioreaktorban (5. dbra) végeztiik,
ahol a fermentacid és eldkésziiletei hasonloak voltak a korabban ismertetett
1épésekhez. Az iivegbdl késziilt alkatrészeket alapos savas mosasnak vetettiik

ald, mig az acél részeket ebbdl a folyamatbol kihagytuk.
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4.3.1. Bioreaktor A és B Osszehasonlitasa

A fermentaciokhoz két kiilonbozo, 6 literes autoklavozhatd
tivegfermentort alkalmaztunk: egy Sartorius Biostat B (Gottingen,
Németorszag) ¢és egy Inel Kft. (Budapest, Magyarorszag) altal gyartott
rendszert. A tovabbiakban ezeket Bioreaktor A (Sartorius) és Bioreaktor B

(Inel) néven emlitjik.

A két bioreaktor azonos edénygeometridval ¢és 4,5 literes
munkatérfogattal rendelkezik. Fémszerkezeti elemeik egyarant AISI 316L
rozsdamentes acélbol késziiltek (Mn?* tartalom <2%), amely a biotechnologiai
alkalmazasokban leggyakrabban hasznalt acélotvozet (Zhou et al., 2011).
Mindkét bioreaktor 65 mm 4atmérdjli, hatlapatos Rushton-tipusu tarcsas

turbinakeverOkkel van felszerelve.

Jelentds kiilonbség, hogy mig a bioreaktor A kozvetleniil a kisérletek
elott keriilt beszerzésre, a bioreaktor B mintegy 10 éve folyamatos
hasznalatban van. Az évek sordn a rozsdamentes acél alkatrészek feliileti
korrozidja megfigyelhetové valt. A kezdeti kisérletek még a polirozatlan
allapotban zajlottak, majd a korr6zi6 hatasainak vizsgalata érdekében a
bioreaktor B 0sszes rozsdamentes acél komponensét (fedélemez,
szenzorfoglalatok, keverd tengely, mintavételi csé, keverdlapatok)
elektropolirozasnak vetettiik ald. Az elektropolirozast a Zolend Kft.
(Debrecen, Magyarorszag) végezte, €s ezt kovetden tovabbi fermentacios
kisérleteket folytattunk a kezelt bioreaktorral a kioldodasi folyamatok és a

citromsav-termelés dsszehasonlitdsa céljabol.
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4.3.2. Bioreaktorok miikodési paraméterei

A két bioreaktort azonos lizemi paraméterek mellett lizemeltettiik
annak érdekében, hogy az eredmények kozvetleniil Osszehasonlithatok
legyenek. A fermentdciok sordan mindkét rendszerben azonos oldott
oxigénszintet (DO) és homérsékleti beallitasokat alkalmaztunk. Az iizemi

koriilmények a kovetkezok voltak:
. Hoémérséklet: 30°C
. Levegoztetés: 0,75 térfogat per perc (VVM)

. Kezdeti pH: 3,0, amelyet 3M HCl segitségével allitottunk be inokulacio
elott

A pH-t a fermentacié soran nem szabalyoztuk. Az oldott oxigénszintet a
keverdlapatok csucsebességének modositasaval biztositottuk, fenntartva a
30%-o0s telitettséget. A homérsékletet, az oldott oxigénszintet és a
keverdcsucssebességet a bioreaktorok automata vezérldegységei szabalyoztak.
A taptalajveszteség minimalizaldsa érdekében a fejtérbdl tavozd gazt egy
visszafolyo kondenzatoron vezettiik at, amely egy 4°C-os kiilsé hiitéfiirdohéz
csatlakozott, mieldtt a rendszert elhagyta volna. A fermentaciokat aszeptikus

koriilmények kozott inditottuk. Mindkét bioreaktorban addig folytattuk, amig

s

4.3.3. Mn** kioldddas vizsgalata pH-fiiggd kornyezetben

A kisérletek soran a bioreaktor A sterilizalasat liresg6zos autoklavozasi
eljarassal végeztilk annak érdekében, hogy minimalizaljuk a kezdeti Mn?*-
koncentraciot. Ezt kovetden a reaktort foszfatpuffer-oldattal toltottik fel,

értékre allitottuk, biztositva ezzel a megfeleld pH-stabilitast. A kisérlet Mn**-
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limitalt kozeggel indult, igy a kioldodasi folyamat kizarolag a reaktor falarol
szarmaz6 fémionokbol szarmazhatott. A vizsgalat kontrollalt koriilmények
kozott zajlott. A bioreaktorban zajlé folyamatot azonos hdémérsékleti,
levegdztetési és keverési paraméterek mellett tanulményoztuk, hogy a pH
fokozatos csokkentése hogyan befolydsolja a kioldodas mértékét. A kezdeti
pH-érték 3,5 volt, amelyet HCI oldat adagolasaval szabalyoztunk. A pH-t 12
oras 1dokozonként csokkentettiik az alabbi 1épésekben: 3,0; 2,5; 2,2; 2,0; 1,8;
1,6 és 1,4.

4.4. Analitikai modszerek

4.4.1. Mintael6készités
A mintdk megfeleld eldkészitése rendkiviil fontos, a miiszeres
analitikai mérések soran hasznalt eszk6zok egyes részei érzékenyek, konnyen

eltomddhetnek, igy a szilard szennyezok eltavolitasa elsddleges.

Az elézetesen Falcon (20 ml) /Eppendorf (2 ml) csdvekbe levett mintakat 5-7
percig 13.000 rpm-en centrifugaltuk (Pico 17, Thermo Fisher Scientific, USA),
majd a tiszta feliiluszot masik csébe pipettaztuk. A visszamaradt biomasszat
mikroszkopos vizsgéalatok sordn hasznaltuk fel. Esetenként egyetlen
centrifugalds nem biztositotta a teljes sejttormelék-mentesitést, ezért a
mintakat tovabbi 15 percig centrifugdltuk. Az igy eldkészitett bioldgiai
mintakat a mérésig -20°C-on taroltuk. Elemzés el6tt a mintdkat a fermentacios
hémérsékletre (30°C) visszamelegitettiik és tovabbi felhasznalas elott Vortex

segitségével homogenizaltuk.
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crer

A Dbetéplalt szénforrds fogyasat illetve a termelddott citromsav
mennyiségét nagyhatékonysagu folyadékkromatografidval (High Performance
Liquid Chromatography, HPLC) kovettiik nyomon. A méréseket Agilent 1260
Infinity II tipust (Agilent Technologies 1260 Infinity, USA) késziilékkel
végeztilkk, BioRad HPX 87H (Bio-Rad Inc., USA) kolonna segitségével
valasztottuk el a kivant molekulakat, a detektalast refraktiv index detektorral
végeztiilk. A mérés soran izokratikus eluciot végeztiink, 0,5 ml/perc dramlasi
sebeséggel, 10 mM H>SO4 mozgofazis segitségével. A kolonna ¢és a detektor
homérsékletét 55°C-on tartottuk. A HPLC kiértékelés elsé 1épéseként
citromsav oldatokat hasznéltunk. A mérések sordn a citromsav retencios ideje

kortilbeliil 9 perc, mig a D-gliikdz¢é megkozelitdleg 12 perc volt.

4.4.3. Mn*" tartalom meghatarozasa
plazma tomegspektrométert (ICP-QMS) alkalmaztunk (Thermo Fischer
Scientific, Bréma, Németorszdg). A miiszer vezérlését a Plasmalab 2.5
szoftver biztositotta. Szallitogazként 7% (v/v) hidrogén és 93% (v/v) hélium
keveréket hasznaltunk, melyet 6 ml/perc aramlési sebességgel vezettiink be a
késziilékbe. A mangankalibracios gorbéket elemi referencia oldattal allitottuk
elé (1000 mg/l, Scharlab, Sentmenat, Spanyolorszag). Belsé standardként
rédiumot adagoltunk minden mintdba és kalibrald sorozatba, melynek
beallitott koncentracidja 20 pg/l volt. A spektrogram elemzése soran a mangan

jele m/z = 55-nél, a rodium m/z=103-nal lathato.
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4.4.4. Szaraz sejttdomeg meghatarozasa

Az 500 ml-es Erlenmeyer-lombikban végzett kisérleteink soran
kozvetleniil a szénforras kimeriilése utan, a fermentacié végén, hataroztuk meg
a gomba biomassza szdraz sejttomegét (DCW). Ehhez 10 ml mintét vettiink.
Bioreaktorban végzett fermentaciok esetén 24 Orankénti mintavételbol

hataroztuk meg a DCW-t.

A sejt tartalmi mintdkat elére lemért tomegli szlrdpapiron,
vakuumszivattya (Welch 2546C-02, Gardner Denver, USA) segitségével
sztirtink at, majd 25 ml ioncserélt vizzel alaposan atdblitettiink. A
szlir6papirok kezdeti tomegét analitikai mérlegen (Ohaus E01140 Explorer,
Ohaus Corporation, USA) mértik meg. Ezutan a mintdkat 70°C-on
szaritoszekrényben szaritottuk tomegallandosagig, majd a végsd tomeget

szintén analitikai mérlegen hataroztuk meg.

4.4.5. Morfologiai vizsgalatok

A sejtek morfologiai vizsgalatat AxioCam MRcS kameraval felszerelt
Zeiss Axio Imager (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Németorszag) mikroszkdppal
végeztik. A mintdkat mintavétel utan centrifugéltuk, a feliiluszot
lepipettaztuk, majd az Eppendorf-csdben maradt sejteket targylemezen
vizsgaltuk. A  morfologiai jellegzetességeket 40-szeres nagyitason
tanulméanyoztuk. A képeket az AxioVision AC elemzd szoftver segitségével

értékeltiik ki.
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4.4.6. Szamitasok

e Specifikus molaris hozam

A specifikus moldris hozam megmutatja, hogy a sejtek a felhasznalt

gliikéz mekkora részét forditottak citromsav eléallitasara.

