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1. Bevezetés és célkitiizés

Az itakonsav elsddlegesen biotechnoldgiai uton eldallitott szerves
sav, amelyet legnagyobb mennyiségben az Aspergillus terreus fonalas
1940-es években megkezdddott . Felhasznalasa a multban is igen széles
palettin mozgott: detergensektdl kezdve, gyantdk, festékek, lakkok
alapanyagaként is hasznositottdk, de a lehetdségek napjainkban is
folyamatosan bdviilnek (akril iivegek, mesterséges fogzomanc,
gyogyszer hatdanyag carrier) . Az itakonsavra alapozé ipari termelés
azonban csak, akkor lehetne igazan sikeres, amennyiben az itakonsav
jelenlegi eldallitasi koltségei tovabb csokkennének . Szdmos tanulmany
ezért az elérhetd6 hozamok maximalizalasat, valamint alternativ, olcsobb

szénforras felkutatasat célozza meg .

Doktori kutatdsom soran elsddleges célkitiizés volt D-xildz és D-
gliikdz alapt fermentaciok Osszehasonlitdsa az itakonsav termeltetése
szempontjabol. A D-gliikoz alapti fermentaciok szénforras gradienstdl
fiiggd itakonsav hozama és extrém manganérzékenysége éppen doktori
kutatomunkdm megkezdése elott keriilt felfedésre, ezt a kutatédst
szerettem volna kiterjeszteni D-xildzra. A D-xilozt modellvegyiiletként
kivantam alkalmazni. Tévlati cél az itakonsav olcsobb, ndvényi

biomassza alapu termeltetése.

Tovabbi célkitlizés a fermentdcios taptalaj komponenseinek

manipulalasa a mangan negativ hatasainak visszaszoritasanak érdekében.
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Szakirodalmi el6zmények alapjan, elsdsorban a termeld taptalaj foszfat
nyilik esély arra , hogy Mn(Il)-ionok jelenlétének negativ hatasait
csokkentsiik. Kisérletek tervezésekor sokszor nagyon hasznos timasznak
szamitott, a mar sokkal jobban koriiljart, Aspergillus niger citromsav
tultermelésének tanulményozdsa, amely rokon fajnak és ,testvér
fermentacionak™ tekinthetd. Kisérleteinket elsé 1épésben razatott
lombikos fermentaciok formajaban végeztiikk el, majd az optimalis

paraméterek bedllitasa utan laboratériumi fermentorokban.

Kutatasunk soran mindig kitiintetett figyelmet szenteltiink a
publikacié ravilagitott, mennyire fontos Osszefiiggés allithato fel az A.
terreus morfoldgidja €s a siillyesztett fermentacio itakonsav hozama
kozott , ennek ellenére a mai napig viszonylag kevés informacié all a

témabol rendelkezésiinkre.



2. Anyagok és modszerek
2.1 Alkalmazott torzs és torzsfenntartas

Kisérleteink soran Aspergillus terreus NRRL 1960 (CBS 116.46,
ATCC 10020) vad tipusu, természetes itakonsav taltermeld torzset
alkalmaztunk, amelyet Peter J. Punt professzor laboratériumabol
(Microbiology & Systems Biology, TNO, Zeist, Hollandia) kaptunk .
Félévente a -80°C-on 50% (v/v) glicerinben és 50% (v/v) spdramosdban
(9 g/1 NaCl, és 20 csepp/l Tween 80) tarolt spdraszuszpenzidbol
frissitettiilk torzsiinket, amelyrél 5-6 hoénapon keresztiill vegetativ
atoltasokat végeztiink. A torzset CSL+GIli komplex taptalajon (1.
tablazat) tartottuk fent, atoltast kovetden 5-7 napra mikrobiologiai
inkubdtorba helyeztiikk, ahol 37°C-on inkubdltuk a megfeleld
sporazottsagi szint eléréséig. A kindtt telepeket tartalmazd Petri-
csészéket inkubalast kovetden Parafilmmel lezarva 4°C-os hiitészobaban

taroltuk. Az igy tarolt telepek legalabb havonta atoltasra kertiltek.



