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1. Bevezetés
A mikroorganizmusok megjelenése a Fold korai fejlodéséhez és

az élet eredetéhez kothetd, els6 formaik ~3,5-4 milliard éve alakultak

ki (Brown, 2007).

Az emberiség évezredek Ota szamos teriileten hasznalja a
mikroorganizmusokat. Eszrevétlen hiiséges , tarsaink” a civilizacio
fejlédése soran mindig jelen voltak (Umo, 1997). Az élesztégombakat
véletleniil haziasitottdk spontan erjedési folyamatok soran, hogy
¢lelmiszereket, példaul kenyeret, bort, sort és csokoladét készitsenek
(Sicard & Legras, 2011). A modern gombabiotechnologia — a gombak
iranyitott tenyésztése bioreaktorokban — 1923-ben valt termel6i
agazatta, amikor a Pfizer hasznalni kezdte az Aspergillus niger
citromsav taltermeld és kivalasztdo képességét. Az A. niger azodta
fehérjéket, enzimeket és mas termékeket el6allito, sokoldal termelési

platformma valt (Cortesdo és mtsai., 2020).

A citromsavtermelést régdéta tanulmanyozzak, de még
napjainkban is vannak tisztdzatlan kérdések (Angumeenal &
Venkappayya, 2013). A magas hozamii A. niger -citromsav
fermentacio egyik kulcstényezdje a mangan-ion: a taptalaj 3-5 ug/l
feletti koncentracidja nagymértékben csokkenti a hozamot (100 ppb
Mn?* koncentracional a hozam ~75%-kal csokken az alacsony Mn?*
szinthez képest; Clark és mtsai., 1966, Kisser és mtsai., 1980). Az
ipari 1éptékli citromsavtermelést rozsdamentes acél fermentorokban

végzik, de a torzsek javitasara és a gyartasi folyamat fejlesztésére
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hasznalt kisméretli liveg bioreaktorok is tartalmaznak rozsdamentes
acél alkatrészeket, amelyekben a mangan 6tvozéelem (Shackelford &
Alexander, 2001). A feliileti korr6zié miatt fémionok, kdztiikk magan-
ionok oldddhatnak ki a fermentaci6 soran, ezzel rontva a fermentaciod

hozamat (Fekete és mtsai., 2022).

Az A. niger citromsav kivalasztasanak mangan(Il) érzékenysége
evolucios valasz lehet a Fold 6si kornyezeteinek valtozé fém
koncentracidira. A korai oceanokban ¢s talajokban végbemend,
jelentés mértékli mangan-oxidacio és lerakodas befolyasolhatta a
mikroorganizmusok anyagcseréjét, koztiikk a citromsav bioszintézis
mechanizmusait (Fischer és mtsai., 2015, Farkas és mtsai., 2021). A
modern fermentacidés technologidkban a mangan koncentracid
minimalizalasa ~ dont6  jelent0ségli a  citromsavtermelés
maximalizalasa érdekében, amely egyfajta visszacsatolds a
természetes evolucios folyamatokbol. Kutatasunknak tehat nem csak
a biotechnologiai alkalmazasok miatt, hanem az alapkutatas

szempontjabdl is jelentdsége van.



2. Célkitiizés

Az A. niger citromsav fermentaciot régota tanulmanyozzak, de
sok kérdés maig megvalaszolatlan. Egyik legfontosabb a manganion-
érzékenység: a taptalaj 5 pg/l feletti Mn?* koncentracioja befolyésolja

citromsav hozam is (Karaffa & Kubicek, 2003).

A citromsav fermentdcidja savalld acélt is tartalmazo
bioreaktorokban zajlik; az acél egyik nélkiilozhetetlen 6tvozoeleme a
mangan. A disszertaciom alapjaul szolgald kutatas egyik célkitlizése
a mangan(Il)-ionok kioldédasanak vizsgalata volt a sterilezés és a
fermentacio soran. Ennek érdekében meg kivantuk hatarozni a
kioldodast befolyasold technologiai és bioldgiai tényezoket, valamint
a kioldodéas idobeli lefutasat, és olyan megoldasokat kerestiink,

amelyek cs6kkenthetik ezt a jelenséget.

A citromsav a cex4 gén altal kodolt transzporter fehérje révén jut
ki a gombasejtbdl a fermentlébe. Kutatasom masik célja a cex4 gén
¢s a Mn(II)-ionok kolcsonhatasanak vizsgalata volt. Ehhez egy cexA4-
tultermelé 4. niger mutanst alkalmaztunk, amely Ilehet6séget

biztositott a kolcsdnhatasok részletes tanulmanyozasara.



3. Alkalmazott médszerek
Kisérleteink soran Aspergillus niger ATTC 1015, NRRL 2270

(ATCC 11414) és cE cexA citromsav termel0 torzseket hasznaltuk.

