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1. Bevezetés

Az itakonsav elsédlegesen biotechnoldgiai uton eléallitott szerves
sav, amelyet legnagyobb mennyiségben az Aspergillus terreus fonalas
1940-es években megkezdddott [2]. Felhasznalasa a multban is igen széles
palettdn mozgott: detergensektdl kezdve, gyantdk, festékek, lakkok
alapanyagaként is hasznositottdk, de a lehetdségek napjainkban is
folyamatosan bdviilnek (akril ivegek, mesterséges fogzomanc, gyogyszer
hatéanyag carrier) [3]. Az itakonsavra alapozo ipari termelés azonban csak,
akkor lehetne igazan sikeres, amennyiben az itakonsav jelenlegi el6allitasi
koltségei tovabb csokkennének [4]. Szamos tanulmany ezért az elérhetd
hozamok maximalizalasat, valamint alternativ, olcsébb szénforras

felkutatasat célozza meg [5-7].

Doktori kutatasom soran elsddleges célkitlizés volt D-xiloz és D-
gliikdz alapti fermenticiok Osszehasonlitdsa az itakonsav termeltetése
szempontjabol. A D-gliikoz alapu fermentacidok szénforras gradienstol
fliggd itakonsav hozama és extrém manganérzékenysége éppen doktori
kutatomunkam megkezdése el6tt keriilt felfedésre, ezt a kutatast szerettem
volna kiterjeszteni D-xilozra. A D-xilozt modellvegyiiletként kivantam
alkalmazni. Tavlati cél az itakonsav olcsobb, névényi biomassza alapu

termeltetése.

Tovabbi célkitlizés a fermenticios taptalaj komponenseinek
manipuldldsa a mangan negativ hatdsainak visszaszoritdsdnak érdekében.

Szakirodalmi elézmények alapjan, els6sorban a termeld taptalaj foszfat



crer

nyilik esély arra [9], hogy Mn(ll)-ionok jelenlétének negativ hatésait
csokkentsiik. Kisérletek tervezésekor sokszor nagyon hasznos tamasznak
szamitott, a mar sokkal jobban koriljart, Aspergillus niger citromsav
tultermelésének tanulmanyozdsa, amely rokon fajnak é&s ,testvér
fermentacionak™ tekinthetd. Kisérleteinket elsé 1€pésben razatott lombikos
fermentaciok formdjadban végeztiik el, majd az optimélis paraméterek

beallitasa utan laboratoriumi fermentorokban.

Kutatdsunk soran mindig Kkitiintetett figyelmet szenteltiink a
publikacié ravilagitott, mennyire fontos Osszefiiggés allithatd fel az A.
terreus morfologiaja és a siillyesztett fermentécio itakonsav hozama kozott
[10, 11], ennek ellenére a mai napig viszonylag kevés informacio all a

témabol rendelkezésiinkre.



2. Irodalmi el6zmények

2.1 Az itakonsav

Az itakonsav (2-metilén butandisav) egy konjugalt kettéskotéssel
rendelkezd dikarbonsav, szobahdmérsékleten fehér szint kristalyos anyag.
Olvadaspontja 168°C, forraspontja 268°C. 20°C-on vizoldékonysaga 83
g/1. Savi disszociacios allandoi rendre: 3,84 és 5,55 [12].

CH 0} Az elsd itakonsavval

2

HO kapcsolatos feljegyzés 1837-bol

szarmazik, ahol a citromsav
OH .
termikus bomlastermékeként

@ irjak le [13]. Kés6bbiekben egy

1. abra Itakonsav szerkezeti képlete .
ozmotolerans, fonalas gombafaj

fermentacios termékeként is azonositjak, az el6allitd mikroorganizmust
pedig Aspergillus itaconicus-nak nevezik el [14]. Konjugalt
kettoskotésének koszonhetden igen reaktiv vegyiilet, fOként észter
szarmazékai révén felhasznalasa széleskorii. Leggyakrabban szintetikus-
gyantdk, lakkok, bevonatok késziilnek beldle, valamint a poliitakonat
szarmazékanak soit az iparban korabban detergensként is alkalmaztak [1].
Az itakonsav iranti novekvo igény kielégitése végett az amerikai Northern
Regional Research Laboratory grandiézus izolalasi projektbe kezdett egy
megfeleldbb termeld organizmus megtaldlasdnak reményében. Végiil a
tobb mint haromszaz megvizsgalt torzs koziil az Aspergillus terreus NRRL
1960-ot talaltak a legigéretesebbnek, amely a jelenleg is leggyakrabban

alkalmazott ipari itakonsavtermel6 torzs [12]. Gyakorlatilag a masodik



vilaghabort végéig ki is dolgoztak az itakonsav siillyesztett fermentacios
termelése. Az itakonsav ugyan kémiai Gton is szintetizalhatd, viszont

biotechnologiai eléallitisa maig gazdasagosabb [4].

Az itakonsav piaca még elmarad az abszolut vezetd citromsavétol,
amely egy szintén biotechnoldgiai eljarassal termeltetett szerves sav.
Becslések szerint jelenleg 80000 tonna itakonsavat allitanak eld évente, 1
kg itakonsav ara 1,8-2 USD kozott ingadozik, a termék mindségétol, és
tisztasagatol fiiggden [4, 15]. Ennek ellenére lizleti szempontbol is rengeteg
potencial rejlik az itakonsavban. 2004-ben az Amerikai Egyesiilt Allamok
energetikdért  felelés  kormanyiigynoksége  bevalasztotta a 12
,legigéretesebb biologiai alapt kémiai épitéegység” kozé [16]. Azonban a
tényleges attoréshez az itakonsav eldallitdsi koltségét tovabb kell
csokkenteni. Szamitasok alapjan, ha a poliitakonat jelenlegi 3 USD/kg
eléallitasi koltséget 1,5 USD/kg-ra sikeriilne redukalni, akkor az itakonsav
kivalthatna a petrolkémiai alapi poliakrilsavat [4]. Ennek érdekében,

viszont Uj stratégiak kidolgozasa €s tesztelése szlikséges.

2.2 Aspergillus terreus

Az Aspergillus terreus egy fonalas tomlGsgomba, azaz
aszkomikoéta. Ezen beliil az Eurotiomycetes osztalyhoz és az Aspergillus
nemzetséghez tartozik. Az Aspergillus nemzetség tagjai a vilag szinte
minden tajan megtalalhatoak [17]. Leirhatatlanul fontos szerepet vallalnak
a szerves anyagok korforgdsaban, mivel széles palettdju  enzim
expressziojuknak koszonhetden a nodvényi lignocelluléz biomasszat

effektiven bontjadk, mas elélények szdmara is konnyen felhasznalhato



monomerekké [18]. Néhany fajuk meghatarozé szerepet tolt be a
biotechnologiaban, mint példaul a citromsav taltermelé A. niger, a koji
tipust fermentaciokért ,,felelds™ A. oryzae, vagy a fejezet cimében szerepld
A. terreus, amely itakonsav mellett lovasztatin termelésre is alkalmazhato
[19]. Masrészrdl jelent6s karokat képesek okozni mezdgazdasagban

toxintermelésiik altal, illetve allat- €s human patogének is lehetnek [20].

Az A. terreus szaprofita életmodot folytatd mezofil gomba, 35-
40°C ko6zé tehetd novekedési optimummal, ezért a tropusi, szubtropusi és
mérsékelt Ovezetben egyarant fellelhetd. Rendkiviil ozmotolerans,
gyakorta s6s mocsarakban és tengerparti homokban is megtalalhat6 [21].
Fehér szinli micéliumot képez ¢és jellemzOen aszexudlis modon,
konidiosporak segitségével szaporodik [22]. Spoérai fahéjra emlékeztetd

szinarnyalatot vesznek fel (2. abra).

2. abra A. terreus fénymikroszkopos felvétele folyékony tapkozegben
(balra), és novekvo telepe szilard taptalajon (jobbra).



2.3 Itakonsav bioszintézise A. terreus fonalas gombaban

2.3.1 Bioszintézis D-gliikézbél kiindulva

Co, Itakonat D-gliik6z

Extracellularis tér

—> Cisz-akonitat / Itakonat

Piruvit «——

Oxéllacet:it \

Malat CcO

Mitokondrium  Piruvat

Oxélacetét/—\‘Citrét : / \ :
L Piruvat + Piruvat |
Ma;ét Cisz-akonitit : '
F“m?\”'“ Citrat-ciklus I Glikolizis :
Szukeinst Izocitrat ‘. )
Szukcinil-CoA Oxalszukcinat
\a-ketoglutarét/ Citoplazma

3. abra Itakonsav bioszintézis vazlatos rajza A. terreus fonalas gombdaban,
D-gliik6z szénforrasbol kiindulva.

Kinoshita feljegyzéseiben szerepel el@szor az itakonsav fonalas
gomba altali termelddése. Kinoshita feltételezése szerint a betaplalt gliikkoz

piruvatta alakul, majd valamilyen aton, késébb a piruvatbol keletkezik az



itakonsav [14]. Bentley és Thiessen radioaktiv izotopos kisérleteik alapjan
be is bizonyitottdk, hogy az itakonsav valdban a glikolizis és citromsav-
ciklus reakcidi soran keletkezik, de egy tovabbi enzim, a cisz-akonitat

dekarboxilaz katalitikus hatdsa is sziikséges az itakonsav szintéziséhez

[23].

A gliik6z tehat a citoplazmaba transzportalodva belép a glikolizisbe
(Embden—Meyerhof-Parnas tGtvonal) és a folyamat végére 1 mol gliikéz, 2
mol piruvattd bomlik. Ezt kovetden, elméletben kettévalaszthatjuk a két
piruvat sorsat. Az egyik molekula a piruvat-dehidrogenaz enzimkomplex
oxidativ dekarboxilezése révén acetil-CoA-va alakul, mikézben egy mol
CO. felszabadul [24]. Az acetil-CoA pedig a citromsav-cikluson beliil,
Kovetkezd 1épésben, az akonitaz enzim segitségével vizkilépéssel kialakul

a cisz-akonitat intermedier [24].