1. tablazat A. terreus CSL+ Glu fenntartd taptalaj Osszetétele. A D-
gliikoz eldre sterilezett oldat formajaban, a tobbi komponens sterilezése
utan keriilt hozzdadéasra laminaris d&ramlésu steril fiilkében.

Komponens Koncentracié (g/l)
D-gliikoz 20
kukoricalekvar 20
NaCl 20
Agar 20
pH=35

2.2 Mangan limitalt kornyezet létrehozasa

A pozitiv toltési  fémionok, kivaltképp a manganionok
eltavolitasa végett a desztillalt vizet, illetve a tomény cukoroldatokat
Dowex 50-W-X8 (100/200) kationcseréld gyantaval toltott
iivegoszlopon (440x45 mm) keresztiil vezettiik at, majd késébb a tobbi

komponenst ezekben az ioncserén atesett vizben/oldatokban oldottuk fel.

A sterilezésre €s tarolasra hasznalt Schott-iivegeket, illetve a
razatott lombikos fermentaciok sordn hasznalt Erlenmeyer-lombikokat
0,1 M koncentracioji HCI oldattal megtoltottiink, majd 3-4 Oran
keresztiil allni hagytuk. Ezt kovetden, az elédzéleg manganmentesitett
vizzel kioblitettiik 6ket, igy kimosva az esetlegesen iiveg falara kitapadt

fémionokat.



A mangan gradiens hatasdnak tanulmanyozasakor a végsd
Mn(II) koncentraciot eldre sterilezett MnCly torzsoldat adagolasaval

allitottuk be.

2.3 Fermentaciok

2.3.1 Termeldi taptalaj
Kontroll termeldi taptalajként Kuenz és munkatarsai altal, 2012-
ben optimalizalt itakonsav taltermeld taptalajt alkalmaztuk . Ett6l a

recepttdl valo eltérést az adott kisérletekben kiilon-kiilon jeldlni fogom.

2. tablazat A. terreus itakonsav tultermeld taptalajanak osszetétele .

Komponens Koncentracio (g/1)
KH>PO4 0,1
NH4NO; 3

MgSO4 x 7 HO 1

CaCly x 2 H,O 5

FeClz x 6 H.O 1,67x1073

ZnSO4 x 7 H20 8x1073

CuSO4 x 7 H20 15x1073
pH=3,00

Vas-, cink- és réz nyomelem torzsoldatokat kiilon-kiilon sterilre
szirtiik, majd megfeleld mennyiségben a mar lesterilezett tdptalajhoz

adagoltuk.



Szénforrasok kezdeti koncentracioja kisérletenként eltérd volt:

-D-gliikoz: 10-120 g/l
-D-xiloz: 10-110 g/1
-D-fruktéz: 50-120 g/l
- L-arabinoz: 50-120 g/l

A szénforrasokat is kiilon sterileztiik a nyomelemekt6l és a
sooldattol, majd sterilezés utdn mértilk dket 6ssze lamindris aramlast
steril fiilkében. A D-gliikéz oldatot autokldvban sterileztiik, a tobbi

szénforrast sterilre szurtik.

A vegyszereket a Sigma-Aldrich Kft.-t6] (Budapest) szereztiik be.

Az ettd] eltérd esetek kiilon jelolésre keriilnek.

2.3.2 Razatott lombikos fermentaciok

Sporaszuszpenzio készitéséhez CSL+Gli agaron 3-4 napig
novesztettiik a tenyészeteket, megfeleld sporazottsagi szint eléréséig. Az
agarok feliiletérél spéramoso oldattal (9 g/l NaCl, és 20 csepp/l Tween

80) feldorzsoltiik a spordkat, majd fénymikroszkép és Biirker-kamra

crcr

crer



allitottuk be. A szuszpenzidkat maximum harom hétig hasznaltuk kzben

+4°C-on taroltuk.