3.1. Fermentaciok elokészitése, kivitelezése és

Kiértékelése

3.1.1. Fenntarté taptalaj

A torzseket NIG1 (6 g/l NaNO;s, 1,5 g/l KH2PO4, 0,5 g/ MgSOs4 -
7 H0, 0,5 g/l KCI, 1,5 g/l agar, 20 g/l D-gliikk6z, pH=5 ) minimal
taptalajon (a taptalaj komponenseit a VWR International Kft.,
Debrecen ¢és Sigma-Aldrich Kft. szolgaltatta) tartottuk fent. A
Maillard reakcié (Martins, Jongen, & van Boekel, 2000) elkeriilése
érdekében a D-gliikkoz torzsoldatot (50% (w/v)) kiilon sterileztiik és
adtuk a taptalajhoz. A sziikséges esszencialis fémionok megfeleld
aranyt Dbiztositdsa érdekében a taptalajt nyomelemoldattal
egészitettiik ki, amelybdl 20 pl-t adagoltunk 100 ml taptalajhoz. A
nyomelem torzsoldat komponensei ¢és azok koncentracioi a
kovetkezok voltak: 10 g/l EDTA, 4,4 g/l ZnSO4-7H20, 1,01 g/l
MnCl:-4H:0, 0,32 g/l CoClz-6H:0, 0,315 g/l CuSO+-5H:0, 0,22 g/l
(NH4)sM07024:4H:0, 1,47 g/l CaCl.-7H20 ¢és 1,1 g/l FeSO4-7H20.



3.1.2. Termelo taptalaj
A fermentacidhoz sziikséges taptalaj (NIGT1) el6készitése soran a
komponenseket kimértiik és manganmentes vizben oldottuk fel. A f6
Osszetevok a kovetkezok voltak: D-gliikdz (140 g/1), (NH4)2SOa4 (2,5
g/1), KH2POs (0,15 g/1), MgSOs - 7 H20 (2,25 g/1) és NaCl (0,15 g/l).
A sziikséges nyomelemeket FeCls - 6 H20 (4,84 x 10~ g/l), ZnSOx -
7 H20 (6,59 x 1072 g/1) és CuSOs - 7 H20 (2,36 x 10~ g/1) biztositotta.
A pH-t 3,5-re allitottuk be. A nyomelem-tdrzsoldatokat steril
szliréssel készitettiik eld, a D-gliikoz torzsoldatot (50% w/v) pedig az

eléz6ekben ismertetett modon adagoltuk a taptalajhoz.

3.1.3. Mangan- limitalt kornyezet megteremtése
A magas hozam eléréséhez eclengedhetetlen a mangan-ionok
eltavolitasa. A Mn(II)-mentes vizet és D-gliikoz-oldatot kationcseréld
gyantaval (Dowex 50-W-X8) toltott oszlopon ioncserélt vizbol
allitottuk el6. A gyantat 1 M-os HCl-oldattal regeneraltuk, majd
semleges pH-ig mostuk. Az igy tisztitott vizet lassu aramlassal Mn?*-
mentes ilivegedénybe gyljtottiik, és minden tovabbi oldatot ebbdl

készitettiink.

Az inokulumok eléallitasahoz 500 ml-es Erlenmeyer-lombikokat,
mig tobb literes fermentdcidkhoz {ivegtestli bioreaktorokat
alkalmaztunk. Az tivegeszk6zoket Mn?* eltavolitasa céljabol 1 M-os
HCl-oldattal t6ltottiik meg, és 3-4 oran at allni hagytuk. Ezt kovetoen
Mn?"-mentes vizzel Oblitettiilk, hogy a savat és az ionokat teljes

mértékben eltavolitsuk.



3.1.4. Sterilizalas

Az livegeszkozok sterilizalasat autoklavozassal végeztiik,
121°C-on, 30 percen keresztiil. Amennyiben az {ivegeszkdz nem
tartalmazott folyadékot (pl. taptalaj nélkiili mér6hengerek), a sterilitas

biztositasa érdekében ~5 ml manganmentes vizet toltottiink bele.

A fermentor csiramentesitésére {iresgdzOs sterilizalast
alkalmaztunk. A fermentor livegtestét manganmentes vizzel toltottiik
fel ugy, hogy az elektrodak felett helyezkedjen el, megakadalyozva a
parolgas miatti szintcsokkenést. A sterilizalast 121°C-on, 30 percen
keresztiil végeztik, majd a fermentort {lizembe helyeztik. A
sterilizalas utdn a benne 1év0 vizet nyomas alatt eltavolitottuk, és a

reaktort steril taptalajjal toltottiik fel, aszeptikus koriilmények kozott.

3.1.5. Fermentaciok

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, Svajc) horizontalis razoégépen végeztiik, 250 rpm
fordulatszamon és 30 °C-on inkubalva. A mintavételezést steril
laminaris 4ramlast fililkében végeztik. A mintavétel alatt a
lombikokat kézzel raztuk, az oxigén-hianyos allapot kikiiszobdlése

érdekében.



Kisérleteink egy részét laboratdriumi bioreaktorban végeztiik,
ahol a fermentacio és eldkésziiletei hasonléak voltak a korabban
ismertetett 1épésekhez. Két kiilonbozoé, 6 literes autoklavozhato
iivegfermentort alkalmaztunk: Sartorius Biostat BTwin (Gottingen,
Németorszag) és egy Inel Kft. (Budapest, Magyarorszag) altal
gyartott rendszert. A tovabbiakban ezeket Bioreaktor A (Sartorius) és
Bioreaktor B (Inel) néven emlitem. A két bioreaktor azonos
edénygeometriaval és 4,5 literes munkatérfogattal rendelkezik.
Fémszerkezeti elemeik egyarant AISI 316L rozsdamentes acélbol
késziiltek (Mn?" tartalom <2%). Mindkét bioreaktor 65 mm atmérdji,
hatlapatos Rushton-tipusu tarcsas turbinakeverdkkel 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 soran a rozsdamentes acél alkatrészek
feliileti korr6zioja megfigyelhetove valt. A kezdeti kisérletek még a
polirozatlan allapotban zajlottak, majd a korr6zid hatasainak
vizsgalata érdekében a bioreaktor B Osszes rozsdamentes acél
komponensét (fedélemez, szenzorfoglalatok, keverd tengely,
mintavételi ¢sd, keverdlapatok) elektropolirozasnak vetettiik ala. Az
elektropolirozast a Zolend Kft. (Debrecen, Magyarorszag) végezte, és
ezt kovetden tovabbi fermentacios kisérleteket folytattunk a kezelt
bioreaktorral a kioldodasi folyamatok és a citromsav-termelés

Osszehasonlitasa céljabol.