Ennek szadmitasa a kovetkezo képlettel torténik:

Ncitromsav

Yoprs) =

nf elhaszndlt szénforras

A Kképlettel vald szamolas soran figyelembe vettik a kiinduldsi és a
fermentacid végén megmaradt szénforras mennyiségét, valamint a citromsav

molaris tomegét.
e Biomassza képzddési hozama

Mpiomassza

Yixss) =

mf elhaszndlt szénforras

e (Gliik6z hasznosulasi rata

Ckezdeti koncentracié — Cvégsc’S koncentracio

tfermentécié kezdete — tfermentécié vége
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e Mangan kioldodasi sebességének meghatarozasa

A fermentédciés folyamat sordan a Mn?*" kioldodasi sebességét a
bioreaktorokbdl idéegységre vetitett koncentracidovaltozas alapjan szamitottuk
amelyet (ICP-MS) technikaval elemeztilk. A kioldodasi sebességet a

kovetkezd egyenlet alapjan szamitottuk:
v=(Ac/At)
ahol
e vaMn?* kioldddasi sebessége (ng/l/h),
e Ac a Mn*" koncentracio valtozasa a mérési idoszak alatt (ug/l),
e At az adott iddintervallum (6ra).

A szamitasokat két kiilonboz6 pH-tartomanyra végeztiikk (pH > 2 és pH < 2),
teljes fermentacios iddszak alatt mért kioldodéasi sebességek atlagat is
meghataroztuk. Az iddszakos mintavételezés lehetové tette a pH-fiiggd

mangénkioldodasi profilok elemzését az egyes bioreaktorokban.

4.5. Statisztikai elemzések

A fermentéaciokkal kapcsolatos valamennyi bemutatott adat harom
fiiggetlen kisérletbél (biologiai ismétlések: ugyanazon paraméterek,
kiilonbozo spora inokulummal) valosult meg, €s minden egyes elsddleges adat
két parhuzamos mérés atlaga ugyanabban a kisérletben (technikai ismétlések).
Az adatokat Sigmaplot 12.0 szoftver (Jandel Scientific, USA) segitségével

abrazoltuk és elemeztilk. Az adatok valtozékonysdgat az egyes eljarasok

rrrrrr
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ANOVA (varianciaanalizis) segitségével hasonlitottuk 6ssze Holm-Sidak-

probaval. A szignifikancia kritériuma minden esetben p<0,05 volt.

4.6. Elektropolirozas

Az elektropolirozés egy elektrokémiai feliiletkezelési eljaras (6. abra),
amelyet széles korben alkalmaznak fémes anyagok, kiilonosen rozsdamentes
acél korrozidallosaganak novelésére ¢€és a felilleti  szennyezdédések
eltavolitdsara. Az eljaras soran az adott fém alkatrészt elektrolitba meritik,
majd anodként csatlakoztatjak egy egyendramu dramkorhdz, mig a katod egy
inert elektrodabol all. Az alkalmazott egyenaram hatdsara az anod felszinén
1évé  mikroszkopikus egyenetlenségek ¢és oxidrétegek fokozatosan

feloldodnak, ami simabb, passzivalt feliiletet eredményez.

A fermentdcidhoz hasznalt rozsdamentes acél komponenseket
elektrokémiai polirozasnak vetettiik ald. Ezt a kezelést egy kiilsé szolgaltato
végezte, igy az eljaras pontos paraméterei nem alltak rendelkezésiinkre. Az
elektropolirozds célja a fémionok, kiilonésen a Mn** kioldodéasanak

minimalizalasa volt.

Egyeniranyito

~
— + —
- :/\_,/\x_ _ F .
Kad liggeszto
Katdd _D
Munkadarab _|:| Katdd
(andd)
Flitbbetét

6. abra: Az elektropolirozas sematikus abrdja (Euro Inox, 2009)
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5. Kisérleti eredmények és értékelésiik

5.1. A. niger NRRL 2270 Mn?" limitalt citromsav fermentacio 5 literes
fermentorban

Az alabbi kontrol fermentacios kisérlet (7. abra) referenciaként szolgalt a

késObbi vizsgalatokhoz, bemutatva a mangan(Il) ion limitalt jelenlétének

hatasat. Mivel minden tovabbi vizsgalat erre €piil, ennek a fermentacidénak a

részletes bemutatasa elengedhetetlen a kisérletek eredményeinek pontos

értelmezéséhez.

160 r 50

—&— D-glikoz (g/1)
—a&— Citromsav (g/l)
—8— Mn”" (ugl)
—m— DCW (g/)

L
140 A
F 60

- 40

120 4

100

40 30
80 - i

Mn™ (pg/h)
DCW (g])

60
F 20

D-glitkéz/ Citromsav (g/1)

- 20

) T T () . 0
0 100 200 300 400

I'ermentacios id6 (6ra)

7. dbra: A. niger NRRL 2270 Mn’* limitdlt fermentdcidjanak HPLC (D-
gliikoz, citromsav), DCW és ICP-MS (Mn’* koncentrdcid) mérési eredményei

A kiindulési gliikoz koncentracid minden fermentéci6 esetében ~140 g/l.
A 7. ébra alapjan jol lathat6 a kezdeti szakaszban (els6 24 ora), a gliikoz szint
szinte valtozatlan ¢s citromsav sem termelddott. Ez magyardzhatdo az
adaptaciés iddszakkal, amikor a mikroorganizmusok alkalmazkodnak a

kornyezetlikhoz és elindul a sejt gyarapodas. A 48. 6érdban mar termel6dott
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citromsav (CA) és a fermentacid végéig novekedést mutatott. A 380. 6raban
leallitottuk a fermentaciot (végso citromsav koncentracio: 142,75 g/1, maradék
gliikéz a fermentlében: 13,80 g/l). A kiszamolt moléaris hozam 101,8%,
jellemzéen nem haladja meg az 100%-ot, mert minden gliikkoz molekulabdl
csak egy meghatarozott mennyiségii termék keletkezhet. Az ilyen eredmény

tobb okbdl is adodhat:

1. Meérési pontatlansagok: Lehet, hogy a kiinduldsi vagy megmaradt
pontos, ami a hozam tulszamitasdhoz vezethet.

2. Fizikai veszteségek: A rendszerben 1évd anyagok (pl. gliikoz vagy
citromsav) egy része veszendobe mehetett (pl. elparolgas, adszorpcid a
fermentacids edény falara), igy a valddi mennyiségek eltérhetnek a

szamitottaktol.

A 7. 4dbran és a Fiiggelék 16. tablazatban szemléltetésre keriilt a Mn?*
koncentraci6 idébeni valtozasa. Jol lathatd, hogy ~300 6rdig fokozatosan, de
lassan novekedett majd a 300. o6ra utan gyors emelkedést mutatott. A
fermentacido kezdetén 1,223 ng/l értéket detektalhattunk, mig a folyamat
végére 27,22 pg/l-t. A végsé Mn(Il) koncentracio 22,26-szor volt magasabb,

mint a kiindulasi.
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5.2.Mn?** hatasa az 4. niger NRRL 2270 citromsav fermentacidjara
5 literes fermentorban
Hasonléan az el6zo kisérlethez, a kovetkezd fermentacié szintén

kontrolként szolgalt (8. abra), ezittal ~30 pg/l Mn?* jelenlétében, lehetdvé téve

crer

160 70 50
140 —@— D-glikéz (g/l)
1 —A— Citromsav (g/l)
—o— Mn™ (ug/l) - 60 - 40
120 —m— DCW (g/l)
3
= i
g 100 Lso ~ T
o | == —_—
5 8D
E ! 2
O A =
X = 2
2 a4 - 40 F 20
E
iy
B a0
30 10
20 A
0 20 -0
0 50 100 150 200 250 300

Fermentécios id6 (6ra)

8. abra: A. niger NRRL 2270 Mn’* terhelt (30 ug/l) fermentdcidjanak HPLC
(D-gliikoz, citromsav), DCW és ICP-MS (Mn®*koncentrdcid) mérési
eredmeényei

A 8. abra és a Fiiggelék 17. tadblazat alapjan megfigyelhetd, hogy a
fermentacio kezdeti szakaszaban (~48. 6raig) a D-gliikoz nagyobb mértékben
csokkent, mint a Mn?* limitalt fermentécid esetében. A szénforras csokkenés
mellett nem volt citromsav termelodés, az 1d0 eldrehaladtaval a
termékkoncentracié lassabban nodvekedett, mint az el6zdekben ismertetett
fermentécio soran. A folyamat 288 oran keresztiil tartott, a végére 59,79 g/l
citromsav termelédott. Osszehasonlitva a Mn?' limitalt fermentacioval 1,32-

szer volt gyorsabb, ami azt jelenti, hogy a fermentacio 32%-kal hamarabb
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zajlott le, viszont 2,4-szer alacsonyabb koncentracidoban termelddott a szerves
sav. A Mn?" limitalt fermentacid soran 142,75 g/l és a Min?* terhelt soran 59,79
g/l citromsav termelddott. Molaris hozamok tekintetében ezek: 1,018 és 0,257

voltak. Az alabbi 6sszehasonlitas szemlélteti a mangan(Il)-ionok gatlo hatasat.

A Mn?* koncentracié id6beni valtozasa hasonloképpen irhato le, mint az
el6z6 fermentacid soran, azzal a kivétellel, hogy a kezdeti koncentraci6 31,45
ng/l volt (Mn?" terhelt fermentacid) és folyamat végére ez az érték 2,045-szor

(64,29 ng/l) lett magasabb a kiinduldshoz képest.

5.3. Citromsav fermentaciok jellemzése bioreaktor A és B-ben

A standard sterilizdlasi eljaradst kovetéen parhuzamos citromsav
fermentaciokat végeztiink bioreaktor A és B-ben azonos koriilmények kozott
(Fliggelék 20. és 21. abra). A szénforras D-gliikoz volt, amelynek kezdeti
feltételek azonosak voltak, a két bioreaktorban a fermentacidk jelentsen
eltértek a négy standard paraméter (pH, biomassza-, szénforras-, és termék
koncentracio) tekintetében. A bioreaktor B-ben a D-gliikdz szintje gyorsabban
csokkent, a kezdeti szénforras 300 ora alatt meriilt ki, szemben a bioreaktor A-
val, ahol ez 360 orat vett igénybe. A végsd biomassza-koncentracidé a
bioreaktor B-ben kétszerese volt a bioreaktor A-énak (33,9 és 15,9 g/l). Az elsd
24 ordban kiillondsen a bioreaktor B biomassza-koncentracidja nott
gyorsabban, elérve az inokulacid utani érték 19-szeresét, mig a bioreaktor A-

ban csak 0tszoros ndvekedést tapasztaltunk ugyanennyi id6 alatt.