Mi torténik kozben az elméletben elvalasztott masik piruvattal? Az
A. niger altali citromsav tultermelés vizsgalatakor Cleland és Johnson
megallapitotta, hogy A. niger esetében a citoszolban is jelenlévd piruvat-
karboxildaz enzim CO, megkotésével oxalacetatot general [25]. Igy
tulajdonképpen a mitokondriumban acetil-CoA képzdédésekor elveszitett
COgz itt ,,visszanyerhet6”. A két kutatorol elnevezett, anaplerotikus reakcio
elemi fontossagl, hiszen e nélkiill nem lehetne elérni igazan magas
hozamkonstansokat. A képzodott oxalacetat pedig a citoszolban is
jelenlévdé malét-dehidrogendz enzim miikodése altal malatta alakul, igy

tulajdonképpen a malat tekinthetd a glikolizis végtermékének [26].



Hasonlo séma lejatszodasat Bonnarme és munkatarsai is igazoltak A.

terreus itakonsav tiltermelése soran [27].

A citromsav-ciklusban keletkezett cisz-akonitat és a citoszolban
képz6dott malat vélhetéen egy mitokondrialis antiporter segitségével
,helyet cserél”, bar a pontos mechanizmus egyelére még feltaratlan [28,
29]. A citoszolba kijutott cisz-akonitat, a cisz-akonitat-dekarboxilaz enzim
katalizalasaval dekarboxilezodik, itakonat és széndioxid termékeket
eredményezve [23]. Az itt felszabadulo CO: fixaldédasa mar nem
egyértelmi. Elméleti lehetéség adott mindkét felszabaduldé CO2 molekula
visszanyerésére, viszont a citoszolban esetlegesen fellépd NADH kofaktor
hiany megakaszthatja az oxalacetat tovabbi konverzidjat malat iranyaba.
[15]. Az itakonsav szintézis lezarasaként egy feltételezett itakonat
transzporter teszi lehetové a végtermék extracellularis térbe vald juttatasat
[28]. Fontos megjegyezni, hogy mind a piruvat-karboxilaz, mind a cisz-
akonitat-dekarboxilaz aktivitasa a citoszolban lokalizalodik A. terreus-ban
[29].

2.3.2 Bioszintézis D-xilozbol kiindulva

A D-xil6z nem csak szénhidratkémiailag eltéré a D-gliikoztol, de
eltér6 biokémiai ttvonalon is hasznosul [30]. A citoplazmaba
transzportalddott D-xil6z molekula eldszor oxido-reduktiv reakcidkon esik
at xiluloz-5-foszfat képzoédése kozben [30]. A  xiluloz-5-foszfat
bekapcsolddik a pentdz-foszfat utvonal reakcidiba, majd a késdbbiek soran

keletkezett termékek beléphetnek a glikolizisbe [31].



Baktériumokkal ellentétben, az Aspergillus fajok a xilozt két
1épésben metabolizaljak xilul6zza. El6szor a NADPH fliggd xiloz reduktaz
segitségével D-xilitol keletkezik, majd a NAD* dependens xilitol-
dehidrogenaz katalizalta oxidacié kovetkeztében D-xiluloz terméket
kapunk [32]. Ez a két 1épés konnyen kofaktor egyensuly eltolodast
eredményezhet, foként, ha a sejtek oxigénellatottsaga valamilyen oknal
fogva limitalodik [32]. A kovetkez6 1épésben xilulokinaz foszforilalja a
xilulézt, D-xiluloz-5-foszfatot eredményezve. A xiluloz-5-foszfat pedig
beléphet a pentdz-foszfat Gtvonal reakcidiba [33]. A D-xiluloz-5-foszfat
molekuldk egy része ribuldz-foszfat-3 epimerdz enzim katalizalta
epimerizacidés reakcidban D-ribuldz-5-foszfatta alakul, amelybdl egy
tovabbi enzim katalizalta izomerizaciés reakcioban D-riboz-5-foszfat
képzddik. Ezt kovetéen a D-riboz-5-foszfat és a D-xiluloz-5-fosztfat
beléphet a transzaldoldz, és transzketolaz enzimek katalizalta reakciokba,
végiil fruktoz-6-foszfatot és glicerinaldehid-3-foszfatot eredményezve [33,

34]. Ezek a termékek pedig egyben a glikolizis koztesei is, igy a



metabolizmus tovabbi 1épései itakonsav iranyaba, az eldz6 fejezetben

targyaltaknak megfelelden alakulnak.

- D-xilo
Extracellularis tér ﬁ oz

Citoplazma

D-xilitol
D-xiluloz

D-ribuléz-5-foszfat <— D-xiluléz-5-foszfat

|

D-riboz-5-foszfat >

Formaldehid

Dihidroxi-aceton
G-3-P

D-szedoheptuloz-7-P + G-3-P
|

Pentoz-foszfat |
utvonal Fruktoz-6-foszfat + G-3-P

\

Glikolizis
4. abra D-xil6z metabolizmus vézlatos rajza A. terreus fonalas gombaban
. G-3-P: glicerinaldehid-3-foszfat.
Megjegyzendd, hogy xiluloz-5-foszfatbol leagazva egy tovabbi
transzketolaz enzim altal egy alternativ utvonal is 1étrejohet. A dihidroxi-

aceton-szintaz a xiluldz-5-foszfatot és formaldehidet glicerinaldehid-3-

foszfatta és dihidroxi-acetonna konvertalja [33].
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2.4 Az A. terreus itakonsav tiltermelé taptalajainak tapanyag

osszetételi kovetelményei
2.4.1 Szénforras

Az A. terreus szamos szénforrason képes ndvekedni és jelentds
hanyadukat képes itakonsavva konvertalni [35-37]. Korai kutatasok
kimutattdk, hogy legnagyobb hozamkonstanssal szacharézon ¢és D-
gliikézon képes termelni, majd egy nagyobb eséssel a D-xiloz kovetkezik
[38]. Nem meglep6 moddon az elsé ipari jelentések is szachardzt, vagy

gliik6zt javasolnak fermentacios szénforrasnak [39, 40].

A magas hozamok ¢és a megfelelé produktivitasi rata elérése
érdekében tehat kulcsfontossdgi a gyorsan hasznosuld szénforrdsok
hasznalata. Ezek koziil is kiemelkedik a gliikoz €s a szachar6z. A betaplalt
szénforrds kiindulasi koncentracidja is szignifikans faktor. Gliikoz
esetében jellemzdéen 100 g/l f616tti érték [15]. Ennek oka, hogy a kezdeti
kiindulasi gliik6z koncentracio €s a hozam kozott nem allithato fel egyenes
aranyossag. 100 g/1 f616tt jelentdsen megemelkednek a hozamok, valamint
a 80% fo61otti molaris konverziok csak ebben az esetben érhetoek el [41].
A jelenség hatterében allhat a piruvat-karboxildz miikodésének stimulalasa
magasabb szénforras koncentraciok esetén [42]. Masik lehetséges ok egy,
az A. niger-hez hasonl6 alacsony affinitasu gliikkoz-transzporter jelenléte,
amely csak magas gliikdz koncentraciok esetén aktiv, de ekkor valdsaggal

elarasztja a sejteket gliikozzal [43].

A szachardz gliikopirandzbdl és fruktopiran6zbol allo diszacharid.

Az Aspergillus fajok is rendelkeznek a hidroliziséhez sziikséges B-D-

11



fruktofuranozid-fruktohidrolaz enzimmel [33], tovabba a szerves savas
fermentaciok jellemzdéen igen alacsony kémhatason zajlanak, igy gyakran
a szachar6z enzim nélkiili hidrolizise is bekdvetkezik. A szachardzt alkoto
mindkét monomer azonnal be tud kapcsolodni a glikolizisbe, ezért a

gliikozra leirtak gyakorlatilag ra is érvényesek.

Analitikai tisztasagu szénhidratok hasznalata ipari 1éptékben
azonban kozel sem lenne koltséghatékony. Itakonsavas fermentacioknal
tobbnyire a cukorgyartasbol visszamaradd melaszt alkalmazzak, amely
még a fermentacios folyamat elott tobb kezelésen is atesik [44]. A melasz

6 szénhidrat komponense pedig a szachardz.

Az itakonsavas kutatasok mai trendjét figyelembe véve a
legnagyobb érdeklddést az alternativ fermentacios szénforrasok felkutatasa
valtja ki. Ezekkel a szénforrasokkal szemben éallitott alapvetd kritériumok:
a fermentacios felhasznalasuk lehetdleg ne legyen kompetitiv az
¢lelmiszeripari  felhasznalasukkal, nagy mennyiségben legyenek
elérhetéek, olcsok és megujuloak legyenek [45]. Egyes esetekben
kiilonb6zd, mar a piac altal visszautasitott zoldségek és gyiimodlesok
hidrolizatumait vizsgaltak [46, 47], mint fermentacios szénforrasokat.
Masrészrol egyéb mezdgazdasagi €s erdészeti hulladékok biomasszajanak
hidrolizatumait is tanulmanyoztak [48]. Az elmult években leginkabb a
novényi hidrolizdtumokat utanozva monoszacharidok megfeleld aranyu
keverékét hasznaltak, ezzel modellezve a fermentaciok viselkedését [37,

49].
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2.4.2 Nitrogénforras, foszfat tartalom, és egyéb sok

Szénforrastol fiiggetleniil, az A. terreus itakonsav fermentacioihoz,
altalaban szervetlen sok formajaban biztositjdk a nitrogénforrast.
Tobbségében ez alatt  kiillonb6z6 ammoéniumsokat kell  érteni,
leggyakrabban ammonium-nitratot [2, 50, 51]. Ebben az esetben a betaplalt
s6 mindkét ionjat, tehat az ammonium- és a nitrationt is képes a gomba
nitrogénforrasként hasznositani. Masodik leggyakrabban alkalmazott s6 az
ammonium-szulfat [52, 53]. Ezeket a sokat jellemzden 1,5-3 g/l
tartomanyban  alkalmazzak. = Komplex  szénforrasok,  melaszok
hasznalatakor azonban el6fordul, hogy nem adagolnak kiilon

nitrogénforrast a taptalajhoz [44].

Az A. terreus itakonsav taltermeld taptalajainak sziikséges foszfat
koncentracioja sziilte talan a legtobb kérdést és ellentmondast az elmult
években. Régebbi forrasok egyértelmiien a foszfat limitacid mellett
foglalnak allast [53-55], ami 0,1 g/l koriili KH2PO4 koncentraciot jelent.
Egy 2014-ben kozolt mikrotiter plate-s kisérleteken alapulé publikacio, az
itakonsav hozamanak novekedését a KH2PO4 koncentracié 0,1 g/l-r61 0,8
g/l-re valé emelésével hozta Osszefliggésbe [8]. 2014 és 2018 kozott a
kutatok egy része ezzel az 0j optimalizalt értékkel dolgozott [49, 56, 57].
Ezzel ellentétben, a legfrissebb tanulmanyok ismét a foszfat koncentracio

minimalizalasa mellett tették le voksukat [58, 59].