A két Dbioreaktort azonos {izemi paraméterek mellett
lizemeltettilk annak érdekében, hogy az eredmények kozvetleniil

Osszehasonlithatok legyenek.

3.1.6. Analitikai médszerek

A betaplalt szénforras fogyasat illetve a termel6dott citromsav
mennyiségét nagyhatékonysdgu folyadékkromatografiaval (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC) kovettiik nyomon. A
méréseket Agilent 1260 Infinity II tipusu (Agilent Technologies 1260
Infinity, USA) késziilékkel végeztiik, BioRad HPX 87H (Bio-Rad
Inc., USA) kolonna segitségével valasztottuk el a kivant molekulakat,
a detektalast refraktiv index detektorral végeztik. A mérés soran
izokratikus eluciot végeztiink, 0,5 ml/perc aramlasi sebeséggel, 10
mM H,SOs4 mozgofazis segitségével. A kolonna és a detektor
hémérsékletét 55°C-on tartottuk. A HPLC kiértékelés elsé 1épéseként
gliikdéz és citromsav oldatokat hasznaltunk. A mérések sordn a
citromsav retencios ideje koriilbeliil 9 perc, mig a D-gliik6zé

megkdzelitleg 12 perc volt.

crcr

csatolasti plazma tomegspektrométert (ICP-QMS) alkalmaztunk
(Thermo Fischer Scientific, Bréma, Németorszag). 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 aramlasi sebességgel vezettink be a késziilékbe. A

8



mangankalibracidés gorbéket elemi referencia oldattal allitottuk eld
(1000 mg/1, Scharlab, Sentmenat, Spanyolorszag). Bels6 standardként
rédiumot adagoltunk minden mintaba és kalibralo sorozatba, melynek
beallitott koncentracioja 20 ug/l volt. A spektrogram elemzése soran

a mangan jele m/z = 55-nél, a rodium m/z=103-nal lathato.

4. Uj tudomanyos eredmények
1. Bizonyitottuk, hogy a bioreaktor allapota és anyagi
osszetétele meghatarozo szerepet jatszik az A. niger citromsav-

termelésében és morfologiajaban.

Parhuzamos fermentaciok soran kimutattuk, hogy bar a
kezdeti feltételek azonosak voltak, a bioreaktor B-ben végzett
fermentacio gyorsabb D-gliikoz fogyast, fokozott biomassza-
képzddést és alacsonyabb citromsav-hozamot eredményezett (Yys =
0,66), mig a bioreaktor A-ban végzett fermentacid soran a citromsav
tultermelés jellemzo jegyei voltak megfigyelhetok (Yps=0,91). A két
bioreaktorban fejlodo tenyészetek morfoldgiaja is jelentdsen eltért: a
bioreaktor A-ban kompakt, kis atmérdjii aggregatumok és nagyobb
hifadatméré alakult ki, mig a bioreaktor B-ben hosszi hifak
dominaltak, amelyek az alacsony citromsav-termeléssel korrelalnak.
Eredményeink alatamasztjak, hogy a bioreaktor anyagabo6l kiold6do
komponensek, illetve a korr6zié kovetkeztében bekovetkezd
valtozasok metabolikus eltérésekhez  vezethetnek, amelyek

kozvetleniil befolyasoljak a citromsav-termelést.
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2. Bizonyitottuk, hogy a hésterilizalas folyaman Mn?*

kioldodas kovetkezik be.

A Dbioreaktor A ¢és B citromsavtermelésének és
koncentraci6 eltérd volt a két bioreaktorban (1. tablazat). A taptalajt
mindkét esetben ugyanugy készitettik el, 2 pg/l Mn** végsd
koncentracidval. A varakozasoknak megfelelen a taptalajok Mn?*
koncentracioja a sterilizalas el6tt mindkét bioreaktor esetében ~2 ng/l
volt. A 30 perces hésterilizaciot kovetden a bioreaktor A-ban Mn**
koncentracié ~41%-kal nétt, mig a bioreaktor B-ben 10-szeresére
ugrott. A 60 perces hésterilizdlds utian a bioreaktor A-ban a Mn?**
koncentracidja 44%-kal magasabb volt, mint a sterilizalas el6tt, mig a
bioreaktor B-ban a koncentracié 13-szorosa volt a sterilizalas el6tti
értéknek. Ezek az eredmények arra utaltak, hogy a hsterilizalas Mn?*
kioldédast okozott a bioreaktorokbol, valamint a kioldodas
lényegesen intenzivebb volt a régi bioreaktor (B) esetében, mint az

ujban (A).
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Sterilizalas
Sterilizalas utan | Kiilonbség
elott
30 perc | 60 perc
Bioreaktor 290+ | 295+
2,05 +0,10 0,85/0,90
A 0,5 0,4
Bioreaktor 20,30+ | 25,98 +
2,01 £0,18 18,29/23,97
B 2,48 3,02

1. tablazat: Mangan(Il)-ion koncentracio (ug/l) a bioreaktor A és B-
ben az autoklavban végzett 30 és 60 perces sterilizalas elétt és utan,
valamint az atlagos koncentraciok kiilonbsége.