A citromsav molaris hozamai azonban magasabbak voltak a bioreaktor

A-ban, mint a B-ben (5. tdblazat). A magas molaris hozamot a Y5> 0,8 (80%)
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értékkel definidltuk (Karaffa & Kubicek, 2003). A bioreaktor B-ben
novekedett kulturdkat nem tekintettiik magas hozamu fermentéacionak (Y s =
0,66 = 0,04), mig a bioreaktor A-ban tenyésztett kulturak magas molaris
citromsav hozamot produkaltak (Yps = 0,91 £ 0,02).

Bioreaktor A Bioreaktor B
Maximalis biomassza 15.94+2.4 339435
konc. (g/l) ’ ’ ’ ’
Biomassza hozam 0,11 +0,01 0,24 + 0,01
(Yx/s) b b b b
Citromsav konc. (g/1) 135 +£3,7 99 +2,6
Molaris hozam (Ypss) 0,91 £ 0,02 0,66 + 0,04
Maximalis glitkkoz
hasznosulasi rata 0,50 +£0,03 0,58 £0,04
(g/l/h)
Maximalis biomassza
+ +
képzodési rata (g/l/h) 0,087+ 0,01 0,150 £ 0,03

5. tablazat: Bioreaktor A és B-ben végzett fermentaciok osszefoglalo
tablazata
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BioreactorB Bioreactor A

9. dbra: Bioreaktor A és B-ben kivitelezett A. niger NRRI 2270 citromsav
fermentdciojanak morfologiai nyomonkévetése
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A két bioreaktorban végzett fermentacio soran megfigyelt tenyészetek
morfoldgiaja eltért egymastol (9. abra): a bioreaktor A-ban az elsd
szakaszokban (168 oraig) a kis, pelletszerti csomok (aggregatumok) és a rovid
hifak dominaltak, amelyek jellemzéek a magas hozamu citromsavtermeld
kultarakra. A bioreaktor B-ben a hosszl hifak jellemezték a tenyészetet, amely
alacsony hozamu citromsavtermeld kultarakkal tarsul. A magas hozamu
morfologia nagyobb hifadtmérokkel (=mikromorfologia) és kisebb pellet-
atmérokkel (=makromorfoldgia) rendelkezik. Ezen két kvantitativ paraméter
valtozasait a fermentaciok soran rogzitettiik (6. tablazat). A bioreaktor A-ban
a 24 6ras kultarak atlagos hifadtmérdje 5,98 + 1,63 pm volt, amely 360 orara
8,67 £ 1,66 um-re nott. A bioreaktor B-ben a maximalis atlagos hifadtmérdk
jelentdsen alacsonyabbak voltak, mint a bioreaktor A-ban, mig a korai
mintavételi idépontok atmérdi jelentdsen kisebbek voltak, mint a késébbi
mintdké. Az atlagos aggregatum méretek jelentdsen megnovekedtek a
fermenticiok soran mindkét minden

bioreaktorban, ¢és 1idépontban

szignifikdnsan nagyobbak voltak a bioreaktor B-ben, mint a bioreaktor A-ban.

Bioreaktor A Bioreaktor B
Mintavétel Atlagos Atlagos Atlagos Atlagos
sy cir aggregatum sl aggregatum
ideje sejtatmeéro p sejtatmero p
meret meret
24 5,98 +£1,63 68+ 11 1,92+ 0,48 218 £ 81
48 6,56 = 1,50 79+ 15 1,90 + 0,49 298 + 96
72 7,12+ 1,75 7413 2,10+ 0,51 306+ 78
96 7,01 1,48 75 £20 2,28+ 0,55 >350
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120 6,78 £1,49 80+ 12 2,05 +£0,68 >350
144 8,12+ 1,84 84 +£10 2,90 + 0,49 >350
168 7,76 £ 1,90 96 + 13 2,48 0,67 >350
192 7,99 + 1,48 102+ 16 2,87+0,74 >350
216 7,12 £1,75 125+£21 3,23 +£0,99 >350
240 8,05+ 1,85 138 +24 3,90 + 0,87 >350
264 8,56 +£1,90 185+ 21 3,90 £ 0,71 >350
288 8,88 +2,01 201 +28 4,14 £0,75 >350
312 8,76 + 1,86 222 +32 4,25+0,77 >350
336 8,99 + 1,54 268 +48 4,68 £1,01 >350
360 8,67+ 1,66 301 £68 5,02 +£0,99 >350

6. tablazat: Az A. niger NRRL2270 micéliumanak atlagos sejtatmeérdje és atlagos
aggregdtum mérete mintavételi ido (orak) fiiggvényeben a bioreaktor A és
bioreaktor B esetében citromsav fermentdaciok soran. Az osszes eredmény

mikrométerben (um) van megadva

Osszegzésként, az A. niger NRRL 2270 torzzsel végzett fermenticiok
soran a bioreaktor A-ban tenyésztett kultirak kivald citromsav-termeloknek
bizonyultak, ¢és a taltermelé metabolizmus minden jellegzetességét mutattak.
Ugyanezzel a torzzsel végzett fermentacid a bioreaktor B-ben azonban azt
eredményezte, hogy a kultirdk a rendelkezésre 4ll6 szénforrds nagyobb részét
biomassza szintézisre forditottdk, ami jelentésen csokkentette a molaris

citromsavhozamot.
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5.4. Mangén koncentraciok alakulasa sterilizalas utan és fermentacio
alatt

kiilonbsége arra engedett kovetkeztetni, hogy az extracellularis Mn?*
koncentracioja eltérd volt a két bioreaktorban. A taptalajt mindkét esetben
ugyanugy készitettiik el, 2 pg/l Mn>" végsd koncentracioval. A 7. tablazat
mutatja a Mn?" koncentracidokat mindkét bioreaktorban a hdsterilizalas el6tt és
utan. A varakozasoknak megfeleléen a taptalajok Mn?" koncentracidja a
sterilizalas el6tt mindkét bioreaktor esetében ~2 pg/l volt. A 30 perces
hésterilizaciot (121°C) kovetben a bioreaktor A-ban Mn?* koncentracio ~41%-
kal nétt, mig a bioreaktor B-ben 10-szeresére ugrott. A 60 perces hosterilizalas
utan a bioreaktor A-ban a Mn?" koncentracioja 44%-kal magasabb volt, mint a
sterilizalas el6tt, mig a bioreaktor B-ban a koncentracié 13-szorosa volt a
sterilizalas elotti értéknek. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
hésterilizalas Mn?* kioldodast okozott a bioreaktorokbol, valamint a kioldodas

lényegesen intenzivebb volt a régi bioreaktor (B) esetében, mint az Gijban (A).

Sterilizalas
Sterilizalas utan Kiilonbség
elott

30 perc 60 perc
Bioreaktor A | 2,05+ 0,10 2,90+ 0,5 2,95+ 0,4 0,85/0,90
Bioreaktor B | 2,01 £0,18 | 20,30 +2,48 | 25,98 +3,02 | 18,29/23,97

7. tabldazat: Mangan (Il)-ion koncentrdcio (ug/l) a bioreaktor A és B-ben az
autoklavban végzett 30 és 60 perces sterilizalas elott és utdan, valamint az atlagos
koncentraciok kiilonbsege.
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pH > 2 pH<2 Teljes fermentacio

Blorif‘ktor 0,0073 £ 0,0006 | 0,0900+0,0085 |  0,0677 + 0,0062
Bioreaktor
b 0,0239+0,0016 | 0,2758 = 0,0189 | 0,1208 +0,0105

8. tablazat: Mn* kioldodasi sebességek (ug/l/h) bioreaktor A és B-ben, a tenyésztési
kozeg pH-ja >2, illetve <2 esetén, az A. niger NRRL 2270 altal végzett citromsav-
fermentdciok soran

A 8. tdbladzat az Mn?** kioldddasi sebességeit mutatja be két kiilonbozo
bioreaktorban (A és B) az A. niger NRRL 2270 torzs altal végzett citromsav-
fermentacid soran. Az eredmények alapjan megfigyelhetd, hogy a mangan
kioldodasa erdsen fiigg a tenyésztési kozeg pH-jatol. Mindkét bioreaktor
esetében jelentésen magasabb kioldddasi sebesség volt mérhetd pH < 2
tartomanyban, mint pH > 2 esetén. A bioreaktor A-ban a mangan kioldodasi
sebessége pH > 2 értéknél 0,0073 pg/l/h volt, mig pH < 2 koriilmények kozott
tobb mint tizszeresére, 0,0900 pg/l/h-ra emelkedett. A bioreaktor B-ben a
kiilonbség még nagyobb volt: pH > 2 esetén 0,0239 ng/I/h, mig pH < 2 esetén
0,2758 pg/l/h, ami tobb mint tizenegyszeres ndvekedést jelentett. A teljes
fermentacios iddszakra vonatkoztatva is jelentds kiillonbség mutatkozott a két
bioreaktor kdzott: mig bioreaktor A-ban az atlagos Mn?* kioldodasi sebesség
0,0677 pg/l/h volt, addig bioreaktor B-ben 0,1208 pg/l/h. Az eltérd kioldodasi
sebességek arra utalnak, hogy a két bioreaktor feliileti tulajdonsagai
kiilonbozhetett, ami befolyasolta a mangan kioldodasanak mértékét. A
nagyobb kioldddasi sebesség bioreaktor B-ben azt is jelezheti, hogy nagyobb
a reaktor feliilet/térfogat aranya, vagy az acél feliilete érzékenyebb a pH-
csokkenésre. A magasabb mangankoncentraci6 a gombak morfologiai

valtozasait is eldidézheti, amely befolyéasolhatja a fermentacio hatékonysagat.
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A pH < 2 melletti kioldédas emelkedése arra is utalhat, hogy ebben a
tartomanyban a bioreaktor anyaganak korrdézidja fokozottabb volt, ami

hosszabb fermentacids folyamatok sordn még jelentdsebb hatast gyakorolhat a

crer

Az egyik eljaras, amelyet a Mn?" kioldodas mérséklésére alkalmaztunk, az
iires g0zos sterilizalasanak nevezett autoklavozasi modszer. Ebben az
eljarasban az autoklavozasi ciklus befejezése utan a kioldhatdé fémionokat
tartalmaz6  minimalis  vizmennyiséget ~Mn*"-mentes  steril  vizzel
helyettesitettiik. Ezzel a modszerrel a Mn?* szint korai megugrasat szinte
teljesen ki lehetett kiiszobolni, bar a kioldodasi aranyok az oltds utan is

hasonldak maradtak.