Tovabbi, szinte minden A. terreus taptalajban megtalalhato s6 a
MgSQOas. 0,5-3 g/l koncentracidban szoktak bemérni a magnézium-szulfat

szaritott, vagy éppen kristdlyvizes sojat. A  magnéziumionok
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elengedhetetlenek a megfeleld DNS szintézishez, valamint rengeteg enzim

kofaktorai is egyben.

Egészen az 1990-es évekig kevés feljegyzés emliti meg a kalcium-
sok hasznalatat. 1995-ben viszont Gyamerah bemutatja, hogy CaSOs so,
vagy azzal egyenértéki hevitett gipsz hozzaadasaval mind a hozam, mind
a produktivitas Otszorosére emelkedik [10]. Ezenfeliil feljegyzi, hogy
CaSOs hozzaaddsa nélkiill a tenyészet hatalmas, 0,5-2 mm atmérdji
pelleteket képez, amelyek a termelés csokkenését eredményezik [10]. Nem
sokkal késobb Welter doktori értekezésében dokumentalja, hogy minimalis
kalcium-so jelentében a tenyészet fonalas morfologiat vesz fel, amig 10 g/1-
re emelt a CaCl; koncentracio az apré pelletek képzddését indukalta [60].

A mai taptalajokban 5 g/1 koriili értéket hasznalnak [51].

2.4.3 Nyomelemek

Leggyakoribb, hozzaadott nyomelemek a cink-,réz- és vasionok.
Korai feljegyzések ugyan megemlitik, hogy 15 mg/1 f616tti Fe?* jelenléte
kifejezetten negativan hat az itakonsav termelddésére [40, 61], viszont vas
hianyaban az akonitiz enzim elvesztheti aktivitasat [62]. Ennek

fliggvényében, vas hozzdadasa a taptalajhoz sziikséges, de mindenképpen

crer

A legfontosabb nyomelem, amelydl elkeriilhetetleniil szot kell
ejteniink, az a mangan. Az A. niger citromsav tultermelése soran mar tobb
mint fél évszazada leirtak a mangan ionok jelenlétének karos hatasait [63],
ezzel szemben az itakonsavnal sokdig célzott kutatds nem tarta fel a

manganionok lehetséges szerepét. Végiil 2015-ben egyértelmiien
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beigazolodott, hogy az A. terreus itakonsav tultermelése soran éppen
annyira karos a manganionok jelenléte, mint A. niger citromsav
termeltetése soran [41]. Mar 5 pg/l Mn(ll)-ion jelenléte szignifikansan
csokkenti az itakonsav hozamat, valamint ekkor a gomba morfologidja is
megvaltozik. Teljes mangan limitacio (< 3 pg/l) esetén az A. terreus apro,
duzzadt hifakbol allo pelleteket alkot, amig ennél magasabb mangan
koncentracional klasszikus fonalas gomba morfologiat mutat, hossza
vékony hifakkal [41]. Az apro, pelletes morfologia alapvetéen kedvez6bb
reoldgiai tulajdonsagokat kolcsondz a fermentlének, igy megkonnyitve a

kevertetés és levegdztetés folyamatat [64].

Lathatjuk tehat, hogy rendkiviil alacsony koncentracioban jelenlévd
mangan is képes megakasztani az itakonsav taltermelés folyamatat, ezért
jelenleg is szamos tanulmany célpontja a ,,mangan hatas” enyhitése vagy

kikeriilése.

2.5 Az A. terreus itakonsav fermentacidinak technolégiai paraméterei
2.5.1 Bioreaktorok

Ipari 1éptékben, az 1940-es évektdl kezdve napjainkig kevert
tankreaktorok (Stirred Tank Reactor, vagy STR) segitségével termeltetik
az itakonsavat [15]. Laboratoriumi koriilmények kdzott tobb, egyéb tipusu
reaktort is kiprobaltak (1. tablazat). Sok kutatdé immobilizalt A. terreus
sejtekkel ismételt batch fermentaciokat végzett el, de ezeknek hozama és
itakonsav titere rendre elmaradt a varakozasoktol [45]. Sokaig kecsegtetd
megoldasnak tlint az air lift bioreaktorok hasznalata. Ennél a kialakitasnal
ugyanis nincs keveréelem, maguk a befuvonyilasokbol kiléps, és a

reaktoron végighalad6 buborékok, illetve a torlok oldjak meg a kevertetést.
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Hatalmas eldnye, hogy nem igényel tomszelencét, igy csokken a
befertéz6dés esélye, valamint a kevertetés energidja is részben
megtakarithatd [65]. Okabe és munkatarsai kiszamitottak, hogy air lift
reaktor esetén kevesebb energiabefektetéssel magasabb produktivitas
érhetd el, STR reaktorhoz viszonyitva [1]. Késobbiek soran, azonban mégis
a kevert tankreaktorok maradtak az itakonsav, szinte kizarolagos eldallito

eszkozei, preciz szabalyozhatosaguknak koszonheten (1. tablazat).
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1. tablazat A. terreus itakonsavas fermentacidja kiilonb6zd bioreaktorokban.*immobilizalt sejtes fermentacio.

Reaktor Fermentacio Térfogat . . l\r/llolarls Maximalis TA Atlag.os' . .
tipusa tipusa () Szénforras 0zam mennyiség (g/1) produktivitas Forras
(Y pss) (g/1xh)
STR batch N/A Szachar6z 0,64 24 0,14 [39]
STR batch 2270 D-gliikoz 0,83 33 0,55 [40]
STR batch 2 melasz 1,49 85 1,18 [44]
STR batch 4 Szachar6z 1,52 79,5 0,43 [54]
STR batch 20 melasz 1,48 36,38 N/A [66]
STR batch 3 D-gliikoz 0,87 32 0,71 [52]
STR folytonos 3 D-gliikéz 0,36 13 0,32 [52]
STR batch 14 D-xiloz 0,52 30 0,20 [55]
Porézus “im. sejtes 15 D-gliikéz 0,67 24,50 017 [67]
lemezes batch
Porozus Im. sejtes 15 D-gliikéz 0,50 18,20 0,73 [67]
lemezes folyt.
air lift batch 3 D-gliikoz 0,67 63 0,66 [68]
air lift batch 3 kukorica 0,80 58 0,40 [69]
lekvar
STR batch 15 D-gliikoz 0,85 85 0,51 [51]
STR fed-batch 15 D-gliikoz 0,78 150 0,64 [56]
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A laboratoriumi fermentorok tobbségének fala boroszilikat tivegbol
késziil, amig a fedelek és egyéb alkatrészek (mint példaul a keverdelem,
levegd befuvatok, hdcserélék, mintavevok stb.) jellemzéen rozsdamentes
acélbol. A kislizemi és nagyobb, termel6i fermentoroknak értelemszertien
mar a fala is rozsdamentes acél [70]. A rozsdamentes acél megnevezés
krom tartalmu acélotvozetekre utal. Az 6tvozdelemek Osszetétele és aranya
alapjan kiilonboz6 kristalyszerkezet lesz jellemzd rajuk, ezéltal tobb
csoportra oszthatjuk 6ket. Vegyiparban és gydgyszeriparban tilnyomoéan
ausztenites szerkezeti rozsdamentes acélt hasznalnak, azon belill is az
1.4435 EN szamu (316L amerikai szabvany jelolés szerint) acélt [70].
15% folotti krom tartalmuknak, illetve a molibdén és nikkel 6tvozoknek
koszonhetden fokozottan korrdzidallok. 2%-os mangan tartalom pedig

jelentésen noveli az acél szilardsagat, h6allosagat [71].

2. tablazat Az EN 1.4435 acél elemi Osszetétele [72].

Elemi Osszetétel (%)
C Mn Si Cr Ni P S Mo
0,03 2 1 16-18 | 10-14 | 0,045 | 0,03 2-3

A bioreaktoroknak extrém koriilményekkel is meg kell birkdzniuk
a fermentacios iparban. Sterilezési miivelet soran magas homérséklettel
(120-130°C) és tulnyomassal. A szerves savak tultermeltetése eleve
alacsony pH értéken zajlik, de itt maga a keletkezé termék is savas
karakteri. Ezen koriilmények kozott eléfordulhat, hogy fémionok
oldddnak be a fermentlébe mind iivegfeliiletrl, mind fémfeliiletrdl [73].

Williamson és munkatarsai vizzel feltoltott, tivegfali laboratoriumi
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fermentor sterilezésekor tobbek kozott manganionok beoldodasat is
észlelték, amelyek bizonyitottan a fermentor fém alkatrészeibdl oldodtak
Ki [74]. Ugyanezzel a reaktorral végzett 16 napos kultivacid soran enyhe,
de folyamatos mangankioldodast tapasztaltak [74]. Ugyan csak néhany
ug/l-nyi mangan oldodott be, de korabban lathattuk, hogy ez a csekély
mennyis€ég is a szerves savas fermentacid hozamdnak csokkenéséhez

vezethet.

2.5.2 Kevertetés, levegoztetés

Itakonsav tultermeltetés sordn a folyamatos és bdséges
oxigénellatas biztositdsa alapvetd kritérium, ennek hidnyaba nem lehet
elérni magas titereket [4]. Mar nagyon korai feljegyzések is megemlitik,
hogy barmilyen ingadozas a levegdellatasban a hozam csokkenéséhez

vezet [40, 61].

Gyamerah razatott lombikos kisérletei soran megallapitotta, hogy a
razatas 1 perces megallitdsa még nem okoz termeléscsokkenést, viszont 3
perces leallas mar tobb mint 10%-al redukalja az itakonsav végsé
5 perces leallas utan hozzavetdlegesen 24 orara megsziinik az itakonsav
termel6dése, és csak ezt kovetden kezd el Gjra itakonsavat kivalasztani a
gomba. 10 perces leallas pediglen 48 oras intervallumra hosszabbitja meg

ezt a jelenséget [75].