3. Igazoltuk a Mn?*" kioldodas minimalizalasa érdekében
alkalmazott iiresgézos sterilizalas és elektrokémiai polirozas

hatékonysagat.

Az iiresgdzos sterilizalas csokkentette a kezdeti Mn?" szint
megugrasat, mig az elektrokémiai polirozas révén a bioreaktor B-ben
a citromsav molaris hozama (Y,s = 0,80 = 0,03) kozelitette a
bioreaktor A-ban kapott értéket. A két modszer kombinalasa révén a
citromsav molaris hozama Yps = 0,88 + 0,04-re allt vissza,

statisztikailag megegyezve a bioreaktor A hozamaival.
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4. Megallapitottuk, hogy az Mn>" Kkioldédasa szoros

osszefiiggést mutat a kozeg pH-értékével.

pH 3,5 és 2,2 kozotti tartomanyban az Mn** kioldodas
elhanyagolhaté mértékii volt, azonban pH 2,0 alatt a kioldodas titeme
meredeken nétt (1. abra). A pH 1,6 alatti értékeknél az Mn>'-
koncentracié ugrasszerii emelkedése volt megfigyelhetd, vagyis az
acelotvozetbdl torténd fémion kioldodas ezen a pH-tartoméanyon beliil

er6sodik fel jelentésen.

4.0

pH
o
n

Mn(II) koncentricié (ug/l)

1,0

1d6 (h)

1. dbra: A pH csokkenés (piros) hatisa a Mn’" kioldédasra a
bioreaktor A-bol (zold)

crer

nem befolyasolta az Mn?* kioldédasanak mértékét, ami arra utal, hogy
a pufferkapacitds nem meghatarozo tényez6é a fémion olddodasi

mechanizmusaban.
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5. Megallapitottuk, hogy a manganionok hatasa idéfiiggo,
és csak a fermentacié kezdeti szakaszaban befolyasolja jelentésen

a citromsavtermelést.

A kisérletek eredményei azt mutattdk, hogy az Mn?**
adagolasa jelentOs hatassal van a citromsav-termelésre, kiilondsen a
fermentacio korai szakaszaban. Az Y, értékek az id6 elérehaladtaval
fokozatos novekedést mutattak, a legmagasabb értékeket 172 6ranal

meértik.

A kezdeti Mn** koncentraciok koziil az 5 pg/l és 30 pg/l
hasonl6é hatdst mutattak, mig a 100 pg/l adagolas szignifikdnsan
csokkentette a citromsav molaris hozamat a fermentacidé kezdeti
szakaszaban (p<0,05). Ez arra utal, hogy a tal magas Mn?"
koncentracié gatolja az optimalis metabolikus folyamatokat,
valészintileg a citromsav-termelés szempontjabdl kedvezétlen

enzimatikus és sejtszintli valtozasokat idézve el6.

Ezzel szemben a késébbi Mn?" adagolas (120 és 172 6ra) mar
nem eredményezett statisztikailag szignifikans eltérést a citromsav
hozamban (p>0,05), ami megerdsiti, hogy a Mn?" negativ hatasa a

fermentacid kezdeti szakaszara korlatozodik.

A biomassza-képzddés tekintetében a valtozasok kevésbé voltak
markansak, ¢és a kiillonb6zoé idopontokban torténd Mn?** adagolas nem

eredményezett kovetkezetesen szignifikans eltéréseket.
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6. Megallapitottuk, hogy a cexA tiltermelé6 torzs ellenallébb a

Mn?* jelenlétére, mint az ATCC 1015 sziil6i torzs.

Megallapitottuk, hogy a Mn?* jelenléte és koncentracidja eltérd
mértékben befolyasolja a citromsav molaris hozamat. A cex4
taltermeld torzs toleransabb a Mn?* jelenlétére, mint az ATCC 1015
torzs. Mn?* jelenlétében (100 pg/l) az ATCC 1015 tdrzs citromsav-
termelése jelentOsen visszaesett, és mindossze 1,51 g/l végsod
koncentraciot ért el. Ezzel szemben a cex4 tultermeld torzs ugyanezen
korlilmények kozott 36,83 g/l citromsavat termelt, ami 24,39-szer
magasabb hozamot jelentett. A biomassza-koncentracié mindkét torzs
esetében hasonld maradt. Mn?*-limitalt koriilmények kozott az ATCC
1015 torzs végsd citromsav-koncentracioja 107,22 g/l volt, a cexA
tultermeld torzs 117,69 g/l volumetrikus hozamot produkalt. Ez azt
jelzi, hogy a cexA tultermelése Mn?" hianyaban is mérhet6 elényt

biztosit.
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5. Osszefoglalas

Doktori munkam soran részletesen vizsgaltuk az Mn?*
kioldodasanak mértékét és hatasat, illetve kozvetlen Osszefiiggést
talaltunk a Mn(II) ion koncentracidja €s a fo citrat exporter fehérjét

kodolo cexA gén kifejezodése kozott 4. niger esetében.