Egy masik modszer a fémionok kioldodasdnak minimalizélasara a
rozsdamentes acél alkatrészek elektrokémiai polirozasa. Mig a Mn?* kioldodas
kinetikai profiljai még mindig jelentés kioldodast mutattak mind az
autoklavozas, mind az azt kovetd fermentacid sordn, az 5 pg/l kiiszobértéket
csak 48 oraval az inokulalas utan 1épte tal. Kovetkezésképpen a citromsav
molaris hozama csak ~10%-kal (bar statisztikailag még mindig szignifikansan)
volt kevesebb, mint a bioreaktor A-ban elért hozam, elérve az Yps = 0,80 +
0,03 értéket. Végiil a két utobbi modszer kombinalasaval a citromsav molaris
hozama még a (elektrokémiailag polirozott) bioreaktor B-ben is Y= 0,88 +
0,04-re allt vissza. Ezek az értékek statisztikailag megegyeznek a bioreaktor

A-ban kapott értékekkel.

Ezen kombinalt eredmények (liresgdzOs sterilizalas és elektrokémiai
polirozas) a citromsav fermentacid hatékonysaganak optimalizalasa
szempontjabol jelentds 1épéseket jelentenek, kiilonds tekintettel az Mn?*
koncentracio kontrolljara és a fermentacio korai szakaszaban torténd hatékony

beavatkozasra. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak meghatarozasara,
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hogy milyen egyéb fémionok oldodhatnak ki a bioreaktor acélrészeibdl,
valamint, hogy a kiillonb6zd feliiletkezelési technikak, milyen mértékben
csOkkenthetik a Mn?* kioldodéasat. Emellett célszerii részletesen elemezni a
mangankoncentracié ¢és a fermentacidé soran bekovetkezé pH-valtozasok

kozotti kozvetlen Osszefiiggést.

5.5. A pH és az Mn?* kioldodés Osszefliggésének kisérleti vizsgalata
bioreaktorban
Az eldzbéekben ismertetett kisérleteink eredményei arra utaltak, hogy a

mangén kioldodasa dsszefiigghet a kozeg pH-értékének valtozasaval.

Tovabbi kisérleteink célja az volt, hogy meghatarozzuk a pH és az Mn**
kioldodas kozotti Osszefliggést a bioreaktor A-ban, valamint azt, hogy mely
pH-tartomanyokban kezdddik és gyorsul fel jelentdsen a fémion kioldodasa a

fermentor acél részeibol.

25 1

20 1

15

Mn(II) kone. (ppb)

10 A

1,0 1.5 2,0 265 3,0 3.5
pH

10. abra: Mn’* kioldédasanak mértéke 10 mM foszfat puffer oldatban
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11. abra: A pH csokkenés (piros) hatdsa a Mn*" kioldéddsa a bioreaktor A-

bol (zéld)
Mn?* Kkioldédas
pH
10 mM foszfat 100 mM foszfat

3,5 0,494 £ 0,3 0,477+ 0,2
3,0 1,030+ 1,3 1,104 £ 1,4
2,5 1,420+ 2,2 1,457+2,4
2,2 1,660 + 2,1 1,691 £2.4
2,0 2,001 £2,5 2,040 +3,2
1,8 5,080 =12 5,104 +£23
1,6 10,400 + 48 10,466 + 32
1,4 31,600 + 105 32,075+ 120

9. tabldzat: Mn’* kioldédasa (ug/l) a bioreaktor A-bdl a pH fiiggvényében
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Az eredmények megerdsitették, hogy az Mn?**-felhalmozddas pH-
fiiggd: 3,5 és 2,2 kozott elhanyagolhato volt, 2,0-nél kezdett novekedni, majd
2,0 pH alatt meredeken gyorsult (10. és 11. abra). A Mn?" kioldodasi jelleg
gorbéje hasonlo és az aranyok azonosak voltak azokkal, amelyeket az 4. niger

fermentacid soran mértink.

crer

mM-r6l 100 mM-ra) nem befolyasolta érdemben a kioldodast (9. tdblazat), ami
azt jelzi, hogy a pufferkapacitas ebben az esetben nem meghatarozo tényezo a

fémion oldddasi mechanizmusban.

5.6. Mn?" hatasa eltéré idépontokban és koncentracidban razatott
lombikos fermentacié soran
A korabbi kisérletek soran megallapitottuk, hogy az Mn?* kioldédasa pH-
fiiggd, ami fermentacié kdzben is végbemegy. Ipari szempontbdl relevans
kovetkezd kérdés az volt, hogy kiillonbozé idépontokban és koncentraciokban
adagolt Mn?*" milyen hatassal van a citromsavtermelés hatékonysagara €s a
biomassza képzddésére. Ennek vizsgalatara razatott lombikos fermentacidkat
végeztiink 4. niger NRRL 2270 torzzsel, amely soran harom kiilonb6z6 Mn?*-
koncentraciot alkalmaztunk (5, 30 és 100 pg/l), valamint kiilonb6z6

idépontokban adagoltuk a fémionokat a tenyészethez.
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5 ng/ 30 pg/l 100 ug/
Mn?** rdadagolas
(6ra)

Yp/s Yx/s Yp/s Yx/s Yp/s Yx/s

0 0,73+ | 0,25+ | 0,66+ | 0,25+ | 0,35+ | 0,36+
0,05 0,04 0,04 0,05 0,02 0,04

p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p<0,05

3 0,67+ | 0,27+ ]| 0,62+ | 0,26+ | 0,33+ | 0,35+
0,05 0,04 0,05 0,05 0,03 0,04

p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p<0,05

6 0,71+ | 0,26+ | 0,63+ | 0,25+ | 0,39+ | 0,38+
0,04 0,05 0,03 0,03 0,04 0,05

p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p<0,05

12 0,70+ | 0,27+ | 0,64+ | 0,26+ | 0,40+ | 0,33+
0,03 0,04 0,04 0,04 0,05 0,05

p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p<0,05

24 0,72+ | 0,25+ | 0,64+ | 0,24+ | 0,44+ | 0,35«
0,06 0,04 0,03 0,05 0,04 0,04

p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p<0,05

48 0,78+ | 0,23+ | 0,65+ | 0,25+ | 0,52+ | 0,30+
0,04 0,04 0,05 0,05 0,05 0,04

p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p<0,05

7 0,83+ | 0,16+ | 0,77+ | 0,20+ | 0,71« | 0,21+
0,05 0,03 0,02 0,03 0,04 0,04

p>0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05

172 0,88+ | 0,12+ | 0,89+ | 0,13+ | 0,87« | 0,16+
0,04 0,03 0,02 0,03 0,04 0,03

p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

10. tablazat: A mangan(Il)-ion raadagoldasanak hatdsa a citromsav molaris
hozamara (Y,s) és a biomassza képzodesi hozamara (Y.s) az ido fiiggvényében

citromsav fermentdcio soran A. niger NRRL2270 téorzzsel. A kontrol tenyészetek
kezdeti mangan(ll)-ion koncentracioja ~2 ug/l volt. A kontrol tenyészetek termék- és

biomassza-hozamai: Y, (%) = 90,1 £ 2,5 és Yuis (%) = 18,5 = 1,8.
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A kisérletek eredményei azt mutattak, hogy az Mn** adagoléasa jelentds
hatassal van a citromsav-termelésre, kiilonosen a fermentacio Kkorai
szakaszaban. Az Yps értékek az 1d6 el6rehaladtaval fokozatos novekedést

mutattak, és a legmagasabb értékeket 172 6ranal mértiik (10. tablazat).

A kezdeti Mn?" koncentraciok koziil az 5 pg/l és 30 pg/l hasonld hatast
mutattak, mig a 100 ug/l adagolas szignifikansan csokkentette a citromsav
molaris hozamat a fermentacié kezdeti szakaszaban (p<0,05). Ez arra utal,
hogy a tal magas Mn?*" koncentracié gatolja az optimalis metabolikus
folyamatokat, valdsziniileg a citromsav-termelés szempontjabol kedvezdtlen

enzimatikus ¢€s sejtszintli valtozasokat idézve eld.

Ezzel szemben a késdbbi Mn?** adagolés (120 és 172 6ra) mar nem
eredményezett statisztikailag szignifikans eltérést a citromsav hozamban
(p>0,05), ami megerdsiti, hogy a Mn?* negativ hatasa elsdsorban a fermentacio

kezdeti szakaszara korlatozodik.

A Dbiomassza-képzddés tekintetében a valtozdsok kevésbé voltak
markansak, ¢és a kiilonb6z0 iddpontokban torténd Mn?** adagolas nem

eredményezett kovetkezetesen szignifikans eltéréseket.
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5.7. Genetikailag modositott (cexA-tultermeld) torzzsel végzett

fermentacidok

5.7.1. Mn?** adagolas hatasa a citromsav moléris hozamara a cex4
tultermel6 és ATCC 1015 torzs esetében

Razatott lombikos kisérletek soran vizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6
idépontokban ¢és koncentracidkban adagolt Mn?* hogyan befolyasolja a
citromsav molaris hozamat a torzsek esetében. A cE cexA4 taltermeld torzs egy
ujonnan eldallitott mutans térzs volt, amelynek sem a termelékenységét, sem
a mangannal szembeni viselkedését nem ismertiik kordbban. A kisérletek célja
az volt, hogy meghatdrozzuk, milyen mértékben képes tolerdlni a fémion

jelenlétét, és hogyan viszonyul teljesitménye az ATCC 1015 torzshoz.