Park és munkatérsai tobbek kozott a keverd keriileti sebességét és
az oldott oxigénszintet valtoztatva tanulmanyoztdk az itakonsav

termelddését [76]. Kisérleteik soran megallapitottak, hogy legalabb 94,2
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cm/s-re kell emelni a sebességet a megfeleld hozam eléréséhez, viszont
tovabbi emelés nem eredményez magasabb hozamot, st az itakonsav
végs6 koncentracidja csokken. Ekkor feltételezhetben a  tal magas
fordulatszam akkora nyiréer6t fejt ki, ami mar karositja a sejteket. Oldott
oxigénszint tekintetében pedig hidba emelték meg a szintet 20%-ro6l 40-,
illetve 60%-ra, az itakonsav hozama nem emelkedett 20%-o0s szinthez
képest [76].

Ugyanez a kutatocsoport air lift reaktorok esetében is vizsgalta a
levegdztetés hatasat. A befuvok elé fémszitakat szereltek, amelyek tovabb
aproztak a buborékokat a fermentlében, igy a ki aaz eredeti 130 h't értékrél
minimalis novekedését vonta maga utan, viszont a produktivitast
megduplazta [68]. Ennél a tipust reaktornal is megallapitjak, hogy az oldott
oxigénszintet érdemes 20% folott tartani, de 40% f6lé nem érdemes emelni,
mivel nem eredményezi az itakonsav hozamanak tovabbi novekedését [77,

78].

Tanszékiink egy korabbi kutatas keretében direkt 6sszefliggést talalt
az oldott oxigénszint és az itakonsav tiltermelés kozott. Mar 2%-0s oldott
oxigénszint elegendd a maximalis biomassza képzddéshez, viszont 30%-0s
szint tartasa sziikséges a 80% folotti molaris konverzio eléréséhez [79]. Az
oldott oxigénszint tovabbi emelése 40%-ra nem eredményezett tovabbi
javulast. Ezekben a kisérletekben sikeriilt bebizonyitani a cianid-rezisztens
alternativ oxiddz (AOX) szerepét az A. terreus itakonsav tultermelése
soran. Ezen alternativ 1égzési utvonal miikodése kozben nem alakul ki

proton gradiens, igy ATP sem keletkezik, indukaldédasdhoz magas
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oxigéntenzid sziikséges [80]. 30% folotti oldott oxigénszintnél a 1€gzési
hanyados kozel felét a cianid-rezisztens 1€gzés tette ki [79]. Az alternativ
oxidaz tekintetében ismét parhuzamra leliink az A. terreus itakonsav
termelése, €S az A. niger citromsav termelése kozott, ugyanis az utobbinal
is elengedhetetlen annak mitkddése a magas hozamok elérése érdekében
[81].

Lathatjuk, hogy az oxigénellatas folyamatossagéanak sziikségessége
megkérddjelezhetetlen, viszont az oldott oxigénszintet csak addig érdemes
novelni, amig aktivalodik az alternativ oxidaz. Az alternativ oxidéaz
feltételezhetden a szerves savak tultermelésénél jellemzd, talporgetett
metabolizmus sordn keletkezd nagy mennyiségli redukalt kofaktor

regeneralasban veszi ki szerepét [81].

2.5.3 Kémhatas

Larsen és Eimhjellen korai megfigyelése alapjan az A. terreus
itakonsavas fermentacioit alacsony kiindulasi pH-r6l érdemes inditani.
Hipotézisiik szerint csak savas kozegben alakulnak az itakonsav
bioszintézisé¢hez sziikséges enzimek. Amennyiben 2,1-es pH értéken
csiraztattdk a gomba spoérait, képes volt itakonsavat termelni, még akkor is
ha késébb 6,0-s pH értékli taptalajba mostak at, viszont ezt forditva
elvégezve egyaltalan nem termel6dott itakonsav [35]. Ennek megfelel6en,
bar valtozo6 pH értékekrdl (2,0-5,0), de minden esetben savas tartomanybol
indulnak a fermentaciok [44, 50, 53]. Ennél alacsonyabb kiindulési érték
mar a csirazasi folyamat elhuzodashoz vezet, ami késlelteti az itakonsav

megjelenését a fermentlében [82].
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Az esetek tObbségében egyaltalin nem alkalmaztak pH
szabalyozast, csak a kiinduldsi tartomanyt allitottak be. Csirazas kdzben az
els6 20-30 oéraban rendre 2,0-ig csokken a pH érték annak ellenére, hogy
altalaban ekkor még nem termelddik itakonsav. Ennek oka a sejtek altali
intenziv ammoniumion felvétel [82]. A savtermelddés beindulasakor
rendre 1,8 koriili értékre csokken a pH ¢és jellemzden a fermentacid végéig

ezen az értéken marad, majd végiil enyhe novekedés tapasztalhato [83].

Ezzel szemben, egy korai szabadalom megemliti, hogy a
termelddott itakonsav semlegesitése noveli a kihozatalt, de csak akkor, ha
elébb hagyjuk természetesen csokkenni a pH-t, majd a CaCO3 vagy KOH
adagolasat csak akkor kezdjiik el, ha mar az itakonsav termelddés beindult
[84]. Ezt a direktivat folytatva Hevekerl és munkatarsai a pH egyszeri,
impulzusszeri. megemelésével és folyamatos szabalyozasaval is
kisérleteztek [82]. Mar az egyszeri pH allitas is 80 g/I-r6l 110 g/I-re emelte
kezdetétdl fogva 3,0-an tartottak a pH értéket, nagyon gyenge itakonsav
termelddeést tapasztaltak. Az optimumot végiil ugy érték el, hogy hagytak a
pH-t 2 napig természetesen zuhanni, majd attdl a ponttdl fogva 3,0-an
tartottdk, ammonium-hidroxid adagoléasaval, igy 146 g/l végsd titert értek
el [82]. Hipotézisiik szerint 3,0-s pH értéken mar nem csak itakonsav lesz
jelen a fermentlében, hanem az egyszeresen deprotonalt itakonat is, amely
nem képes atdiffundalni a sejtmembranon. Egyes elméletek szerint a
teljesen protonalt szerves savak ezzel szemben képesek bejutni a

citoszdlba, ahol egybdl deprotondldodnak, a sejtnek pedig a protonokat
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hatalmas koncentracidoval szemben kell kipumpalnia magabodl, amely

energetikailag jelent6sen leterheli [48].

Roviden 0Osszefoglalva, sikeres itakonsavas fermentaciot csak
alacsony pH-rdl indulva lehet elérni (3,0 korili kiinduld érték).
Altalanossagban nincs pH szabalyozas a fermentaciok soran, de lathattuk,
hogy precizen megvalasztott stratégia emelheti az itakonsav végso titerét,
viszont a szabalyozast semmiképp sem érdemes elkezdeni amig 20-40 g/l

itakonsav nem jelenik meg a fermentlében [56, 84].
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3. Anyagok és modszerek

3.1 Alkalmazott torzs és torzsfenntartas

Kisérleteink soran Aspergillus terreus NRRL 1960 (CBS 116.46,
ATCC 10020) vad tipust, természetes itakonsav taltermeld torzset
alkalmaztunk, amelyet Peter J. Punt professzor laboratdériumabol
(Microbiology & Systems Biology, TNO, Zeist, Hollandia) kaptunk [41].
Félévente a -80°C-on 50% (v/v) glicerinben és 50% (v/v) spéramosdban (9
g/l NaCl, és 20 csepp/l Tween 80) tarolt sporaszuszpenzidbol frissitettiik
torzsiinket, amelyrél 5-6 hoénapon keresztiil vegetativ atoltasokat
végeztiink. A torzset CSL+Glii komplex taptalajon (3. tablazat) tartottuk
fent, atoltast kovetden 5-7 napra mikrobiologiai inkubétorba helyeztiik,
ahol 37°C-on inkubaltuk a megfeleld sporazottsagi szint eléréséig. A kindtt
telepeket tartalmazo Petri-csészéket inkubalast kovetden Parafilmmel
lezarva 4°C-os hiitészobaban taroltuk. Az igy tarolt telepek legalabb

havonta atoltasra keriltek.
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3. tablazat A. terreus CSL+ Glii fenntarto taptalaj 6sszetétele. A D-gliikoz
eldre sterilezett oldat formajaban, a tobbi komponens sterilezése utan kertilt
hozzéadasra laminaris aramlasu steril flilkében.

Komponens Koncentracio (g/l)
D-gliiko6z 20
kukoricalekvar 20
NaCl 20
Agar 20
pH=5

3.2 Mangan limitalt kornyezet 1étrehozasa

A pozitiv toltésti fémionok, kivaltképp a manganionok eltavolitasa
végett a desztillalt vizet, illetve a tdomény cukoroldatokat Dowex 50-W-X8
(100/200) kationcser¢ld gyantaval toltott tivegoszlopon (440x45 mm)
keresztiil vezettiik at, majd késébb a tobbi komponenst ezekben az

ioncserén atesett vizben/oldatokban oldottuk fel.

A sterilezésre ¢és tarolasra hasznalt Schott-livegeket, illetve a

razatott lombikos fermentaciok soran hasznalt Erlenmeyer-lombikokat 0,1

crer

hagytuk. Ezt kdvetden, az el6zéleg manganmentesitett vizzel kioblitettiik

Oket, igy kimosva az esetlegesen iiveg falara kitapadt fémionokat.

A mangan gradiens hatasanak tanulmanyozasakor a végsé Mn(II)

koncentraciot elére sterilezett MnCl, torzsoldat adagolasaval allitottuk be.
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3.3 Fermentaciok
3.3.1 Termeldi taptalaj

Kontroll termel6i taptalajként Kuenz és munkatarsai altal, 2012-ben
optimalizalt itakonsav tultermelé taptalajt alkalmaztuk [51]. Ettol a

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

4, tablazat A. terreus itakonsav tiltermeld taptalajanak osszetétele [51].

Komponens Koncentracio (g/l)
KH2PO4 0,1
NHsNOs3 3

MgSO4 x 7 H20 1

CaClz x 2 H20 5

FeClz x 6 H20 1,67x103

ZnS04 x 7 H20 8x10°73

CuSO4 x 7 H20 15%10°3
pH= 3,00

Vas-, cink- és réz nyomelem torzsoldatokat kiilon-kiilon sterilre
szlrtiik, majd megfeleld6 mennyiségben a mar lesterilezett taptalajhoz

adagoltuk.
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Szénforrasok kezdeti koncentracidja kisérletenként eltérd volt:

- D-gliik6z: 10-120 g/l
- D-xiloz : 10-110 g/l

- D-frukto6z: 50-120 g/l
- L-arabinoz: 50-120 g/l

A szénforrasokat is kiilon sterileztik a nyomelemektdl és a
sooldattol, majd sterilezés utan mértiik Oket 6ssze lamindris aramlasu steril
fiillkében. A D-gliik6z oldatot autoklavban sterileztiik, a tobbi szénforrast

sterilre szurtik.