Igazoltuk, hogy az Mn?* kioldodésa fligg a pH értékétol és az
alkalmazott sterilizalasi eljarastol. Megallapitottuk, hogy a kioldodas
pH 2,0 alatt fokozodik, és pH 1,4-nél felgyorsul. Kimutattuk, hogy az
A. niger NRRL 2270 torzs nem jarul hozza az Mn?* kioldédasahoz,
mivel a jelenség hasonloan jelentkezett sejtmentes foszfatpufferben
is. A foszfatkoncentracido novelése (10-r61 100 mM-ra) nem fokozta

az Mn** kioldddasat, jelezve a foszfat csekély szerepét a folyamatban.

A kutatasunk soran elséként alkalmaztuk az iires gozos
sterilizalast a fémionok eltavolitasara citromsav fermentacié soran.
Az eljaras szinte teljesen megakadalyozta a korai Mn**-szint
emelkedést, minimalizalva annak negativ hatdsat a citromsav
termelésre. A leoltas utan azonban a fémionok kioldodasa valtozatlan
maradt, ami jelzi a bioreaktor anyagi mindségének fontossagat a

korrdzio és fémkioldodas csokkentésében.

Bebizonyitottuk, hogy az Mn** hidnya csak a fermentacio els6
48 orajaban kritikus a citromsav taltermelés szempontjabol. A
bioreaktor A-ban 168 ora elteltével az Mn?* koncentracido meghaladta
az 5 pg/l értéket, €s a fermentacio végére elérte a 30 pg/l-t, de ez nem
csokkentette a citromsav-termelést. Mangan-adagolasos kisérletekkel
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igazoltuk, hogy a fermentacio korai szakaszaban a magasabb Mn?*
koncentraciok jelentGsen csokkentették a citromsav hozamot és
novelték a biomassza képzOdését, mig a késObbi szakaszokban

hatasuk csokkent. A Mn?* hatasa tehat id6fiiggo.

A cexA taltermelé 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?** koncentracio mellett, és
107,2 g/l-t Mn*" hidnyaban, addig a cex4 taltermeld torzs 36,8 g/l
citromsavat termelt Mn?* terhelt koriilmények kozott és 117,7 g/I-t
Mn?" limitalt kdrnyezetben (2. tablazat). Ezen tilmenden a cexA
tultermel$ torzs magasabb rataval vette fel a gliikozt, ami szintén

hozzéjarul a magasabb citromsav hozamhoz.

A. niger
NRRL 2270 ATCC 1015 cE cexA

Mn?* 100 Mn?* 100 Mn?* 100

e e pg/l o s pe/l | . ... pg/l

limitalt Mn?* limitalt Mn?* limitalt Mn?*
Molaris

1,018 0,26 0,70 0,13 0,76 0,27
hozam
lzg/zv 29,58 47,1 23,48 | 39,14 | 25,22 | 37,66

2. tablazat: Kiilonbozé A. niger torzsek fermentdcios eredményeinek
osszefoglaldasa
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Eredményeink szerint ha az A. niger citromsav tultermelése
megkezdddik a specifikus fermentacids korilmények hatasara, akkor
az folytatddik a bioreaktor valtozo kornyezeti feltételei ellenére is. A
fermentacio eldrehaladtaval fokozatosan csdkken az egyik
legkritikusabb paraméter, a D-gliik6z magas kezdeti koncentracioja
is, de ez sem befolyasolja a cukor/sav atalakulasi sebességet. Ezért azt
feltételezziik, hogy az Mn?* hidnyra adott valaszban részt vevd gének

a fermentacié nagyon korai szakaszaban fejezédnek ki.

Ezek az eredmények hozzajarulhatnak a citromsav fermentacio
ipari optimalizalasahoz. A bioreaktorok tervezésekor 0j korrozioalld
anyagok alkalmazasa csokkentheti a fémionok kioldddasat, mig a
mutans torzsek fejlesztése révén lehetség nyilik stabilabb és

hatékonyabb citromsavtermeld rendszerek kialakitasara.
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1. Introduction
The appearance of microorganisms is linked to the early development
of the Earth and the origin of life, with their first forms emerging

approximately 3.5—4 billion years ago (Brown, 2007).

Humanity has been utilizing microorganisms in various fields
for thousands of years. As unnoticed yet faithful "companions," they
have always been present throughout the development of civilization
(Umo, 1997). Yeasts were domesticated accidentally through
spontaneous fermentation processes to produce foods such as bread,
wine, beer, and chocolate (Sicard & Legras, 2011). Modern fungal
biotechnology — the controlled cultivation of fungi in bioreactors —
became an industrial sector in 1923 when Pfizer began utilizing
Aspergillus niger's ability to overproduce and secrete citric acid. Since
then, 4. niger has evolved into a versatile production platform for

proteins, enzymes, and other valuable products (Cortesao et al., 2020).

Citric acid production has been studied for a long time, yet
there are still unresolved questions today (Angumeenal &
Venkappayya, 2013). One key factor in high-yield 4. niger citric acid
fermentation is the manganese ion: a culture medium concentration
exceeding 3-5 pg/L significantly reduces yield (at 100 pg/L Mn**
concentration, the yield decreases by approximately 75% compared to
low Mn?" levels; Clark et al., 1966, Kisser et al., 1980). Industrial-
scale citric acid production is carried out in stainless steel fermenters,

but the small-scale glass bioreactors used for strain improvement and
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process development also contain stainless steel components in which
manganese is an alloying element (Shackelford & Alexander, 2001).
Due to surface corrosion, metal ions, including manganese ions, can
dissolve into the fermentation broth, thereby reducing fermentation

yield (Fekete et al., 2022).