A razatott lombikos fermentaciokhoz 500 ml térfogati
Erlenmeyer-lombikokat  hasznaltunk (VWR International  Kft.
Debrecen), 100 ml munkatérfogattal. A tenyésztéseket Infors AG CH-
4103 (Infors AG, Bottmingen, Svajc) horizontalis razogéppel végeztiik
el. Minden esetben 300 rpm-en, és 33 °C-on inkubaltuk a tenyészeteket.
A kezdeti pH értéket 3,0-ra allitottuk, amelyet késdbbiekben, a
fermentacid6 sordn nem szabalyoztuk. A mintavételezést lamindaris
aramlasu steril flilkében vittlik véghez. Mintavételezés kozben a
lombikokat folyamatosan kézzel raztuk az esetleges itakonsav termelés
kiesés elkeriilése végett . A lombikok tomegét taramérlegen lemértiik a
mintavétel utan, €s kozvetlen a kovetkezd mintavételezési pont eldtt, a
tapasztalt parolgast megfelel6 mennyiségii steril manganmentes vizzel

korrigaltuk.

2.4 Analitikai modszerek
2.4.1 Mintaelokészités

Az Eppendorf-csdvekben levett mintdkban a gomba micéliumot
a feliiluszotol laboratoriumi centrifuga segitségével valasztottuk el. A
feliilluszot Ovatosan, pipettaval tavolitottuk el miiszeres analitikai
vizsgalatokhoz. Amennyiben a feliilusz6t zavarosnak talaltuk, a

miuveletet tobbszor megismételtiik. A mintdkat késobbi elemzésig -20°C-
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os fagyasztoban taroltuk, majd mérések eldtt kiolvasztottuk ¢és a
fermentacioval  megegyez6  homérsékletiire  visszamelegitettiik,

homogenizaltuk.

2.4.2 Szénforrasok ¢és az itakonsav koncentraciojanak
meghatarozasa

A betaplalt szénforrasokat ¢és a termel6dd itakonsav pontos
koncentraciojat torésmutatd detektorral felszerelt nagynyomasta
folyadékkromatograffal (HPLC-RI) hatdroztuk meg. A mérésekhez
Agilent 1260 Infinity II (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) ¢és
Gilson 305 (Gilson, Middleton, USA) tipust késziilékeket hasznaltunk.
Az elvalasztashoz Bio-Rad Aminex HPX-87H" kationcseréld kolonnat
alkalmaztunk. A méréseket izokratikus elucioval végeztiik, melyekhez
aramlasi sebességét 0,5 ml/perc értéken tartottuk, a kolonna és a detektor
homeérsékletét 55°C-on. Amennyiben nem xilitol volt a kiindulasi
szénforras és mint megjelend melléktermékként kellett meghatarozni
alkalmaztunk a HPLC késziilékben, desztillalt vizzel eludlva, 0,5 ml/perc
aramlasi sebeséggel. Minden egyéb paraméter megegyezik a korabbi

kolonnaval leirtakéval.
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induktiv csatolast plazma tomegspektrométert (ICP-QMS, Thermo
Fischer Scientific, Bréma, Németorszag) hasznaltunk, melynek
vezérlését Plasmalab szoftver biztositotta. Széllitogazként 7 %(v/v)
hidrogén ¢és 93 %(v/v) hélium elegyet hasznaltunk, amit 6 ml/perc
aramlasi sebességgel aramoltattunk a késziilékben. Mangan- és réz
kalibracios goérbék mono elemi referencia oldattal késziiltek (1000 mg/I,
Scharlab, Sentmenat, Spanyolorszag). Bels6é standardként rodiumot
adagoltunk minden mintéba, illetve a kalibralé sorozatokba, melynek
beallitott koncentracidja igy 20 pg/l volt. Az elvalasztas mangan esetében

55; réznél 65; és rodiumnal pedig 103 m/z értéken tortént.

2.4.4 Szaraz sejttomeg meghatarozas

Azokban a fermentaciokban, ahol itakonsav termelodését
tapasztaltuk, ott kozvetlen a szénforras kimeriilése utan Kkeriilt
meghatarozasra a fungdlis biomassza szaraz sejttomege (DCW). A
fermentlevekbdl 5-5 ml mintat vettiink, melyeket vidkuum segitségével,
elére lemért tomegli szlir6papiron szlrtiik 4t, majd ioncserélt vizzel
alaposan atmostuk. Ezt kovetden 70°C-on szaritészekrényben
tomegallandosagig szaritottuk, majd tomegét analitikai mérleggel

meértik.