A vegyszereket a Sigma-Aldrich Kft.-t61 (Budapest) szereztiik be.

Az ettd] eltérd esetek kiilon jelolésre keriilnek.

3.3.2 Razatott lombikos fermentaciok

Spoéraszuszpenzié készitéséhez CSL+Glii agaron 3-4 napig
novesztettiik a tenyészeteket, megfeleld sporazottsagi szint eléréséig. Az
agarok feliiletérdl sporamosoé oldattal (9 g/l NaCl, és 20 csepp/l Tween 80)

feldorzsoltik a sporakat, majd fénymikroszkop ¢s Biirker-kamra

c gy

crer

A szuszpenzidkat maximum hdrom hétig hasznaltuk kozben +4°C-on

taroltuk.

A rézatott lombikos fermentaciokhoz 500 ml térfogati Erlenmeyer-

lombikokat hasznaltunk (VWR International Kft. Debrecen), 100 ml
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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 Aallitottuk, amelyet késObbiekben, a fermenticid soran nem
szabalyoztuk. A mintavételezést lamindris aramlasu steril fiilkében vittiik
véghez. Mintavételezés kdzben a lombikokat folyamatosan kézzel raztuk
az esetleges itakonsav termelés kiesés elkeriilése végett [75]. A lombikok
tomegét taramérlegen lemértiik a mintavétel utan, és kozvetlen a kovetkezd
mintavételezési pont el6tt, a tapasztalt parolgast megfeleld mennyiségii

steril manganmentes vizzel korrigaltuk.

3.4 Analitikai modszerek
3.4.1 Mintael6készités

Az Eppendorf-csévekben levett mintakban a gomba micéliumot a
feliiliszotol laboratoriumi centrifuga segitségével valasztottuk el. A
feliiliszot ovatosan, pipettaval tavolitottuk el miiszeres analitikai
vizsgalatokhoz. Amennyiben a feliiliszot zavarosnak talaltuk, a miiveletet
tobbszor megismételtilk. A mintdkat késobbi elemzésig -20°C-0S
fagyasztoban taroltuk, majd mérések eldtt kiolvasztottuk ¢és a
fermentacioval ~ megegyez6  hémérsékletliire  visszamelegitettiik,

homogenizaltuk.

s rer

A Dbetaplalt szénforrasokat és a termel6dd itakonsav pontos

crer

koncentraciojat  torésmutatd  detektorral felszerelt nagynyomasu
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folyadékkromatograffal (HPLC-RI) hataroztuk meg. A mérésekhez
Agilent 1260 Infinity Il (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) és
Gilson 305 (Gilson, Middleton, USA) tipusu késziilékeket hasznaltunk. Az
elvalasztashoz Bio-Rad Aminex HPX-87H* kationcserélé kolonnat
alkalmaztunk. A méréseket izokratikus elicioval végeztiik, melyekhez 10
sebességét 0,5 ml/perc értéken tartottuk, a kolonna és a detektor
hémérsékletét 55°C-on. Amennyiben nem Xxilitol volt a kiindulasi
szénforrds és mint megjelend melléktermékként kellett meghatdrozni
alkalmaztunk a HPLC késziilékben, desztillalt vizzel elualva, 0,5 ml/perc
aramlési sebeséggel. Minden egyéb paraméter megegyezik a korabbi

kolonnaval leirtakéval.

3.4.3 Mangan- és rézionok koncentraciojanak meghatarozasa

induktiv csatolast plazma tomegspektrométert (ICP-QMS, Thermo Fischer
Scientific, Bréma, Németorszag) hasznaltunk, melynek vezérlését
PlasmaLab szoftver biztositotta. Szallitogazként 7 %(v/v) hidrogén és 93
%(v/v) hélium elegyet hasznaltunk, amit 6 ml/perc dramlasi sebességgel
aramoltattunk a késziilékben. Mangan- €s réz kalibracios goérbék mono
elemi referencia oldattal késziiltek (1000 mg/l, Scharlab, Sentmenat,
Spanyolorszag). Bels6 standardként rédiumot adagoltunk minden mintéba,
illetve a kalibralo sorozatokba, melynek bedllitott koncentracidja igy 20
ug/l volt. Az elvalasztds mangan esetében 55; réznél 65; és rodiumnal

pedig 103 m/z értéken tortént.

29



3.4.4 Szaraz sejttomeg meghatarozas

Azokban a fermentacidkban, ahol itakonsav termel6dését
tapasztaltuk, ott kozvetlen a szénforrds kimeriilése utan keriilt
meghatarozasra a fungalis biomassza szaraz sejttomege (DCW). A
fermentlevekbdl 5-5 ml mintat vettiink, melyeket vakuum segitségével,
elére lemért tomegl szlirdpapiron szirtiik at, majd ioncserélt vizzel
alaposan  atmostuk. Ezt kovetéen 70°C-on  szaritdoszekrényben

tomegallandosagig szaritottuk, majd tdmegét analitikai mérleggel mértiik.

3.4.5 Morfologia vizsgalata

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

AxioVision AC elemz6 szoftverrel lettek kiértékelve.
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3.5 Szamitasok

Itakonsav specifikus molaris hozama:

"itakonsav
Y( /S) = n z 7 7 (1)
p felhasznalt szénforras
Biomassza eredd hozama:
"hiomassza
Yix/s) = m P - (2)
felhasznalt szénforras
Biomassza specifikus hozama:
. Mbiomassza
Yixss) = (3)

Mfelhasznt. szénforras — Mitakonsav — Mszéndioxid '

Egységnyi biomasszara levetitett hozam:

v _ Mitakonsav @
®/X) ™ Mpiomassza
Itakonsav atlagos produktivitésa:
‘itakonsav
Jprs) = (5)

tfermentécio hossza

! Az itakonsav bioszintézisének utolso lépése soran, a cisz-akonitaz-dekarboxildz
katalizalta reakcio soran vélhet6en felszabadulé CO; (szamitott érték).
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3.6 Reproduktivitas

A razatott lombikos fermentaciok eredményei 3-5 fliggetlen
biologiai kisérlet atlagabol szarmaznak. A kapott eredményeket Sigmaplot
szoftver (Jandel Scientific, San Jose, USA) segitségével értékeltiik ki és
abrazoltuk. A kisérletek sordn standard eltéréseket (SD) allapitottunk meg,
amelyek szintén abrazolasra keriiltek. A vizsgalt csoportok kozotti eltérés
megallapitaishoz ANOVA analizist alkalmaztunk Holm-Sidak teszttel.
Szignifikancia kritériumként p < 0,05 értéket allitottunk be.
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4. Eredmények

4.1 Itakonsav tiltermelésének vizsgalata D-xil6z szénforrason
4.1.1 Itakonsav fermentaciok mangan érzékenységnek vizsgalata

Kutatécsoportunk korabban bebizonyitotta, hogy az A. terreus
itakonsav tultermelésének stimuldlasahoz kozel teljes mangan limitaciora
van sziikség D-gliikoz szénforrason [41]. Ezért szerettiik volna tesztelni,
hogy egy teljesen eltérd biokémiai Utvonalon hasznosuld szénforrés

manganérzékenysége mennyiben tér el ettol.
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5. abra Az A. terreus siillyesztett fermentacidinak specifikus molaris
hozama xil6z- és gliikoz szénforrdson mangan gradiens fiiggvényében. A
fermentdciok razatott lombikokban jatszodtak le. A Xiléz kiindulasi
koncentracioja 50 g/l volt, a gliikozé 120 g/l.
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E célbdl razatott lombikokban mangan gradienst vettiink fel. A

xilozt gliikoz kontrollokkal allitottuk szembe (5. abra).

A legmagasabb hozamokat mindkét szénforrds esetében teljes
mangan limitacié mellett értiik el (< 3 pg/l), és mar 5 pg/l mangan jelenléte
csOkkentette a specifikus molaris hozamokat. D-xiléz esetében
statisztikailag 3 csoportot allithatunk fel. A legjobb molaris hozamot teljes
mangan limitacié mellett érjiik el (0,61), majd rogton szignifikans esés
mutatkozik 5 pg/l mangan jelenlétben, am egészen 30 pg/l koncentracioig
nem detektalunk tovabbi romlast. Ezt kovetéen 50 pg/l Mn(ll)
hozzéadasaval ismét szignifikdnsan romlik az itakonsav hozama, amely
mar vizsgalt tartomanyon beliil (1000 pg/l mangan koncentracioig) nem

mutat tovabbi csokkenést.

A teljes mangan limitacidhoz képest D-gliikkoz esetében is romlik
az itakonsav specifikus molaris hozama 0,85-6s értékr6l 0,80-ra, viszont a
szorasokat is figyelembe véve itt még nem jegyezhetiink fel statisztikailag
szignifikans csokkenést. Ezzel szemben 10 ug/l mangan koncentracio
mellett szignifikdnsan romlik a hozam, amely teljes mértékben megerdsiti
kutatocsoportunk korabbi eredményeit, miszerint a jelenlegi taptalajon,
magas kiindulasi D-gliik6z szénforrason, >5 pg/l mangan koncentracid
esetén mar nem maximalizalhatok az itakonsav hozamok [41]. 100 pg/I
mangan koncentracié a fermentlében pedig a xiloz esetében 50%-0s
visszaesést, még a glikéz esetében 40%-os hozam visszaesést
eredményezett. Elmondhat6 tehat, hogy jelen koriilmények kozott a teljes
manganlimitacio bedllitasa sziikséges a hozamok maximalizalasa

érdekében mind gliikdz, mind xil6z szénforrason.
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Az A. terreus itakonsav termelékenységének romlasat a novekvo
mangan koncentracio6 hatdsara a fungalis morfoldgia is jol visszatiikrozi (6.
abra). Teljes manganlimitaci6 mellett lekerekedett, duzzadt hifakat latunk,
mar-mar ¢élesztOkre emlékezteté morfologiaval. Ezzel szemben 5 pg/l
mangan koncentracional tobbségbe keriilnek a fonalas gombakra jellemzd
hosszl hifak, viszont kozponti duzzadt sejtek tovabbra is fellelhetok, majd
10 pg/l koncentraciotol kezdve teljesen eltiinnek. A hifaatméréket
szamszerlien lemérve is visszakapjuk ezt az eredményt (7. abra), 3-5-10
ng/l mangan koncentraciok rendre statisztikailag szignifikdnsan eltérd
csoportokat adnak, amig 10-100 pg/l kozotti koncentracidknal nincs
szignifikans eltérés a hifadtmérdkben. A két legkisebb mangan
koncentracio esetében a 24. és 48. ora kozott nem tortént szignifikans
valtozas a hifaatmérok tekintetében, amig az dsszes tobbi koncentracional

a hifak enyhe vastagodasat figyelhetjiik meg a vizsgalt 24 6ra alatt.
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24 h

48 h

6. abra A. terreus NRRL 1960 tenyészetek mikroszkopikus felvétele 50 g/l D-xil6z kiindulasi szénforras mellett,
razatott lombikban. A fotok az inokulalast kovetd 24. és 48. o6raban késziiltek.
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7. abra A. terreus NRRL hifaatméréi 50 g/l kiindulasi D-xiléz szénforras
esetén, kiilonb6zd mangan koncentracioknal. Fehér oszlopok: 24 oraval
inokulalast kdvetden, sziirke oszlopok: 48 oraval az inokulalast kovetden.
A nagybetiik (A-E) szignifikanst eltérést jelolnek a hifadatmérdkben az

crer

d) pedig 48 6ras korban. A csillaggal jel6lt fermentacioknal szignifikansan
valtoztak a hifadtmérdk 24 és 48 oras kor kozott.