The manganese(l]) sensitivity of 4. niger citric acid secretion
may be an evolutionary response to fluctuating metal concentrations
in ancient Earth environments. The extensive manganese oxidation
and deposition processes occurring in early oceans and soils may have
influenced microbial metabolism, including the biosynthesis
mechanisms of citric acid (Fischer et al., 2015, Farkas et al., 2021). In
modern  fermentation technologies, minimizing manganese
concentration is crucial for maximizing citric acid production,
representing a form of feedback from natural evolutionary processes.
Therefore, our research is significant not only for biotechnological

applications but also from a fundamental research perspective.



2. Objectives

The A. niger citric acid fermentation has been studied for a long
time, but many questions remain unanswered. One of the most
important is manganese ion sensitivity: an Mn?** concentration
exceeding 5 pg/L in the culture medium affects the fungus's
physiology and morphology, dramatically reducing citric acid yield
(Karaffa & Kubicek, 2003).

Citric acid fermentation takes place in bioreactors that contain
stainless steel, where manganese is an essential alloying element. One
of the objectives of the research forming the basis of my dissertation
was to investigate the leaching of Mn(II) ions during sterilization and
fermentation. To achieve this, we aimed to determine the
technological and biological factors influencing leaching, analyze its
temporal dynamics, and explore solutions to mitigate this

phenomenon.

Citric acid is transported from the fungal cell into the fermentation
broth via the transporter protein encoded by the cex4 gene. Another
objective of my research was to examine the interaction between the
cexA gene and Mn(1l) ions. For this, we utilized an 4. niger mutant
that overexpresses cexA, providing an opportunity for a detailed study

of these interactions.



3. Materials and methods

During our experiments, we used Aspergillus niger ATCC 1015,
NRRL 2270 (ATCC 11414), and the cE cexA-overexpressing strain.

3.1. Fermentation = Preparation, Execution, and

Evaluation

3.1.1. Culture Media

The strains were maintained on NIG1 minimal medium,
consisting of 6 g/LL NaNQOs, 1.5 g/ KH2POs, 0.5 g/LL MgSO4:7H20,
0.5 g/lL KCI, 1.5 g/L agar, and 20 g/L D-glucose, with a pH of 5. To
prevent Maillard reactions (Martins, Jongen, & van Boekel, 2000), the
50% (w/v) D-glucose stock solution was sterilized separately before
being added to the medium. To ensure the proper ratio of essential
metal ions, the medium was supplemented with a trace element
solution, adding 20 pL per 100 mL of medium. The trace element
stock solution contained 10 g/ EDTA, 4.4 g/LL ZnSO.-7H-0, 1.01
g/L MnClz-4H-0, 0.32 g/L CoCl>-6H20, 0.315 g/L CuSO4-5H:0, 0.22
g/L  (NH4)sM0-024-4H20, 1.47 g/L CaCl'7H.O, and 1.1 g/L
FeSO4-7H20.



3.1.2. Production Medium

For fermentation, the NIGT1 medium was prepared by
dissolving its components in Mn?*-free water. The main components
were: D-glucose (140 g/L), (NH4).SO4 (2.5 g/L), KH2PO4 (0.15 g/L),
MgS0a4-7H20 (2.25 g/L), and NaCl (0.15 g/L). The required trace
elements were provided by FeCls-6H.0 (4.84 x 10 g/L),
ZnS04-7H20 (6.59 x 1073 g/L), and CuSO4-7H20 (2.36 x 10* g/L).
The pH was adjusted to 3.5. The trace element stock solutions were
sterilized by filtration, and the 50% (w/v) D-glucose stock solution

was added following the previously described procedure.

3.1.3. Establishment of Manganese-Limited
Conditions

The removal of Mn(Il) ions was essential to achieve high

yields. Mn**-free water and D-glucose solutions were prepared by

passing ion-exchanged water through a cation exchange resin column

(Dowex 50-W-X8). The resin was regenerated with 1 M HCI and

rinsed to neutral pH. The purified water was collected in Mn?*-free

glass containers and used for all further solution preparations.

For inoculum preparation, 500 mL Erlenmeyer flasks were
used, while glass bioreactors were applied for larger-scale
fermentations. To remove Mn?* residues, all glassware was filled with
1 M HCI and left to stand for 3—4 hours, then rinsed thoroughly with

Mn?*-free water to eliminate residual acid and metal ions.
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3.1.4. Sterilization

Glassware was sterilized by autoclaving at 121°C for 30
minutes. If glassware did not contain liquid (e.g., measuring cylinders
without media), ~5 mL of Mn?*'-free water was added to ensure

sterility.

For fermenter sterilization, a steam sterilization (empty-steam
method) was applied. The bioreactor vessel was filled with Mn**-free
water up to a level above the electrodes, preventing evaporation-
induced level reduction. Sterilization was performed at 121°C for 30
minutes, after which the fermenter was put into operation. Following
sterilization, the water was removed under pressure, and the reactor

was filled with sterile medium under aseptic conditions.