Mn?* adagolas Y prs)
E‘S’n:zi 0.89 £ 0,08
108 ﬁg ’ 0.33 £ 0,02
300$ i 031 +0,03
508 ﬁg ’ 0,36+ 0,03
10204$g ; 0,34 + 0,02
IOT)Spjlg ’ 0,50 £ 0,08
13312/1 0,68+0,11

11. tablazat: A cE cexA tultermelo torzzsel végzett
raadagolasi kisérletek molaris hozam eredményei

A kontrol csoportban, ahol a tdpkézegben nem volt hozzaadott mangan,
a citromsav molaris hozama volt a legmagasabb (0,89 + 0,08). Ez azt mutatja,

hogy Mn?" jelenléte nélkiil a cexA taltermeld térzs hatékonyan termelte a
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citromsavat. A fermentacié kezdetén (0. ora) torténd Mn?* adagolas jelentds
hozamcsokkenést eredményezett minden alkalmazott koncentracio esetén (11.
tablazat). Ez megerdsiti, hogy a fermentécid korai szakaszaban az Mn?* gatolja
a citromsav-termelést, fliggetleniil attol, hogy alacsony (30 pg/l) vagy

magasabb (500 pg/l) koncentracidoban van jelen.

Tovabbi kisérletek soran dsszehasonlitottuk az 4. niger ATCC 1015 és
cE cexA tultermel6 torzs hozamait. Az eredmények azt mutattdk, hogy a cex4
tultermeld torzs ellenallobb a Mn?** jelenlétére, mig az ATCC 1015 torzs
termelése erdsen gatolt, kiillonosen a fermentaciod kezdeti szakaszaban torténd

Mn?* adagolas esetén (12. tablazat).

MnZ*
konc. 30 100 100 100

(ng/h)

Adagolas
ideje 0 24 48 120 172
(6ra)

cE |ATCC | cE | ATCC| cE |ATCC | cE | ATCC

Torzs | oca | 1015 | cexd | 1015 | cexd | 1015 | cexd | 1015

031 | 0,02 | 0,34 | 0,09 | 0,50 | 0,25 | 0,68 | 0,50
Y o) £ £ + + £ + + +
0,01 | 0,01 | 0,08 | 0,02 | 0,03 | 0,02 | 0,01 | 0,04

12. tablazat: A cE cexA tultermelo és az ATCC 1015 torzzsel végzett
raadagolasi kisérletek molaris hozam eredményei

Az eredmények megerdsitették, hogy az Mn?* jelenléte a fermentacio
korai szakaszaban jelentdsen gatolja a citromsav-termelést, mig késébbi
hozzaadasa mar kevésbé befolyasolja a hozamot. Ez 6sszhangban all korabbi

vizsgalatainkkal.
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5.7.2. A. niger ATCC 1015 és cE cexA thltermeld torzs
osszehasonlitasa Mn?* terhelt kornyezetben 5 literes
fermentorban

A razatott lombikos fermentacios kisérletek eredményei alapjan

megallapitottuk, hogy az Mn?* adagolasatol és koncentraciotol fliggden eltérd
mértékben befolyasolja a citromsav moléris hozamat, és a cexA4 taltermeld
torzs nagyobb toleranciat mutatott a fémionok jelenlétére, mint az ATCC 1015
torzs. A kovetkezd 1épésként 5 literes fermentorban vizsgaltuk meg, hogy
nagyobb 1éptékben hogyan alakul a két torzs teljesitménye Mn?**-terhelt (0.
oratol kezdve) kozegben. A fermentacids iddprofilt 4brazold grafikon
valamennyi mért adatot tartalmazza, mivel a bioreaktorban zajlé folyamatok
értékelése soran az egyes paraméterek egyiittes elemzése elengedhetetlen. A
tényezok valtozasa kolcsondsen befolyasolhatja egymast, igy egy adott
paraméter Onallé vizsgalata nem feltétlentil tarja fel a mogottes

Osszefiiggéseket.
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12. abra: A. niger ATCC 1015 torzzsel végzett 100 ug/l Mn®* terhelt
fermentdcio idoprofilja

A fermentacios idéprofil (12. abra) jol szemlélteti az egyes paraméterek
valtozasait, informaciot szolgaltat a folyamat kiilonb6zd fazisairdl, valamint a
mikroorganizmus metabolikus aktivitasarél. A pH értéke a fermentéacid
kezdetén 2,5 volt, amely fokozatosan csokkent. A pH csokkenése a 20. 6ra
utan felgyorsult, és pH 1,2-nél stabilizalédott. Az oldott oxigénszint (DO)
kezdetben 100% volt, amit 200 rpm kevertetéssel €s intenziv levegdztetéssel
biztositottunk. A 12. 6ra koriil azonban az oxigénszint drasztikusan csokkent,
amely a sejtek gyors novekedési ilitemének ¢és az intenziv metabolikus
aktivitasnak tulajdonithatd. Az elsé 24 o6ra utan a kevertetés emelésével

(konstans 900 rpm) biztositottuk a magasabb (70 - 90%) oldott oxigénszintet.

Citromsav termelés tekintetében a folyamat, kifejezetten alacsony
hozamot produkalt, aminek vélheté oka a Mn?" jelenléte volt (Fekete és mtsai.,

2024). A végs6 koncentracio 1,51 g/l volt, szerves savat 96. 6raban detektaltuk
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elészor, ekkor 0,355 g/l értéket mértiink HPLC segitségével. 216 ora elteltével
1,155 g/l-rel tobb termék volt a fermentlében (Fiiggelék: 18. tablazat).

A széraz sejttomeget (DCW) a végso érték 39,14 g/l volt. Ez az érték
biomassza viszonylatban magasnak szamit citromsav fermentacié soran, mert
a szénforras hasznosulasa nem a termékképzddésre forditodott, hanem a sejt

gyarapodasra.
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13. abra: cE cexA tultermelo torzzsel végzett fermentacio idoprofilja

A cE cexA A. niger torzs esetében az eldzdekben ismertetett
paraméterek hasonldan alakultak a fermentaci6 sordn (13. dbra). Kivételt képez
a citromsav termelddésének mértéke: végsd koncentracioja 36,83 g/l volt, ami
24,39-szer magasabb hozam, mint a sziil6i torzsé (ATCC 1015) (Fuiggelék 19.
tablazat).
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A szaraz sejttomeg (DCW) volumetrikus hozamaban nem
¢észlelhettiink kiugro valtozasokat, ebben az esetben a biomassza tomege a

folyamat végére 37,66 g/l volt, ami kozel azonos az ATCC 1015 torzs

crcr

5.7.2.1. Morfologiai vizsgalatok Mn?* terhelt fermentécio
soran
A morfologiai analizis a fermentaciok soran elengedhetetlen; tobb,
mikroszkoppal lathato élettani kdvetkeztetést lehet beldle levonni (pl. a Mn?*
koncentraciomérés ICP-QMS-sel torténik, de a morfoldgiai sajatossagok is
megmutatjak, hogy a Mn?* limitacié fenndll-e). Razott lombikos fermentacid
soran a morfoldgia — legaldbbis a disszertdciomban hasznalt torzsek esetében
— egyértelmiien megmutatta a mangan-ionok jelenlétét (fonalas) vagy hianyat

(pelletes).

A mangan-hatas kovetkezményeként, a fonalasodas (14. és 15. 4bra)
hatasara a fermentlé viszkozusabba valik, igy a kevertetés, levegdztetés €s az
anyagatadds is nehezebben mennek végbe. Energetikai szempontbol nem
feltétleniil hatékonyabb a rovidebb ideig tartd fermentacid, mivel a
viszkozusabb fermentlé nagyobb energiaigényili, mint a mangan-limitalt

pelletes fermentlé.

68



2 terhelt

Mn

bra: Az A. niger ATCC 1015 térzs morfologidja

14. a

k kozott

énye

I3

koriilm

2 terhelt

dja Mn

r

torzs morfologi

ltermeld
k kozott

U
koriilm

15. abra: Az A. niger cE cexA t

énye

I3

69



5.7.3. A. niger ATCC 1015 és cE cexA thltermeld torzs
osszehasonlitasa Mn?* limitalt kornyezetben 5 literes

fermentorban

A Mn?*-terhelt fermentécids kisérleteink eredményei alapjan vilagosan

kirajzolodott a fémion jelenlétének hatisa a citromsav-termelésre. Mivel a

Mn*" hianya jelenti az optimalis koriilményt a citromsav taltermelés

szempontjabol, sziikséges volt vizsgalni, hogy ilyen kontrollalt, Mn?* limitalt

kornyezetben tapasztalhato-e érdemi kiilonbség a két torzs viselkedésében. Bar

nem vartunk jelentds eltéréseket, a kisérletek célja az wvolt,

hogy

meghatdrozzuk, mennyiben befolyésolja a cex4 gén taltermelése a citromsav

termelést, morfoldgiat optimalis kdrnyezetben, azaz amikor a mangan(II)-ion

jelenléte nem korlatozé tényezo.
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16. abra: ATCC 1015 torzzsel végzett fermentdcio idoprofilja
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17. abra: cE cexA tultermeld torzzsel végzett fermentacio idoprofilja

A fermentécid soran mért pH, oldott oxigénszint, kevertetési sebesség,
citromsavtermelés, gliilkézfogyds, valamint a szaraz sejttomeg (DCW)
valtozasanak idébeli alakuldsat az 16. és 17. dbrak szemléltetik. Az oldott
oxigénszint valtozasaban kisebb eltérés volt megfigyelhetd a két torzs kozott.
A fermentéci6 els6 24 6rajaban az ATCC 1015 sziil6i térzs esetében nagyobb
mértékll csokkenést észleltiink, mint a cE cex4 mutans torzsnél, ami arra
utalhat, hogy a sziil6i térzs kezdeti metabolikus aktivitdsa intenzivebb volt,
ezaltal nagyobb oxigénfelhasznéldst eredményezett. Ezt az eltérést azonban
nem tdmasztottuk ald statisztikai elemzéssel. A citromsav képzddése a Mn?*-
terhelt fermentacidhoz hasonldéan késobb indult meg (jelen esetben ~48 6ra
utan), azonban a mért koncentraciok alapjan a termelés intenziv ndvekedést
mutatott egészen a fermentacié végéig. Ez Osszhangban 4all a korabbi
megfigyelésekkel, amelyek szerint a citromsav tultermelése a korai adaptacios

szakasz utan indul meg jelentdsebben. A két torzs végsd hozama kozott nem
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mutatkozott jelentds kiilonbség. Az ATCC 1015 sziil6éi térzs 107,22 g/l
citromsavat termelt, mig a cE cexA tiltermeld térzs hozama 117,69 g/l volt 318
ora alatt (Fiiggelék: 20. ¢és 21. tablazat). Bar a cE cexAd torzs valamivel
magasabb citromsav-koncentracidot produkalt, az eltérés nem tekinthetd

jelentésnek.