4.1.2 Kezdeti szénforras koncentriacio hatasanak vizsgalata

Miutan feltartuk a xiloéz alapt itakonsav fermenticiok mangan
érzékenységét a kovetkezd felmeriild kérdés a kiindulasi szénforrés
koncentracio hatasanak vizsgalata volt. D-gliikoz esetében ugyanis 100 g/l
folotti kiindulasi koncentracid alkalmazasakor meredeken megugrik az
itakonsav  specifikus molaris hozama az alacsonyabb kiindulési

koncentraciokkal szemben. Ezért a két szénforrast razatott lombikos
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kisérletben ismét Osszehasonlitottuk egymadssal, arra a kérdésre valaszt
keresve, hogy D-xiloz alkalmazasa esetén is sikeriil-e a hozamok novelése

magasabb kiindulési szénforras koncentracidé mellett.
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8. abra Az itakonsav specifikus molaris hozama eltéré kiindulasi

fermentacié mangan limitalt koriilmények kozott zajlott le (< 3 pg/l).
Eleinte a kiindulasi szénforras koncentracidé novelésével a xiloz
alapi fermentdciok molaris hozama 1is emelkedik, a gliikdznal
megfigyelteknek hasonloan. Viszont markéns kiilonbség, hogy 5 %(w/v)-
nal tetozik az elérhetd molaris hozam xilézon (0,63), és a kiindulasi

szénforras koncentracio tovabbi novelésével egyiitt nem emelkedik tovabb.
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Tehat a glikéz szénforrds esetén jelentkezd, robbandasszerti hozam
emelkedés magasabb kiindulasi koncentracioknal nem all fenn a xiloz
alapt fermentaciok esetében. Pusztan a biokémiai utvonalakat figyelembe
véve mind gliik6z, mind xil6z szénforrason az elérhetd maximalis hozam
72 gramm itakonsav 100 gramm szénforrasbol kiindulva [57], amely
molaris hozamokra atforditva gliikoznal 1,0; xiléznal pedig 0,83-as
értéknek felel meg. Amig gliikoz szénforrason sikeriilt 0,86-os molaris
hozamot elérni, addig xil6zon kevésbé kozelitettiik meg annak maximumat
(0,63) az altalunk vélt legjobb fermentacios beallitason. A szénforrasok
teljes kimeriiléséig monitoroztuk a fermentacidkat, és ezt kdvetden
allitottuk le Oket. Felmeriil tehat a kérdés, hogy mi torténik a felhasznalt,
de nem itakonsavva alakult xilézzal. Jelenlegi ismereteink alapjan, az
itakonsav  bioszintézis utolsé reakcidja, azaz a cisz-akonitat
dekarboxilezddése soran felszabaduld CO2 visszaforgésa a folyamatba mar
nem egyértelmil [15], igy nettd veszteségként konyveljiik el. Tovabbi CO:
veszteséggel szamolhatunk a 1égzésbdl fakaddan. Erételjes szén-dioxid
produktivitasi ratdra szamithatunk a fermenticid kezdeti szakaszaban,
vagyis a biomassza képzddésekor, majd a termelési fazisban ez a rata
csokken [85]. Azonban az elméleti sikon kivont CO> utan is jelentds
szakadék mutatkozik a betaplalt szénforrds és a keletkezett itakonsav
kozott (5. tablazat). Ezért a kovetkezo feladatunk annak feltérképezése
volt, hogy vajon keletkezik szamottevd mennyiségben egy, vagy tobb
melléktermék, amik eddigi analitikai modszereink soran rejtve maradtak.
Elészor a xilitol tartalmat ellendriztiik le, ami xiléz alapi fermentaciok

jellemz6 mellékterméke [32].
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5. tablazat Az A. terreus NRRL 1960 razatott lombikos fermentacidi eltérd kiindulasi D-xiléz koncentracidok
mellett. 1-es indexii oszlopok: mért értékek. 2-es indexli oszlopok: kalkulalt értékek. A fermentaciokat a
szénforras kimeriiléséig futtattuk, majd ezt kovetden hataroztuk meg a biomassza tomegeét.

A panel
CO, Itakonsav Biomassza  Biomassza
Kiindulasi Maximalis Végso N o- L. B e
Xilitol CAD molaris eredd specifikus
D-xiléz Itakonsav DCW ketoglutarat )
. )y (g/)* o) reakciébol  hozama hozama hozama
/l /l
o o © ’ @y e Y ()
9,79+0,71 2,08+0,17 3,17+£0,1 - - 0,7 0,24 0,32 0,45
20,15+2,49 | 7,33+0,85 385+03 0,00+0,01 0,02+0,02 2,48 0,42 0,19 0,37
31,81+1,99 | 1457+1,77 467+04 0,02+0,01 0,12+0,08 4,93 0,53 0,14 0,38
51,65+1,26 | 27,45+1,32 493+04 0,05+0,01 0,32+0,14 9,28 0,63 0,1 0,34
69,97+0,26 | 37,29+1,32 746+09 0,10+0,01 0,49+0,12 12,62 0,62 0,1 0,37
91,28+1,04 | 45,71+2,85 8,01+02 0,21+0,02 0,73+0,10 15,46 0,58 0,09 0,27
110,46 £0,74 | 5397+268 849+06 0,37+0,02 1,15+0,14 18,25 0,55 0,08 0,23
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B Panel

Itakonsav ~ Biomassza .
Kiindulasi Maximalis L. B Fermentacio Szénforras Atlagos
Végsé DCW molaris eredd
D-xiloz Itakonsav hossza felvételi rata  produktivitas
(g/) hozama hozama

/l /l h /Ixh /Ixh

(9/1) (9/) (Vo) (Vo) (h) (9/1xh) (9/l<h)
9,79+0,71 2,08+0,17 3,17+0,1 0,24 0,32 72 0,14 0,03
20,15+ 2,49 7,33+0,85 3,85+0,3 0,42 0,19 96 0,21 0,08
31,81+1,99 14,57 + 1,77 4,67+0,4 0,53 0,14 96 0,33 0,15
51,65+ 1,26 27,45+1,32 4,93+0,4 0,63 0,1 120 0,43 0,23
69,97 + 0,26 37,29+1,32 7,46 +0,9 0,62 0,1 120 0,58 0,31
91,28 +1,04 45,71+ 2,85 8,01+0,2 0,58 0,09 144 0,63 0,32
110,46 £ 0,74 53,97 £ 2,68 8,49+0,6 0,55 0,08 168 0,66 0,32
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Méréseink soran viszont elenyészé mennyiségi xilitolt tudtunk
kimutatni a fermentlében. A xilitol mellett még megvizsgaltuk az itakonsav
fermentaciok egyéb gyakori melléktermékeit, amelyek tipikusan
citromsav-ciklus koztesei, mint példaul a malat, szukcinat, vagy az o-
ketoglutarat [37]. Ezek koziil a-ketoglutaratot tudtunk Kimutatni. A
kiindulasi xil6oz koncentracié gradiens iranyanak megfeleléen az o-
ketoglutarat koncentracioja is folyamatosan ndvekszik, &m ez még 110 g/

kiindulasi koncentracional is csupan 1,15 g/l értéket adott (5. tablazat).

Mivel sem a felszabaduldé CO2, sem a detektalt melléktermékek
mennyisége nem tudott kielégitd valaszt adni, hogy mivé alakult a betaplalt
szénforrds, hipotézisiink szerint a ,hidnyz6” mennyiség biomassza

képzddésre forditodott.
4.2 Stratégiak a mangan inhibicio kivédésére

Xilozzal és  gliikozzal  végzett  fermentdcidink  sordn
megkérddjelezhetetleniil bebizonyosodott, hogy a ,,mangan hatas” mindkét
szénforrason fennall a jelenlegi taptalajon. Azaz, ha legalabb 5 pg/l Mn(11)-
ion van a fermentlében, akkor a fungalis morfoldgia fonalassa valik és az
itakonsav hozama szignifikdnsan csokken, lehetetlenné téve az elméleti
maximalis hozamok megkozelitését. Tekintve, hogy a két szénforras eltérd
biokémiai utvonalon hasznosul, feltételezhetd, hogy a jelenség

szénforrastol fiiggetlen.

A manganmentesités €s a manganmentes kornyezet fenntartasa
azonban igen nehéz feladat. Hatvanyozottan igaz, ha rdzatott lombikbol

fermentorba 1épiink at. Ezért égetden sziikségessé valik olyan 11 stratégidk
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kidolgozasa, amelyek képesek elnyomni, vagy legalabb enyhiteni a
mangan jelenlétében tapasztalt, fermentacidos szempontbol vett negativ
hatasokat. Doktori 0sztondijam alatt végzett kutatasok soran fizioldgiai
megkozelitést alkalmaztam, tehat a fermentdcios taptalaj komponensek
valtoztatasaval, majd annak hatdsainak megfigyelésével probaltam

megtalalni a megfeleld iranyvonalat.