3.1.5. Fermentations

For shake flask fermentations, 500 mL Erlenmeyer flasks
(VWR International Kft., Debrecen) with 100 mL working volumes
were used. Cultures were incubated on an Infors AG CH-4103 (Infors
AG, Bottmingen, Switzerland) horizontal shaker at 250 rpm and
30°C. Sampling was performed under sterile conditions in a laminar
flow hood. To prevent oxygen depletion, flasks were manually shaken

during sampling.

Some experiments were conducted in laboratory bioreactors,

following similar fermentation preparation steps. Two different 6 L
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autoclavable glass bioreactors were used: a Sartorius Biostat BTwin
(Gottingen, Germany) and a system manufactured by Inel Kft.
(Budapest, Hungary), referred to as Bioreactor A (Sartorius) and
Bioreactor B (Inel), respectively. Both bioreactors had identical vessel
geometry and a 4.5 L working volume, with AISI 316L stainless steel
components (Mn?" content <2%) and 65 mm diameter, six-bladed

Rushton-type disc turbine impellers.

A significant difference between them was that Bioreactor A
was newly acquired before the experiments, whereas Bioreactor B had
been in continuous use for approximately 10 years. Over time, surface
corrosion of stainless steel components was observed. Initial
experiments were conducted without surface treatment, followed by
electropolishing of all stainless steel components of Bioreactor B
(including the lid, sensor ports, agitator shaft, sampling tube, and
impellers) to investigate the impact of corrosion. Electropolishing was
carried out by Zolend Kft. (Debrecen, Hungary), after which
additional fermentation experiments were conducted to compare Mn?*
leaching and citric acid production in the treated and untreated

bioreactors.

Both bioreactors were operated under identical conditions to

ensure direct comparability of results.



3.1.6. Analytical Methods

The consumption of the carbon source (D-glucose) and the
concentration of produced citric acid were monitored using High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC). Measurements were
performed with an Agilent 1260 Infinity II system (Agilent
Technologies, USA) using a BioRad HPX 87H column (Bio-Rad Inc.,
USA). Detection was conducted via a Refractive Index Detector
(RID). The analysis was carried out under isocratic conditions with a
flow rate of 0.5 mL/min using 10 mM H.SO. as the mobile phase. The
column and detector temperatures were maintained at 55°C.
Calibration curves were established using standard solutions of D-
glucose and citric acid, with retention times of approximately 9

minutes for citric acid and 12 minutes for D-glucose.

The manganese concentration was determined using Inductively
Coupled Plasma Quadrupole Mass Spectrometry (ICP-QMS) with a
Thermo Fisher Scientific (Bremen, Germany) instrument controlled
by Plasmalab 2.5 software. The carrier gas mixture contained 7%
(v/v) hydrogen and 93% (v/v) helium at a flow rate of 6 mL/min.
Calibration curves were prepared using elemental reference solutions
(1000 mg/L, Scharlab, Sentmenat, Spain). Rhodium was added as an
internal standard to each sample and calibration series, with a set
concentration of 20 pg/L. During the spectrogram analysis, the
manganese signal appeared at m/z= 55, while the rhodium signal was

detected at m/z= 103.



4. New scientific results
1. We proved that the condition and material composition of
the bioreactor play a crucial role in A. niger citric acid production

and morphology.

Parallel fermentations demonstrated that, despite identical initial
conditions, fermentation in bioreactor B resulted in faster D-glucose
consumption, increased biomass formation, and lower citric acid yield
(Yos = 0.66), whereas fermentation in bioreactor A exhibited
characteristics of citric acid overproduction (Yps = 0.91). The
morphology of the cultures developing in the two bioreactors also
differed significantly: in bioreactor A, compact aggregates with small
diameters and larger hyphal diameters were formed, while in
bioreactor B, long hyphae dominated, which correlated with low citric
acid production. Our results support the conclusion that components
leaching from the bioreactor material, as well as changes caused by
corrosion, can lead to metabolic differences that directly affect citric

acid production.

2. We proved that Mn** leaching occurs during heat

sterilization.

The differences in citric acid production and morphology
observed in bioreactors A and B suggested that extracellular Mn?*

concentrations differed between the two systems. The culture medium



was prepared identically in both cases, with a final Mn?* concentration
of 2 ug/L. As expected, the Mn?" concentration of the media before
sterilization was ~2 ug/L in both bioreactors. After 30 minutes of heat
sterilization, the Mn?" concentration increased by approximately 41%
in bioreactor A, while in bioreactor B, it increased tenfold (Table 1.).
After 60 minutes of heat sterilization, the Mn?* concentration in
Bioreactor A was 44% higher than before sterilization, whereas in
Bioreactor B, it reached 13 times the pre-sterilization value. These
results indicate that heat sterilization caused Mn?" leaching from the
bioreactors, with leaching being significantly more intense in the old

bioreactor (B) compared to the new one (A).

Before
After Sterilization | Differences
Sterilization
30 min 60 min
Bioreactor 2.90 + 295+
2.05+£0.10 0.85/0.90
A 0.5 04
Bioreactor 2030+ | 2598+
2.01 £0.18 18.29/23.97
B 2.48 3.02

Table 1: Manganese (II) lon Concentration (ug/l) in Bioreactor A
and B Before and After 30- and 60-Minute Autoclave Sterilization,
Along with the Differences in Average Concentrations
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3. We confirmed the effectiveness of empty-steam
sterilization and electrochemical polishing in minimizing Mn?*

leaching.