5.7.3.1. Morfologiai vizsgalatok Mn** limitalt fermentacio
soran
A mikroszkdpos felvételek célja a két torzs (ATCC 1015 €s cE cexA)
morfoldgiai kiilonbségeinek szemrevételezése volt, anélkiil, hogy kvantitativ
elemzést végeztiink volna. Az Gsszehasonlitas soran a sejtek elrendezddésére
¢s aggregaciés mintdzatara koncentraltunk; atméré-méréseket €s mas
morfometriai elemzéseket nem végeztiink. A vizualis megfigyelések alapjan

jelentds kiilonbség nem volt észlelhetd a két torzs kozott (18. és 19. abra).

18. abra: Az A. niger ATCC 1015 torzs morfologiaja Mn** limitalt
koriilmenyek kozott
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19. abra: Az A. niger cE cexA tiltermeld torzs morfoldgidja Mn®" limitdlt
koriilmények kozott

6. Eredmények megbeszélése
Kutatomunkam kezdetén még viszonylag kevés informacio allt
rendelkezésre a mangéan(Il) ionok kioldéddsanak mechanizmusairdl; nem

tudtuk, hogy milyen tényezdk befolyasoljak mértékét és dinamikajat.

Az A. niger taptalajaban 5 pg/l alatti Mn** koncentracid elengedhetetlen
feltétele a magas citromsavhozam elérésének (Kisser és mtsai., 1980). Ez
azonban kihivast jelent, mivel mar a csapviz is tartalmazhat akar 3 pg/l Mn?*-
t, egy 1% (w/v) D-gliik6z oldat ennek kétszeresét érheti el, mig egy 15% (w/v)
D-gliik6z oldat akar harmincszorosan is meghaladhatja a kritikus szintet
(Karaffa és mtsai., 2015). Teszteltiik és igazoltuk azt a hipotézist, miszerint a
taptalajban 1év6 szennyezddés mellett a bioreaktor maga is jelentés Mn?* forras

lehet, mivel a korrdzi6 altal kivaltott kioldodas a kritikus szint f61é emelkedhet,
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ezaltal akar 30%-kal csokkentve a citromsav molaris hozamat. Igazoltuk, hogy
arozsdamentes acélotvozetekbdl torténd Mn?* kioldddas elsésorban a standard
autoklavozas €és a fermentacio soran jellemzd erdsen savas (pH < 2) tapkozeg
hatasara kovetkezik be. Emellett azt is kimutattuk, hogy feliiletkezelés és/vagy
egy modositott sterilizacios protokoll alkalmazasdval a magas citromsav

hozam teljes mértékben helyreallithato.

Bar az egyszer hasznalatos bioreaktorok az elmult két évtizedben egyre
elterjedtebbé valtak a biotechnoldgidban, alkalmazdsuk még mindig
els6sorban emlds-, rovar- és novényi sejttenyésztésre korlatozodik (Langer &
Rader, 2018). A mikrobialis fermentécios eljarasok nem tértek at miianyag és
elasztomer alapt egyszer hasznalatos rendszerekre, foként a relative alacsony
oxigéntranszfer-kapacitas miatt (Rader & Langer, 2014). A rozsdamentes acél
bioreaktorokat ezzel szemben tobb szaz kobméteres kapacitasra is szabhatjak,
mikdzben magasabb keverési teljesitményt biztositanak, mint az egyszer
hasznalatos bioreaktorok. A vilag biotechnologiai termelési kapacitasanak
becslések szerint 97%-at rozsdamentes acél bioreaktorok teszik ki (Langer &
Rader, 2018). Az ipari méretli fermentorok mellett a torzsfejlesztés és a
gyartasi folyamatok optimalizalasara szolgalo kis 1éptéki liveg bioreaktorok is
tartalmaznak tobb rozsdamentes acél alkatrészt, példaul a keverd- és
leveg6ztetdrendszert, a mintavevd csoveket, és az elektrodak tartoit. Az acél
komponensek korrézidja soran fellépd fémion kioldddas tehat egy széles
korben eléfordulo jelenség lehet, amelyet azonban a szakirodalomban ritkan

vesznek figyelembe.

Kioldodasi kisérleteink sordn nem vizsgaltunk a rozsdamentes acélban
jelenlévd mas fémiont, igy felmeriilhet a kérdés, hogy okozhatnak-e, legalabb
részben, barmilyen problémat a metabolizmusban vagy citromsav

termelddésben. A vas példaul, amely a rozsdamentes acélban a legnagyobb
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mennyiségben van jelen, bizonyos koncentracio folott csokkenteni képes a
citromsav hozamot (Shu & Johnson, 1948). Azonban mig mi 0,1 mg/l vasat
adagoltunk a taptalajhoz, mas citromsav-termelési protokollok akar 1,3 mg/l
Fe?* koncentraciot is javasolnak. Ezenkiviil lehetséges, bar kisérletileg még
nem igazolt, hogy az emelt vastartalom gatl6 hatésa a citromsav hozamara a
Mn?* hatashoz kapcsolodik, mivel még analitikai tisztasagii vas-sok is
tartalmazhatnak akar 0,5% (w/w) Mn?" szennyezddést (Karaffa és mitsai.,
2021). Ilyen Fe/Mn kolcsonhatasok — az alacsony kiindulasi vastartalom miatt

— a mi kisérleti rendszeriinkben nem 1éteztek.

A 316L rozsdamentes acél otvozetek degradacidja savas kdzegben jol
dokumentalt jelenség, amelynek bizonyitasdra Atapour ¢s munkatarsai
(Atapour ¢s mtsai., 2020) hig sésavas kioldodasi kisérleteket végeztek. A
rozsdamentes acél korrézioja kovetkeztében kiillonbozé  fémionok
szabadulhatnak fel, amelyek befolyasolhatjdk a mikroorganizmusok
metabolizmusat. Noha a rozsdamentes acélbol kioldodé Mn?* mennyiségére
vonatkoz6 vizsgalatok korlatozottak, a savas kozeg és a citromsav
komplexképzddési tulajdonsagai feltételezhetéen fokozzédk az oldodasi
folyamatot (Bastug és mtsai.,, 2007). A citromsav fermentacidja soran
alkalmazott pH < 2 dontd jelentdségii, mivel segit minimalizalni a nem kivant
melléktermékek, példaul az oxalsav képzddését (Ruijter és mtsai., 1999).
Ugyanakkor az ilyen alacsony pH-szint noveli a fémion-kioldodas kockazatat,
amely hatassal lehet az A. miger metabolizmusara. Ennek megfeleléen
kulcskérdés, hogy mangan kioldodik-e és ha igen, akkor mikor, milyen

koncentracidban.

Williamson és munkatarsai (Williamson ¢és mtsai, 2018) monoklonalis
antitest termeltetés soran vizsgaltdk a rozsdamentes acél bioreaktorokbol

kioldodé Mn** hatasait kiilonbozd 1éptékben. Eredményeik Osszevethetok a
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sajat fermentacios kisérleteinkkel, kiilonds tekintettel a Mn?*-koncentraciot. A
kutatas soran 2 I-es, 100 l-es és 6000 I-es bioreaktorokban vizsgaltdk a Mn**
kioldddasat. 2 1-es bioreaktorban: a Mn?*-koncentraci6 6,4 + 0,2 nM-re nott a
fermentécid soran, ami magasabb terminalis galaktozilacidhoz vezetett. 100 1-
es bioreaktorban kiolddédott mennyiség 3,1 = 0,4 nM volt, ami mar kisebb
hatést gyakorolt a glikoziladciés mintazatra. 6000 l-es bioreaktorban a mangan
kioldédasa 1,8 + 0,3 nM-ra csokkent, ami azt mutatja, hogy a nagyobb méretii
rendszerekben kevesebb fémion szabadult fel az acélfeliiletekbdl. A kutatés
megallapitotta, hogy a bioreaktor anyaga és mérete befolydsolja az Mn*

kioldodast, amely képes enzimatikus és metabolikus valtozasokat kivaltani.

A Waksman & Karow (Waksman & Otto, 1946) szabadalomban
ismertetett fermentacios eljarasa tobb ponton is dsszevethetd a jelen kutatas
soran alkalmazott stratégidkkal. Az éaltaluk bevezetett kozegesere
(Replacement Medium) technika célja az volt, hogy a fermentaci6 soran
folyamatosan biztositsa az optimalis tdpanyagellatast, mikdzben eltavolitotta a
felesleges metabolitokat és potencidlisan gatlé anyagokat. Ez a megkdzelités
parhuzamba allithat6 az lires géz0s sterilizalassal, amelynek célja a fémionok,
kiilonosen a Mn?*" eltavolitdsa a fermentdcid kezdeti szakaszaban, igy
csokkentve azok negativ hatdsat a citromsav-termelésre. A morfologiai
optimalizalds terén is hasonlosdgok figyelhetdk meg. A szabadalom
hangsulyozza, hogy a pelletképzddés eldnyds a citromsav-termelés
szempontjabol, mivel javitja az oxigénfelhasznaladst és csokkenti a
melléktermékek képzddését. Hasonld megfigyelések torténtek a jelen
kutatasban is, ahol a Mn?* koncentraci6 szabalyozasaval befolyasolhatd volt a
micélium szerkezete, és a pelletes morfoldgia kedvezdbb citromsav hozamot

eredményezett.
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Tovabbi alternativ megoldast jelenthet a kalium-ferrocianid alkalmazasa,
amely megkoti a fémionokat, ezéltal csokkenti azok bioldgiai hatasait. A US
3941656 szabadalom (Hustede & Rudy, 1976) egy olyan fermentacios eljarast
mutatott be, amely soran meghatarozott idében €s koncentracioban kalium-
ferrocianidot adtak a tapkozeghez. Az eljaras segiti a fémionok eltavolitasat a
fermentacids rendszerbdl, csokkentve ezzel a mangan gatlo hatasat a citromsav
fermentacid soran. Az adagolas optimalis i1dézitése kulcsfontossagu: a
fermentacido koraibb szakaszaban a sporandvekedést segitheti, mig a
citromsav-termelés fazisdban a fémionok megkotése miatt hozzajarulhat a

hozam novekedéséhez.