2.4.5 Morfologia vizsgalata

A tenyészetek morfologiai vizsgéalatdhoz 10  %(v/v)-o0s
laktofenolos (Fluka Chemie, Buch, Svdjc) festést alkalmaztunk. A festett
mintdkat AxioCam MRc5 kameraval felszerelt Zeiss Axio Imager (Carl
Zeiss AG, Oberkochen, Németorszag) mikroszkoppal fényképeztik. A

felvételek AxioVision AC elemzd szoftverrel lettek kiértékelve.

2.5 Reproduktivitas

A razatott lombikos fermentaciok eredményei 3-5 fiiggetlen
biologiai kisérlet atlagdbol szarmaznak. A kapott eredményeket
Sigmaplot szoftver (Jandel Scientific, San Jose, USA) segitségével
értekeltiik ki és abrazoltuk. A kisérletek soran standard eltéréseket (SD)
allapitottunk meg, amelyek szintén abrazolasra kerliltek. A vizsgalt
csoportok  kozotti  eltérés megallapitishoz ANOVA  analizist
alkalmaztunk Holm-Sidak teszttel. Szignifikancia kritériumként p < 0,05
érteket allitottunk be.
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3. Uj tudomanyos eredmények

Bebizonyitottuk, hogy az Aspergillus terreus NRRL 1960
itakonsav termelésének érzékenysége a fermentlében talalhato
Mn(Il)-ionokkal szemben univerzalis jellegli, szénforrés
fiiggetlen. A taptalaj egyéb komponenseinek manipulalasa nélkiil
csak a manganionok teljes limitalasa mellett (1,5 pg/l) érhetéek
el a legmagasabb hozamok.

Megallapitottuk, hogy 50 g/1 kiinduldsi D-xil6z koncentracid
mellett érhetd el a legmagasabb itakonsav hozam, amig D-gliik6z
alapt fermentéacioknal 100 g/l szubsztratum koncentracio folott
maximalizalhatéak a hozamok.

Felfedeztikk, hogy az Aspergillus terreus NRRL 1960 réz
toleranciaja szénforras fiiggd: glikolitikus tvonalon hasznosuld
szénforrasok alkalmazasakor (D-gliik6z, D-frukt6z) erételjesebb
(3 gl Cu®), amig pentdz-foszfit utvonalon hasznosuld
szubsztratumok (D-xiloz, L-arabindz) esetében alacsonyabb réz
koncentraciok (2 g/l Cu®") mellett érjiik el azt a kritikus
koncentraciot, amikor a konidiospordk mar nem kezdik meg a
csirazasi folyamatot.

Bebizonyitottuk, hogy szénforrastol fiiggden ellenstlyozhatoak a
Mn(II)-ionok karos hatisai Cu(Il)-ionok tobblet adagolasaval.
Hex06z szénforrasokndl réz:mangan arany kozel ezerszeresére

valo emeléssel visszaallithato a teljes mangan limitacid mellett
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elért maximalis hozam (>80%-0s molaris konverzid), ezzel
szemben pentdzok alkalmazasakor csak részben allithato vissza a
mangén limitacié melletti hozam.

Megallapitottuk, hogy a kiinduldsi KH2POs koncentracio
emelésével a tenyészetek szénforrds felvételi rataja és az
itakonsav produktivitasa megemelkedik, masrészrol a rendszer
még érzé¢kenyebbé valik a manganionokkal szemben. Megemelt
fosztatsd koncentracio (0,8 g/l) mellett mar minimalis mangan
jelenlétében felére csokken a fermentacidé hozama a foszfat
limitalt bedllitashoz képest, amelynek egyik oka a talzott
biomassza képzddés.

Szamszertsitett adatokkal igazoltuk, hogy a gomba morfologidja
¢s az itakonsav tlltermelés kozott Osszefiiggés all fenn. A
legmagasabb hozamokat nyujté tenyészetek lekerekedett,
¢lesztére emlékezetetd képleteket produkalnak vastag hifakkal.
Amennyiben a pelletatmérdk novekednek, a hifdk vékonyodnak
valamint a morfologia fonalassd valik, az az itakonsav

termelddésének csokkenését vonja maga utan.
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4. Osszefoglalas