Empty-steam sterilization reduced the initial surge in Mn?*
levels, while electrochemical polishing improved the molar yield of
citric acid in bioreactor B (Y= 0.80 = 0.03), bringing it closer to the
value obtained in bioreactor A. The combination of both methods
restored the molar yield of citric acid to Y= 0.88 £ 0.04, which was

statistically equivalent to the yield observed in bioreactor A.

4. We determined that Mn** leaching is strongly

correlated with the pH of the medium.

Within the pH range of 3.5 to 2.2, Mn** leaching was negligible;
however, below pH 2.0, the leaching rate increased sharply (Figure
1.). At pH values below 1.6, a sudden rise in Mn?** concentration was
observed, indicating that metal ion leaching from the steel alloy is

significantly intensified within this pH range.
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Figure 1: The effect of pH decrease (red) on Mn** leaching from
bioreactor A (green)

Increasing the buffer concentration from 10 mM to 100 mM had

no impact on the extent of Mn?' leaching, suggesting that buffer

capacity is not a determining factor in the metal ion dissolution

mechanism.

5. We determined that the effect of manganese ions is time-
dependent and significantly influences citric acid production only

in the initial phase of fermentation.

Experimental results showed that Mn** supplementation had a

significant impact on citric acid production, particularly during the
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early stages of fermentation. The Y, values gradually increased over

time, with the highest values recorded at 172 hours.

Among the initial Mn?** concentrations tested, 5 pg/L and 30 pg/L
exhibited similar effects, whereas the addition of 100 pg/L
significantly reduced the molar yield of citric acid during the early
phase of fermentation (p < 0.05). This suggests that excessively high
Mn?** concentrations inhibit optimal metabolic processes, likely
inducing enzymatic and cellular changes unfavorable for citric acid

production.

In contrast, Mn?" supplementation at later time points (120 and
172 hours) did not result in statistically significant differences in citric
acid yield (p > 0.05), confirming that the negative impact of Mn?* is

restricted to the early phase of fermentation.

Regarding biomass formation, the observed changes were less
pronounced, and Mn?* supplementation at different time points did not

consistently lead to statistically significant differences.

6. We determined that the cex4-overexpressing strain is more

resistant to Mn>* than the ATCC 1015 parent strain.

We found that the presence and concentration of Mn?*
differentially affect citric acid molar yield. The cexA4-overexpressing
strain exhibited higher tolerance to Mn?* than the ATCC 1015 strain.
In the presence of 100 pug/L Mn?*, citric acid production in the ATCC
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1015 strain dropped significantly, reaching a final concentration of
only 1.51 g/L. In contrast, under the same conditions, the cexA4-
overexpressing strain produced 36.83 g/L of citric acid, representing
a 24.39-fold higher yield. Biomass concentration remained similar for

both strains.

Under Mn?*-limited conditions, the ATCC 1015 strain reached a
final citric acid concentration of 107.22 g/L, while the cex4-
overexpressing strain achieved a volumetric yield of 117.69 g/L. This
indicates that cex4 overexpression provides a measurable advantage

even in the absence of Mn?".
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5. Summary

During my doctoral research, we extensively investigated the
extent and impact of Mn?* leaching and 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.

We confirmed that Mn?* leaching depends on pH and the applied
sterilization method. We determined that leaching intensifies below
pH 2.0 and accelerates significantly at pH 1.4. We demonstrated that
the A. niger NRRL 2270 strain does not contribute to Mn?* leaching,
as the phenomenon occurred similarly in cell-free phosphate buffer.
Increasing the phosphate concentration (from 10 mM to 100 mM) did
not enhance Mn?* leaching, indicating that phosphate plays a minimal

role in the process.

Our study was the first to apply empty-steam sterilization for
metal ion removal in citric acid fermentation. The procedure almost
completely prevented the early Mn?" surge, minimizing its negative
impact on citric acid production. However, Mn?* leaching remained
unchanged after inoculation, highlighting the importance of
bioreactor material quality in reducing corrosion and metal

dissolution.

We demonstrated that the absence of Mn?* is critical for citric acid
overproduction only during the first 48 hours of fermentation. In
bioreactor A, after 168 hours, Mn?" concentration exceeded 5 pg/L

and reached 30 pg/L by the end of fermentation, yet this did not reduce
15



citric acid production. Manganese supplementation experiments
confirmed that high Mn?" concentrations significantly reduced citric
acid yield and increased biomass formation during the early
fermentation phase, whereas their effect diminished in later stages.

Thus, the impact of Mn?" is time-dependent.

The cexA-overexpressing strain exhibited higher citric acid yield
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/L in Mn?*' limited conditions, the cex4-overexpressing
strain produced 36.8 g/L citric acid under Mn**-rich conditions and
117.7 g/L in a Mn?" limited environment (Table 2.). Furthermore, the
cexA-overexpressing strain exhibited a higher glucose uptake rate,

which also contributed to the increased citric acid yield.

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 0.70 0.13 0.76 0.27
yield
DCW | 2958 | 47.1 | 23.48 |39.14 | 2522 | 37.66
(g/L)

Table 2: Summary of Fermentation Results of Different A. niger

Strains

16



Our results suggest that once A. miger initiates citric acid
overproduction under specific fermentation conditions, the process
continues despite changing environmental conditions in the
bioreactor. As fermentation progresses, one of the most critical
parameters—the initially high D-glucose concentration—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 during the very early phase of

fermentation.
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