A fermentécios kozeg Osszetételének modositasa mellett a bioreaktorok
szerkezeti anyaganak kezelése is kulcsfontossagu szerepet jatszhat a fémion-
kioldodds minimalizalasdban. Az eltérd feliiletkezelési technikak
alkalmazasaval csokkenthetd a korrdzio, ezaltal mérsékelve a fermentacio
soran felszabaduld fémionok, koztilk a Mn** mennyiségét. A 13. tablazat
azokat a leggyakrabban alkalmazott feliiletkezelési eljardsokat mutatja be,
amelyek hozzajarulhatnak a bioreaktorok korrozidallosaganak javitasdhoz,

valamint azok eldnyeit és hatranyait is 6sszefoglalja.

Modszer Elonyok Hatranyok Hivatkozas
Tart6s, egyenletes
Berendezést és
feliiletet ad, Han & Fang,
Elektropolirozas aramforrast
csokkenti a . 2019
) igényel
kioldodast
Specialis
Korrozioallo, berendezés Torok és
Plazmakezelés )
vékony, erds réteg sziikséges, mtsai., 2015
koltséges

77



Kémiailag Sériilés esetén o
. . Bejinariu ¢€s
Keramiabevonatok ellenallo, elvesziti
mtsai., 2022
kopasallo hatékonysagat
Kémiailag inert, Kopasra
Teflonbevonatok . . Mahieux,
megakadalyozza a | hajlamos, idével
(PTFE, PFA) 2005
fémkioldodast cserére szorul

13. tablazat: Kiilonbozo feliiletkezelési technikak elonyei és hatranyai a
fémion-kioldodas minimalizalasa érdekében

A feliiletkezelési technikédk Gsszehasonlitdsa alapjan az elektropolirozas
kiemelkedd lehetdséget kinal a fémion-kioldodas csokkentésére, kiilondsen az
ipari fermentéciok soran. Ennek hatékonysagat sajat kisérleteink alkalmaval is
teszteltiik, amelyek soran a bioreaktor B-t vizsgaltuk mind polirozas elotti,
mind polirozott allapotaban. Bar a Mn** kioldodasi kinetikai profilok tovabbra
is jelentds fémion-felszabadulast mutattak mind az autokldvozas, mind az azt
kovetd fermentacid sordn, az 5 pg/l-es kiiszobértéket csak 48 oraval az
inokulacié utan érte el. Ennek eredményeként a citromsav molaris hozama

koriilbeliil 10%-kal volt alacsonyabb, mint a bioreaktor A-ban elért érték.

Végiil, az lires g6z0s sterilizalas és az elektrokémiai polirozas egyiittes
alkalmazaséval a citromsav molaris hozama Yp;s = 0,88 + 0,04-re novekedett,

még a polirozott bioreaktor B-ben is.
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7. Osszefoglalas

Doktori munkdm sordn részletesen vizsgaltuk az Mn?* kioldodasadnak
mértékét és hatasat, valamint kdzvetlen 6sszefiiggést talaltunk a Mn(II) ion
koncentracioja és a f0 citrat exporter fehérjét kodold cexA gén kifejezédése

kozott A. niger esetében.

Vizsgalataink igazoltuk, hogy az Mn?" kioldddasa jelentds mértékben
fiigg a pH értékétdl és az alkalmazott sterilizalasi eljarastol. Megallapitottuk,
hogy a kioldddas pH 2,0 alatt fokozodik, és pH 1,4-nél jelentdsen felgyorsul.
Kimutattuk, hogy az 4. niger NRRL 2270 térzs nem jarul hozz4d az Mn?*
kioldodasahoz, mivel a jelenség hasonloan jelentkezett steril foszfatpufferben
is. A fehérjék, komplexképzd szerek (példaul EDTA) ¢és pufferanyagok
(példaul foszfat) gyorsithatjdk a fémek kioldodasat rozsdamentes acélbol
(Allain & Wang, 2007). A foszfatkoncentracid névelése (10-rél 100 mM-ra)
nem fokozta az Mn?** kioldddasat, jelezve, a foszfatok szerepe csekély a

folyamatban.

A kutatasunk soran elsdként alkalmaztuk az tires g6zos sterilizalast a
fémionok eltavolitasara citromsav fermentacio soran. Az eljaras lehetové tette
a korai Mn**-szint emelkedésének szinte teljes megsziintetését, ezaltal
minimalizélva annak negativ hatdsat a citromsavtermelésre. Ennek ellenére a
leoltas utan a fémionok kioldodasanak ardnya valtozatlan maradt, ami felveti
a bioreaktorok anyagvalasztasanak optimalizalasi sziikségességét a korr6zid és

fémkioldodas csokkentése érdekében.

Eredményeink ravilagitottak arra, hogy az Mn?" hidnya a fermentacio
els6 48 orajaban kritikus a citromsav tultermelés szempontjabol. A bioreaktor
A-ban 168 o6ra elteltével az Mn?** koncentracié meghaladta az 5 pg/l értéket, és
a fermentéci6 végére elérte a 30 pg/l-t, de ez nem csdkkentette a citromsav-

termelést. Razatott lombikos kisérletek soran 5, 30 és 100 pg/l Mn?*
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hozzaadasaval igazoltuk, hogy a fermentacié korai szakaszdban a magasabb
Mn?* koncentraciok jelentdsen csokkentették a citromsav hozamot és novelték
a biomassza képzddését, mig a késObbi szakaszokban hatasuk csokkent. Az

Mn?* hatasa tehat id6fliggo.

A cexA taltermeld torzs magasabb citromsav-hozamot eredményezett
Mn?* jelenlétében is. Mig a vad tipusu torzs csak 1,5 g/l citromsavat termelt
kezdeti 100 pg/l Mn?*" koncentracid mellett, és 107,2 g/I-t Mn?* hianyaban,
addig a cexA taltermeld torzs 36,8 g/l citromsavat termelt Mn?" terhelt
koriilmények kozott és 117,7 g/l-t Mn**-limitalt kornyezetben (14. tablazat).
Ezen tulmenden a cexA tultermeld torzs hatékonyabb gliikozfelvételt mutatott,

amely hozzajarult a magasabb citromsav hozam eléréséhez.

A. niger
NRRL 2270 ATCC 1015 cE cexA
- 100 Moz | 100 |y o | 100
limitalt l\*ﬁ/zﬂ limitalt I\Pﬁ/zt limitalt ;ﬁ’zﬂ
Molaris | 418 0,26 0,70 | 0,13 | 0,76 | 0,27
hozam
1zgc/?;v 29,58 47,1 | 2348 |[39,14| 2522 | 37,66

14. tablazat: Osszefoglalé tablazat: kisérleteink sordan alkalmazott A.
niger torzsek citromsav fermentdcioinak 6sszehasonlitdsa

Az eredmények azt is sugalljak, hogy ha egyszer az 4. niger citromsav
tultermelése megkezdddik a specifikus fermentacios koriilmények hatasara,
akkor az folytatddik a bioreaktor valtozo kornyezeti feltételei ellenére is. A

fermentacio eldrehaladtaval fokozatosan csokken az egyik legkritikusabb
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paraméter, a D-gliik6z magas kezdeti koncentracidja is, de ez sem befolyasolja
a cukor/sav atalakuldsi sebességet. Ezért azt feltételezziik, hogy az Mn?*
hidnyra adott valaszban részt vevo gének a fermentdcid nagyon korai

szakaszaban fejezddnek ki.

Ezek az eredmények hozzédjarulhatnak a citromsav fermentécid ipari
optimalizalasdhoz. A bioreaktorok tervezésekor 1j korr6zidalldo anyagok
alkalmazasa csokkentheti a fémionok kioldédasat, mig a mutans torzsek
fejlesztése révén lehetdség nyilik stabilabb és hatékonyabb citromsavtermeld

rendszerek kialakitasara.
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8. Summary

During my doctoral research, we conducted a more detailed investigation
of Mn?* leaching and its effects compared to previous studies. We identified a
direct correlation between Mn(Il) ion concentration and the expression of the

cexA gene, which encodes the main citrate exporter protein in A. niger.

Our investigations confirmed that Mn?* leaching is significantly influenced
by the pH and the sterilization method used. We determined that the leaching
process intensifies below pH 2.0 and accelerates significantly at pH 1.4. Our
experiments demonstrated that the 4. niger NRRL 2270 strain does not
contribute to Mn?** leaching, as the phenomenon was observed in a similar
manner in cell-free phosphate buffer. It is known that proteins, chelating agents
(such as EDTA), and buffering compounds (such as phosphate) can accelerate
metal leaching from stainless steel (Allain & Wang, 2007). However,
increasing the phosphate concentration from 10 mM to 100 mM did not
enhance Mn?* leaching, indicating that phosphates play a minimal role in this

process.

We were the first to apply empty steam sterilization to remove metal ions
prior to citric acid fermentation. This approach effectively prevented the early
increase in Mn** levels, thereby minimizing its negative impact on citric acid
production. However, after inoculation, the rate of metal ion leaching remained
unchanged, raising the need for optimization of bioreactor material selection

to reduce corrosion and metal leaching.

Our results highlighted that the presence of Mn?** during the first 48 hours
of fermentation is critical for citric acid overproduction. In bioreactor A (A
significant difference is that while bioreactor A was newly acquired just before
the experiments, bioreactor B has been in continuous use for approximately 10

years), after 168 hours, the Mn?" concentration exceeded 5 pg/L and reached
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30 pg/L by the end of fermentation, but this phenomenon did not reduce citric
acid production. In shake flask experiments, the addition of 5, 30, and 100 pg/L
Mn?" demonstrated that higher Mn?** concentrations in the early fermentation
phase significantly reduced citric acid yield and increased biomass formation,
while in later stages, its impact diminished. These findings confirmed that the

effect of Mn** is time-dependent.

Another achievement of our research was the application of the cex4
overexpressing strain, which exhibited higher citric acid production even in the
presence of Mn*". While the wild-type strain produced only 1.5 g/L citric acid
at an initial Mn?* concentration of 100 pg/L and 107.2 g/ under Mn?* limited
conditions, the cex4 overexpressing strain produced 36.8 g/L citric acid under
Mn?* sufficient conditions and 117.7 g/L in Mn?* limited medium (Table 15.).
Additionally, the cex4 overexpressing strain showed more efficient glucose

uptake, which contributed to achieving higher citric acid yields.