Doktori kutatomunkam soran az A. terreus fonalas gomba
itakonsav termelését tanulményoztam kiilonb6zé szénforrasokon.
Kisérleteim soran fiziologiai megkdzelitést alkalmaztam, probaltam a
taptalaj komponenseinek hatasait megfigyelni a fermentéaciok soran. Az
itakonsav termeltetésével foglalkozo publikaciok meghatirozé trendje
volt az elmult évtizedben a megfeleld alternativ szénforras felkutatasa
annak érdekében, hogy csokkenteni lehessen az itakonsav eldallitasi
koltségeit. A kiillonb6z6 ndvényi hidrolizatumok raciondlis alternativ
szubsztratnak tekinthetdek. Ezért kutatasaim soran kiemelt figyelmet
szenteltem a D-xiléz alapti fermenticioknak, hiszen a ndvényi
hidrolizatumok egyik f6 alkoté komponense. A xil6z alapt fermentaciok
tanulméanyozéasaval jobban megérthetjilk a tenyészet valaszreakcioit,

amelyeket kiilonb6z6 hidrolizatumok fermentacioja soran adnak.

Kisérleteinket a D-gliikoz és D-xiloz szénforrdsok parba
allitasaval végeztik el, ezzel feltérképezve az A. terreus itakonsav
termelését két eltérd biokémiai utvonalon (glikolizis vs. pent6z-fosztat-
utvonal). A mangéan érzékenység tekintetében azonos méddon reagalt a
gomba mindkét szénforrason, mar 5 pg/l folotti Mn(II) koncentracio
szignifikansan rontja a termelt itakonsav hozamat, vagyis az elért

hozamok teljes mangan limitacié mellett (~ 1,5 pg/l) maximalizalhatoak.
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D-gliikkoz esetén a 80% f0lotti molaris konverziok magas
kiindulési szénforras koncentracio (> 100 g/l) mellett érhetéek el. D-
xilozt alkalmazva mar 50 g/l-nél tet6zott a hozam (Y s =0,61), melyet a
kiindulasi xil6éz koncentracid tovabbi novelésével nem tudtunk tovabb
javitani. Mivel xil6zon nem sikeriilt megkozeliteni az elméleti maximalis
hozamokat, megvizsgaltuk a lehetdségét valamilyen melléktermék
felhalmozodasanak, 4m  nagyobb  mennyiségben  semmilyen
mellékterméket sem sikeriilt kimutatni. Egységnyi biomassza
kialakitashoz tobb szénforrdsra van sziikség xiloz alapi fermenticiok
esetében, mint a gliikoz alapuaknal. Ezért a xildéz alapt itakonsavas
fermentaciok hozamat azzal lehetne névelni, ha kézben biomassza eredd

hozamat (Ys) is képesek lennénk javitani.

Miutan megallapitottuk, hogy manganionok jelenléte mindkét
szénforras alkalmazéasakor hasonld negativ hatast fejt ki, megkiséreltiik
ugy valtoztatni a taptalaj komponensek aranyat, hogy képesek legyiink
jelenlétének negativ hatdsa tovabb erdsodott. Bar teljes mangéan
limitaciojanadl nem okozott egyértelmli hozam csokkenést a foszfat
koncentraci6 emelése, mind D-glikéoz mind D-xiléz alapt
fermentaciokat figyelembe véve, 10 pg/l Mn(II) koncentraci6 mellett
mar drasztikusan csokkent az itakonsav hozama 0,8 g/l kiinduléasi
KH2PO4 hozzdadasaval: mindkét szénforrds esetén 40%-al rontva a