4.2.1 Foszfat koncentracio hatasa

Egyik legkézenfekvobb valasztds a foszfat koncentracid
valtoztatasa volt. Dolgozatom elején mar utaltam ra, hogy jelenlegi A.
terreus altali itakonsav taltermeltetés kutatdsa soran az egyik
legellentmondésosabb kérdés a foszfat limitdcid sziikségessége a
fermentacid soran. Optimalis kiindulasi xiléz koncentracio (50 g/l) és
manganmentes koriilmények (< 3 pg/l) mellett foszfat gradienst vettiink fel
KH2PO4 koncentracid valtoztatasaval (taptalaj tobbi Osszetevdjét lasd

anyagok és modszerek).

Pusztan a hozamokat tekintve, elsOre nem vehetiink észre hatalmas
eltéréseket (6. tablazat), azonban foszfat a koncentracio emelésével
enyhén, de tendencidzusan csokken az itakonsav specifikus molaris
hozama. Statisztikailag egy nagy blokkot kiilonithetiink el, amibdl mindkét
iranyba egy-egy vizsgalt koncentracio log ki. 0,04 g/l KH2POg4 beallitas
mellett kaptuk a legmagasabb hozamot, majd 0,06 és 0,4 g/l kozotti
koncentraci6 tartomanyban nem jegyezhetiink fel szignifikéns eltérést,
ellenben 0,8 g/l mellett tapasztaljuk -ANOVA préba altal megerdsitve- a

legrosszabb hozamot, ismét szignifikans eltérést eredményezve.
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6. tablazat Foszfat gradiens hatasa D-xiléz alapu itakonsav
fermentacional, optimalizalt kiindulési xil6z koncentracioval (50 g/l) és
teljes mangan limitacid mellett. A kontroll érték 0,1 g/l KH2PO4
koncentracio volt. A fermentaciok razatott lombikban jatszodtak le.

Itakonsav Szénforras .
KH2PO4 L. Végso Fermentacio Atlagos
molaris felvételi
koncentracio DCW hossza produktivitas
hozama rata
/l /l h /Ixh
(9/1) (Yo (9/m) (h) (@/I<h) (9/1xh)
0,04 0,61+0,01 5,52+0,17 168 0,32 0,18
0,06 0,57+0,01 5,35+0,35 144 0,37 0,19
0,08 0,59+0,01 5,07+0,15 120 0,43 0,24
0,1 0,58+ 0,02 5,06+0,38 120 0,46 0,23
0,2 0,54+0,01 6,50+ 0,54 96 0,54 0,27
0,4 0,55+0,01 7,21+0,16 96 0,59 0,28
0,8 0,53+0,01 8,57+1,10 96 0,53 0,26

Mar szabad szemmel is jol lathato eltérés a tenyészetek biomassza
koncentracioja volt. Nem meglepd modon a foszfat gradienssel n6 a DCW
értéke, azonban statisztikailag szignifikans eltérésrol csak a legmagasabb

vizsgalt foszfat koncentracio esetén beszélhetiink.

A foszfat koncentracio emelése a fermentacid felgyorsulasat is
maga utan vonja. Gyakorlatilag linedrisan emelkedik a xiloz felvételi ratdja
a foszfat gradiens novekedésével, amellyel parhuzamba lehet allitani a
produktivitast. A kilogd adatnak ismét 0,8 g/l koncentracio mutatkozik,
ekkor megtorik a gyorsulas iiteme. A foszfat tartalom tehat meghatarozza

a szénforras kimeriilésének gyorsasagat, ezaltal a (batch) fermentacio
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hosszat. A kontrollként hasznalt 0,1 g/l koncentraciondl ez 120 6rat vesz
igénybe, 0,2-0,8 g/l kdz¢é emelve a KH2PO4 koncentraciot 96 orara rovidiil
a fermentaci6 hossza, viszont 0,04 g/l esetén 168 orara nyulik el ez az
idotartam. Annak ellenére, hogy 0,04 g/l-nél kaptuk a legmagasabb
hozamot, a fermentacié jelentés meghosszabbodasa miatt nem javasolt
tovabbi kisérletekben dolgozni vele. Kontrollként ezentll is a Kuenz altal
beallitott 0,1 g/l értéket hasznaljuk [51]. A csokkentett foszfat tartalom
hatasat 0,06 g/l koncentracional vizsgaljuk, az emelt foszfat hatasat pedig
a szignifikdnsan eltér6 eredményeket kivaltdé 0,8 g/l KH2PO4

koncentracional, amely érték egybeesik az akkori szakirodalmi adatok uj,

crer

5.2.1.1 Foszfat hatasa mangan limitacié mellett, illetve mangan
jelenlétében

Kivalasztott foszfat koncentraciok hatdsat megvizsgaltuk D-xiloz
(50 g/l kiindulasi koncentracioval), illetve D-gliikoz (120 g/l kiindulasi
koncentracioval) szénforrason. A razatasokat parallel elvégeztiik teljes
mangan limitacid6 mellett (1,5 pg/l), és 10 pg/l mangan koncentracid
jelenlétében egyarant, mivel a kontroll foszfat értéken ennyi mangéin
mellett mar mindkét szénforras esetében szignifikansan romlik a hozam (5.

abra).

Nagyon hasonl6 mintazatot adnak a tenyészetek, kiilonboz6 foszfat
koncentraciok mellett a két szénforrason (9. abra). Mind xiléz, mind
gliikdz esetében nincs szignifikans kiilonbség, a hozamokat tekintve 0,06
g/1és 0,1 g/l KH2PO4beallitasoknal, beleértve a mangan limitalt és 10 pg/I

mangannal rendelkezé tenyészeteket (limitalt tenyészetet-limitalttal
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Osszehasonlitva, és manganos tenyészetet manganossal Osszehasonlitva).
Azonban, 0,8 g/l foszfat koncentracié mellett mar szignifikdnsan csdkken
az itakonsav molaris hozama, mindkét szénforrason, mindkét mangan
koncentraciot figyelembe véve, hozzatéve, hogy mangan limitacié mellett

a jelenség joval enyhébb.
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KH»PO4 koncentracio (g/l)

9. abra A. terreus NRRL 1960 itakonsav- (0szlopok) és biomassza (korok)
termelddése kiilonbozo foszfat koncentraciok mellet. Fehér oszlopok és
korok: D-xiloz szénforrason (50 g/l); sziirke oszlopok és korok: D-gliikoz
szénforrason (120 g/l); sima oszlopok ¢és iires kordk: teljes mangan
limitacio mellett; sraffozott oszlopok és homokoras korok: 10 pg/l mangan
jelenlétében. A fermentaciok razott lombikokban jatszodtak le.

Tovéabba, barmelyik foszfat koncentraciot is vizsgaljuk, minden esetben

szignifikansan romlik a hozam, ha nem limitaljuk a mangéant a rendszerben,
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viszont a legdramaibb hozam csokkenés emelt foszfat koncentracional

kovetkezik be (0,8 g/l).

A foszfat koncentracid valtoztatasara, a biomassza gyarapodésa
ellentétes modon reagal, mint az itakonsav hozamok esetében (9. abra).
hozamanak csdkkenését vonja maga utan), ugy novekszik a DCW értéke.
Majdnem teljes mértékben koveti a hozamoknal tapasztalt valtozasokat,
mindkét szénforras esetén: 0,06 és 0,1 g/l koncentracional nincs
szignifikans eltérés, fliggetleniil a mangant6l, amig 0,8 g/l mindkét
csoportban szignifikdnsan tobb biomassza termelddést eredményezett.
Minimalis kiilonbség, hogy a xilézt tekintve 0,06 és 0,1 g/l KH2PO4
koncentracional nincs eltérés a mangan limitalt, és mangant feleslegben
tartalmazo tenyészetek biomasszaja kozott, csak a legmagasabb vizsgalt
foszfat koncentracional, ameddig glikoz szénforrasnal minden esetben

szignifikansan tobb DCW keletkezik a fermentaci6 sordn, ha nem

crer

5.2.1.2 Foszfat hatasa a gombamorfolégiajara

A markans biomassza képz0dés mar szemmel is jol lathat6 az emelt
foszfat koncentracié mellett (féleg a mangéannal ellatott tenyészeteknél),
ekkor a fermentlevek erdteljes siirisodési hajlamot mutatnak, szinte
lekvarhoz hasonlova vélnak. Felmeriil a kérdés, hogy a kiilonbséget csak
az eltétr6 DCW értékek okozzdk, vagy a gomba morfologiaja is

megvaltozik a foszfat emelés hatasara.
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D-xiloz D-gliikoz
1,5 pg/l Mn(II) 10 pg/l Mn(II) 1,5 pg/l Mn(II) 10 pg/l Mn(II)

T

0,06 g/l KH,PO,

0,8 g/l KH,PO,

10. abra A. terreus fonalas gomba morfoldgiai fénymikroszkopos felvételei alacsony (0,06 g/1) és emelt (0,8 g/1)
KH2PO4 tartalom mellett razatott lombikban, 24 o6raval a leoltast kovetden.
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7. tablazat A. terreus tenyészetek atlagos pelletatmérdi kiillonbozo foszfat
¢és mangan tartalom mellett. Minden eredmény pm-ben megadva.

1,5 ng/l Mn(l1) 10 pg/l Mn(I1)
KH2PO4 koncentracio (g/1)
Leoltastol 0,06 0,1 0,8 0,06 0,1 0,8
eltelt id6
24h 66 +43 33+15 74+5 | 172+87 225+76 325+ 155
:é 48h 98+ 44 63+28 108+57|313+123 401+83 >450
DI 72h 106 +41 76+20 146+38|412+146 >450 >450
X 24h 45+10 29+22 137+81|390+110 378+89 346+ 125
% 48h 51+14 62+32 112+54| >450 450 447 £70
a 72h 78 +£43 50+24 137+36| >450 >450 >450

Makromorfologiai szinten, alacsonyabb foszfat tartalom mellett
(0,06 és 0,1 g/l) mangan limitacié alkalmazasakor duzzadt, nagyon apro,
»elesztészerli” képletekkel talalkozhatunk (10. abra). Ezzel szemben,
amennyiben mar az itakonsav hozamokat is befolydsoldé mennyiségii
mangan kerlil a rendszerbe, xiloéz szénforrason még inkdbb diszperz
micélium megjelenésii a tenyészet, amig gliik6z szénforrdson mar ,,clump”
[86] morfologia kialakulasa figyelhetd meg 24 doraval a leoltast kovetéen
(10. abra). A fermentaci6 elérehaladtaval, mindkét szénforrason kiterjedt
pelletekké [86] zarodnak a fungalis képletek (7. tablazat) mangan

jelenlétében. Mangan limitacidja mellett pedig a késébbiekben is
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megmarad a mar-mar élesztére emlékezetetd morfologia, enyhe
pelletatmérd ndvekedéssel, amelyet apro, vékony, kdzponti magbol kinovo

hifak megjelenése miatt jegyezhetiink fel.