A. niger
NRRL 2270 ATCC 1015 cE cexA
Mn?* 100 Mn?* 100 Mn?* 100
. . pg/L .. pg/L | . . pg/L
limited Mn?* limited Mn?* limited Mn?*

Molar 1.018 0.26 070 | 013 | 0.76 | 0.27
yield
DCW | 9958 | 471 | 2348 |39.14| 2522 | 37.66
(g/L)

15. Table: Summary Table: Comparison of Citric Acid Fermentations
Using A. niger Strains in Our Experiments
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The results also suggest that once citric acid overproduction kicks in
under the specific fermentation conditions, the process in the bioreactor will
continue despite of the changing environmental conditions. As the
fermentation progresses, the initially high concentration of one of the most
critical components, D-glucose, gradually decreases, yet this does not affect
the sugar-to-acid conversion rate. Therefore, we hypothesize that the genes
involved in the response to Mn?* deficiency are expressed at a very early stage
of fermentation, after which citric acid overproduction becomes less sensitive

to environmental fluctuations.

These findings could contribute to the industrial optimization of citric
acid fermentation. The application of new corrosion-resistant materials in
bioreactor design could reduce metal ion leaching, while the development of
mutant strains offers the potential to create more stable and efficient citric acid

production systems.
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10. Fiiggelék

10.1 A. niger NRRL 2270 Mn*" limitélt citromsav fermentaci6 5
literes fermentorban

Ferirgzn(tha)cms D-s(ggl;nll)(oz Cltl('(g)/llr;sav DCW (/1) Mn?* (ug/l)
0 145,28 £ 1,2 0 0,32+0,01 1,223 £ 0,04
24 145,03 £ 1,9 0 1,39+0,3 1,705+ 0,73
48 14328+1,3 | 1,82+1,5 29+1,8 2,052+ 1,6
72 132,05+ 0,8 8,719 42+20 2,445+23
0,96 12335+1,3 | 174614 5,56+1,9 2,806+ 0,7
120 110,3+1,3 31,64+ 1,6 6,64 £2,2 3,688+2,1
144 96,69+ 1,7 | 47,13+2,1 7,26 £2.4 3813+1,9
168 81,65+ 1,9 59,9+ 1,8 11,22+2,5 4,511+22
192 67,75+2,1 70,84 £1,7 11,6 £ 0,9 5,06 +2,0
216 57,1+ 1,8 79,8625 | 12,12+ 1,9 5,509+1,3
240 493+£22 88,21+2,4 | 15,66+1,8 5,87+1,6
269 40,7+ 1,8 98,38+2,0 | 16,66+2,0 791+ 1,5
288 34,63+ 1,6 | 104,09+ 1,8 | 18,46+ 1,7 8,97+0,9
312 30,14+0,8 | 111,43+1,3 | 1886+ 1,5 17,27+ 0,6
336 22,88+04 | 117,68 0,7 | 20,74+ 1,1 20,65+ 1,3
360 17,6 £0,2 131,2+1,5 | 21,54+ 0,6 23,81+ 0,4
380 13,8+0,7 | 142,75+0,1 | 22,96+ 0,2 2744+23
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meéresi eredményei (HPLC, DCW, ICP-MS)

crer




10.2  Mn?" hatasa az A. niger NRRL 2270 citromsav
fermentécidjara 5 literes fermentorban
Y PET: P
Ferirggn(tha)cms D (ggll/lll)(oz CA(gl) | DCW (@) ?:g/])

0 145,58 +£0,9 0 0,52 +0,37 31,45+0,3
24 140,60 £ 0,6 0 1,70£0,3 29,31+ 0,5
48 128,66 £ 1,2 0 6,00 £0,9 30,99 + 0,4
72 120,83+ 1,6 | 0,65+0,8 9,12+ 1,3 31,70 £ 1,1
96 106,79 £ 1,8 | 5,19+1,2 10,62+ 1,7 33,00+ 1,6
120 96,15+ 2,1 1298+ 1,6 | 10,90+ 1,4 3473+£1,9
144 7891+1,7 | 2095+19 | 12,68+1,9 3742+1,5
168 63,76 +2,7 | 2991+2,0 | 1502+ 2,5 39,10£2,0
186 5294+1,9 | 3595+22 | 18,32+ 2,6 3947+24
240 23,83+ 14 | 51,39+1,7 | 21,12+1,9 | 4225+1,8
264 15,89+0,7 | 53,86+0,9 | 25,62+1,6 5541+1,4
288 7,090 £0,3 59,79+0,5 | 29,64+ 1,8 64,29 £0,9

eredményei (HPLC, DCW, ICP-MS)
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crer




10.3 Biorekator A és B

20. abra: Sartorius Biostat BTwin 5l-es fermentor (bioreaktor A)
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21. abra: Zentai 12 l-es laboratoriumi fermentor (bioreaktor B)
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10.4 A. niger ATCC 1015 és cE cexA thltermeld térzs Mn?*

g ey

10.4.1 ATCC 1015 Mn?" terhelt fermentécioja

Fez‘(;r:;l;do Cltl(‘(g)/lll;saV D (g;l/lll)(oz DCW (/1)
0 0 147,74 +3,4 | 1,02+0,2
24 0 143,66 + 3,6 1,52+0,1
48 0 131,58 £29 | 6,92+0,5
72 0 12497+13 | 9,14+0,9
96 0,355+0,32 | 118,07+1,9 | 11,46+1,2
120 0,557+ 1,5 107,57 +2,1 | 134+14
144 0,806+ 1,9 102,79 +2,5 | 154612
168 1,015 +2,0 84,85+24 | 17,16+0,9
192 127+23 80,88+ 1,9 | 1926+ 1,1
216 1,36 £1,8 72,64+ 1,8 | 20,06+1,3
240 1,27+ 2,1 64,48+ 1,4 | 25,12+0,8
264 1,52+1,6 53,82+1,2 | 27,36+0,5
288 1,53 +£0,32 4581+0,7 | 34,84+0,7
312 1,51+04 38,49+04 | 39,1414
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10.4.2 ¢cE cexA thltermeld térzs Mn?* terhelt fermentéacioja

Ferm. ido itromsa D-gliiko6z

G| @ | @y | PEWED
0 0 144,24+ 0,3 0,8 +0,05

24 0,274 + 0,05 138,44+ 0,6 1,84 +0,4

48 2,279+0,5 123,39+ 0,9 8,3+0,8
72 4,66 £1,1 112,8+ 1,2 10,46 + 0,9
96 8,00+1,4 102,15+ 1,6 13,06 + 1,3
120 10,629 + 1,7 91,31+ 1,3 15,66 £ 1,4
144 14407+2,0 | 81,05+1,7 | 1954+1,9
168 17,01 £ 2,1 66,62 +2,2 21,58+ 1,8
192 20,89 £ 1,8 56,96+ 2.4 2542 +23
216 24,4+ 1,6 46,5+ 1,9 24,12+ 2,1
240 2734+1,9 37,63+ 1,4 29,02 +1,7
264 28,87+1,3 2521 +£1,6 33,66+ 1,3
288 34,86+ 0,7 16,69 £ 0,9 37,84+ 1,5
312 36,83 +0,6 10,39+ 0,4 37,66+ 1,2

nyomonkovetése
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10.5 A. niger ATCC 1015 és cE cexA tultermeld térzs Mn?" limitalt

crer

10.5.1 ATCC 1015 Mn?" limitalt fermentacidja

Fe(r;‘r‘;;dﬁ Citromsav (g/l) D'?gl/i:;‘éz DCW (g/l) ?:;‘/21;

0 0 143,06+02 | 125406 | 568+0,5
24 0 138,12£0,5 | 2,20+0,7 8’%0§ *
48 0 13507 | 7.50£03 | 9,37+0,9
7 6,99 + 1,2 11685+ 1,1 | 880+09 | 548+12
101 18,1714 | 100,75+13 | 1082<1,1 | nm.
120 2629+ 1,5 882+1,7 | 129415 | 7,69%17
144 38,58 + 1,9 745+£18 | 1450+ 13 | n.m.
168 55,144 2,1 64,67+23 | 16,14+1,7 | 8,88=19
192 68,25+2,5 5436422 | 1842419 | n.m.
216 76,87 + 1,8 4584+1,9 | 18,1022 9’01021 *
240 8525+ 1,9 | 3512+16 | 21,66+24 | n.m.
264 92,58+ 1,5 268417 | 21,78+ 1,9 “(’)598 *
288 100,84+12 | 1452=1,1 | 2416=15 | nm,
318 107,22+ 0,5 0 2348409 | n.m
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10.5.2 cE cexA taltermeld torzs Mn2" limitalt

fermentécidja
cax . R 2
Fez‘;r;;l;do Cltl('(g)/lll;sav D %;1/111)(01 DCW (g/l) ?:;/l)

0 0 145,6 £1,2 1,18+ 0,28 4,90 +0,5
24 0 136,4 £ 0,6 1,62 +0,47 6,13+0,3
48 2,4+ 0,98 133,8 £0,9 6,00+ 1,6 446 +0,9
72 12,88+ 1,9 115,9+0,5 8,94+1,5 6,11+1,5
101 24,86+ 2,2 914+1,2 10,62 £ 0,9 n. m.
120 3403+ 1,7 8291 +1,9 14,10+ 1,3 11,42 +£0,6
144 50,36 + 2,1 64,39+24 14,56 £ 1,6 n. m.
168 62,58+ 1,9 52,36 +£2,2 16,18 £2,3 9,57+ 1,4
192 70,25+ 1,5 41,36 + 1,8 17,12 +£2,5 n. m.
216 81,89+ 1,7 35,84+£1,9 19,58+ 1,6 10,67 £ 0,7
240 89,36 + 1,3 27,32+ 1,4 22,32+1,5 n. m.
264 97,58 £ 1,6 20,36 £ 1,8 22,24+1,3 13,22 +£0,5
288 108,41 + 1,1 1285+ 1,5 | 2448+1,7 n. m.
315 117,69 £ 0,9 0 2522 +1,1 n. m.

nyomonkévetése
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