molaris hozamot a foszfat limitalt fermentacidkhoz képest. Tehat a
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ellensulyoztuk a Mn(Il)-ionok hatasat D-gliikoz és D-fruktoz
szénforrason. Glikoéz esetében teljes mértékben (Yps =0,82), amig
fruktoz esetében 90%-ban (Y, =0,72) sikeriilt visszaallitani a mangan
limitalt kontroll hozamat, 300 pg/l Mn(Il) jelenlétben. Ekkor kozel
ezerszeres mennyiséget kellett adni rézionokbdl (300-400 mg/l) a
mangéanionokhoz képest. Ezzel szemben csak mérsékelten sikeriilt
enyhiteni a manganionok hozam-csokkentd hatdsit D-xiloz
szénforrason: 3,3 mg/l Cu(Il) koncentracié mellett elért 9%-os molaris
konverziot csupan 25%-ra sikeriilt emelni 100 mg/l1 Cu(Il) adagoléasaval,
amig a mangan limitalt tenyészetek 58%-o0s molaris konverziot
produkaltak. Az L-arabin6z a leggyengébb szénforrasnak bizonyult: még
teljes mangén limitaci6 mellett is csak 32%-0s molaris konverziot értiink,
és 300 pg/l Mn(II) jelenlétben csak nyomnyi mennyiségben termelt a
tenyészet itakonsavat, amin a réz adagolasa nem segitett. Kutatasaink
soran bebizonyitottuk, hogy A. terreus NRRL 1960 réz tolerancidja
szénforras fiiggd, sokkal ellenallobb hex6zokon, mint pentdzok esetében.
A jelenség hatterében feltételezhetden a sejtek gyérebb ATP ellatottsdga
allhat pentozokon torténd fermentacio soran. A fonalas gombak alapvetd
réz detoxifikaldo mechanizmusa soran ATPaz enzimek, ATP

felhasznalasaval tavolitjak el a citoplazmaban felhalmozddo tobblet rezet
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, 1gy ez a mechanizmus joval kisebb hatasfoku lehet pentdézokon valo

novekedéskor.

A kiindulasi szénforras koncentracid valtoztatasat leszamitva,
barmelyik taptalaj komponens ardnyat valtoztattuk, szembetlind, hogy az
A. terreus itakonsav taltermelése erdteljesen fiigg a gomba
morfologiajatol. Teljes mangan limitacio alkalmazasakor (1,5 pg/l Mn*)
a hifak lekerednek, megduzzadnak, 8-10 pm koriili atmérdket felvéve,
amig 5 pg/l Mn(Il) koncentracional koztes morfologiat mutatnak a
tenyészetek. 10 ug/l, vagy a folotti Mn(II) koncentracié esetén 2 um
atmérdji vékony, hosszu hifdk alakulnak ki. A KH>PO4 koncentracio
megemelése 0,1 g/l értekrél 0,8 g/l-re ugyan nem befolyasolja a
hifadatméroket, és nincs kiillonosebb hatassal a pelletatmérékre mangan
limitacid esetén, viszont eldsegiti a nagyobb pelletek (>450 pm)
kialakuldsat méar 10 pg/l Mn(I) jelenlétben. Ezt a morfoldgiai jelenséget

a hozamok valtozasai is huen tiikkrozik.

Az optimalis fermentdcios koriilmények mellett (foszfat és
mangan limitacid), 3,3 mg/l Cu(ll) hozzdadasaval a pelletek atmérdje
atlagban 100 um vagy az alatti, amig a molaris konverziok 80% folottiek.
Amennyiben 300 pg/l Mn(II)-t adtunk a rendszerhez a pelletek ismét 350
um folottiek, gyenge hozamokkal tarsulva. Ezzel szemben amikor a réz
tobblet adagolaséaval sikeriilt visszadllitani a kontroll molaris konverziot,

a pelletek atmérdje 200 um koriili értéken marad a fermentacid végéig.
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Az eldbbieket 0sszefoglalva: az igazdn magas moldaris konverziok
eléréséhez kisebb atmérdjii pelletek (maximum 200-300 pum koriili),
valamint lekerekedett, vastag hifadtmérdji sejtek tarsultak. Ezzel
szemben alacsony molaris konverzioknal rendre vékony, hosszu, elagazd
hifakkal talalkoztunk, hatalmas pelletekkel, vagy az egész fermentlevet
behal6zé micéliummal. A megfelel6 morfologia €s a megfeleld sejttomeg
erdteljes 0sszefliggésben van a gomba (alternativ)légzésével. A kevésbé
viszkézus fermentlé ndveli az anyagéitadasi transzfer ratdkat a
fermentlében, a kisebb atmérdjii pelletek belsejébe pedig kdonnyebben
bediffundal az oxigén, és az egyéb tapanyagok, eldsegitve ezzel az
itakonsav taltermeléshez sziikséges ,,talcsorduld” metabolizmust. Tehat
az A. terreus fonalas gomba itakonsav tultermelése erds Osszefliggést

crers

ellatottsagaval.
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