Amennyiben emelt foszfat tartalommal (0,8 g/l) inditottunk
fermentaciot, hasonld séma lejatszodasat figyelhetjiik meg, viszont mar
mangan limitacio esetén is atlagban nagyobb pelletek alakulnak ki a foszfat
limitalt tenyészetekhez képest (7. tablazat). Mangannal ellatott
tenyészeteket vizsgalva, kirajzolodik, hogy a foszfat koncentracio
emelésével gyorsabban alakulnak ki a nagyobb atmérdjii pelletek D-xiloz
szénforrason. Glikkdz alapl, manganos fermentaciok pellettatmérdje nem
mutat akkora kiilonbséget az alacsonyabb és magasabb foszfat beallitasok
esetén, emlékezziink ra, hogy a manganos tenyészetek jelentdsen
magasabb DCW ¢értékekkel rendelkeznek (9. abra), tehat joval striibb,

tenyészetekkel allunk szemben!
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8. tablazat A. terreus tenyészetek atlagos hifadtméroi kiilonbozo foszfat és
mangan tartalom mellett. Minden eredmény um-ben megadva.

1,5 ng/l Mn(l1) 10 pg/l Mn(I1)
KH2PO4 koncentracio (g/1)
Leoltdstol | ) g 01 08 | 006 01 08
eltelt id6
24h 9,36 971 973 3,57 2,12 2,45
N 48h 8,26 10,90 9,07 4,52 2,63 3,75
g 79h 1143 1228 17,10 | 3,11 2,72 4,59
24h 7,65 10,32 10,62 | 2,33 3,20 3,07
N
g 48h 6,81 8,10 570 3,56 2,57 3,94
A o 579 770 7,4 | 263 418 325

A hifadtmérdket tanulmanyozva a donté kiilonbséget a mangan
koncentracidja hatdrozza meg (8. tablazat). A mangan limitalt
tenyészeteknél joval vastagabb hifdkat mérhetiink, mint a mangéannal
ellatott fermentaciok estében. Mindkét szénforrast figyelembe véve, a
mangan limitalt tenyészeteknél nincs szignifikdns kiilonbség, tehat
koncentraci6 valtoztatdsa nincs hatdssal a hifadtmérd vastagsagéara. Ez a
jelenség Osszhangban all a moléris hozamok valtozasaval, ahol mangéan
limitaci6 mellett elenyészé az itakonsav specifikus molaris hozamanak
valtozasa (9. abra). 10 pg/l Mn(II) koncentracioval a fermentlében ismét

egyezést talalunk a két szénforrason, viszont amig ezuttal 0,1 és 0,8 g/l
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KH2PO4 koncentracional ismételten nem jegyezhetiink fel szignifikans
eltérést, addig 0,06 g/I-nél mar szignifikans eltérés tapasztalhatd. D-xiloz
alapti fermentaciok esetében vastagabb hifakat mérhetiink a legkisebb

foszfat koncentraci6 mellett, amig D-gliilkdznal enyhén vékonyabb hifakat.

Eddigi tapasztalatainkat 6sszefoglalva tehat, a foszfat szint emelése
rontja az itakonsav hozamat (bar az alacsonyabb vizsgalt értékek mellett ez
a jelenség nem szadmottevd), egyértelmiien eldsegiti a biomassza
képzddését. Ezen feliill nem képes enyhiteni a mangan befolydsat a
rendszerre. SO6t! Minél magasabb a foszfat koncentracigja, a mangan
megjelenése a rendszerben, anndl drasztikusabban rontja a hozamot. Bar a
fermentacié felgyorsulasa a folyamat lerdvidiilésével kecsegtet, ezzel
szemben, az emelt foszfat koncentracio jelen taptalajt sokkal instabilabba

teszi.

4.2.2 Fermentlében talalhaté manganionok ellensilyozasa réz-

ionokkal

Az A. niger altali citromsav tultermeltetés tudomanyos hattere
sokkal jobban korbejart  téma, mint A. terreus altali itakonsav
taltermeltetés. Mégis, a biokémiai utvonalak, valamint a gyartési
technologia hasonlosaganak koszonhetéen az egyik vagy masik témaban
felmertild, felfedett jelenséget érdemes mankoként hasznélni, és kiprobalni

a masik témaban is [15].

Eddigi kisérleteink sordan bebizonyosodott, hogy hidba két eltérd
biokémiai utvonalon hasznosulé szénforras (D-glikéz és D-xiléz), a

tenyészetek ugyanolyan valaszt adtak a felallitott mangan gradiensre, majd

52



a foszfat koncentracié valtoztatdsra is hasonldéan reagaltak. A foszfat
koncentracid6 modositasaval nem sikeriilt enyhiteni a manganionok altal
okozott hozam romlast. S6t, annak emelése inkabb negativ hatassal volt a

hozamokra.

Ha pusztan fizioldgiai modszereket haszndlunk, mads taptalaj
Osszetevokhoz kell nytlnunk, amelyek esetlegesen képesek lennének
maszkirozni a manganionok karos hatasait. Hockertz és munkatarsai A.
niger-rel folytatott vizsgalataik soran figyeltek fel ra, hogy Cd(II)- Cu(ll)-
¢s Zn(I)-ionok adagolasaval sikeresen csokkenthetd a Mn(Il)-ionok
gomba altali felvétele, amig Mg(Il)- és Ca(Il)-ionok egyaltalan nem
fejtettek ki ilyen hatast [87]. Netik és munkatarsai altal végzett kisérletek
pedig azt sugalljak, hogy A. niger esetében a megtermelt citromsav
visszavételéhez, sejten beliili importjahoz sziikséges a manganion szerves
sav altali kelaltsaga, Cu(Il)-ionok jelenléte pedig egyenesen akadalyozza a
citrat Gjboli felvételét [88]. Mirminachi és munkatarsai tovabb vizsgaltak a
jelenséget és megallapitottak, hogy igen alacsony mangéan koncentracio
mellett (< 0,5 pug/l) nem sziikséges rézionok hozzaadasa a fermentléhez
ahhoz, hogy 80% folotti molaris konverzidt érjenek el citromsav
tultermelésekor, viszont 0,5-2 png/l Mn(Il) jelenléténél kb. 1 mg/l Cu(Il)-
ion koncentracio képes antagonizalni a Mn(II) hatasat, amig 4 ug/l Mn(lI)
esetében mar 4 mg/l-re emelve a Cu(Il) koncentracidt sem nyerhetd minden
esetben 80% fo616tti hozam [9]. Kovetkezd 1épésben tehat szerettiik volna
megvizsgalni, hogy felallithato-e analdgia az A. niger citromsav, és az A.

terreus itakonsav tltermelése soran, a fentebb leirt jelenségekre is.
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5.2.2.1 A.terreus réz toleranciajanak vizsgalata itakonsav tiltermelé

taptalajban

A kiindulési koncentraciokra adott itakonsav molaris hozamokat
leszamitva, hasonloan reagaltak az A. terreus fermentaciok a taptalaj
komponensek valtoztatdsara mindkét biokémiai utvonalon hasznosuld
szénforras esetében (D-gliikoz és D-xiloz). Ezt az allitast azonban szerettiik
volna még jobban alatdmasztani, ezért vizsgalatainkat kiterjesztettiik: D-
gliikéz és D-fruktoz szénforrassal megfigyelve a glikolitikus utvonalat, és
D-xiléz valamint L-arabindz segitségével a pentdz-foszfat utvonalat.
Minden szénforras esetében azt az optimalis kiindulasi szénforras
koncentraciot alkalmaztuk, amivel a legmagasabb itakonsav molaris
hozam érhetd el. Ez D-gliikkdz és D-fruktéz esetében 120 g/l; D-xiloz
esetében 50 g/l; L-arabindz esetében pedig 80 g/l volt. A kisérletben
résztvevd tenyészeteket két csoportra osztottuk mangan ellatottsag
szempontjabol: egy itakonsav taltermelés szempontjabol eldnyds, de
novekedés szempontjabdl hatranyos, 1,5 pg/l koncentraciot, valamint egy
biomassza gyarapodashoz megfeleld, viszont itakonsav taltermelés

szempontjabol erésen hatranyos, 300 pg/l koncentraciot allitottunk be.

Szakirodalmi adatok alapjan egyértelmii volt, hogy emelniink kell
a rézionok koncentracidjat a fermentlében. De meddig? Az Aspergillus
fajok fémion toleranciaja olykor meghdkkent6en magas [89], kivancsiak
voltunk a jelenlegi itakonsav termeld taptalajon milyen réz toleranciat
mutat az A. terreus NRRL 1960, és hogy mutatkozik-e béarmilyen
kiilonbség a glikolitikus utvonalon hasznosulo- és a pentdz-foszfat

utvonalon hasznosuld szénforrasok alkalmazasakor.
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A 300 pg/l mangan koncentracioval felvértezett tenyészetek 50
mg/l rézion koncentracio folott mutattak esést a biomassza specifikus
hozamaban (Y’xs) az L-arabinéz kivételével, ahol 100 mg/l réz
koncentracio folott kezdett el csokkenni a biomassza specifikus hozama. A
réz toleranciat tekintve kiilonbségeket vehetiink észre a glikolitikus-, illetve
a pentoz-foszfat titvonalon hasznosulé szénforrasok kozott. Az eldbbiek
esetében még kozel 1 g/l réz koncentracional allapithatjuk meg a medidn
letalis dozist (LD50), amig utobbiak esetén ez 0,75 g/l kornyéken van (9.
tablazat).
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9. tablazat Az A. terreus tenyészetek Cu(Il)-ion tolerancidja 1,5 pg/l és
300 pg/l Mn(Il) koncentracio mellett. A lombikok frissen készitett
sporaszuszpenzidval inokulaltuk. A panel: LD50 értékek kiilonboz6 kiilsé
Mn(1II) és Cu(II) koncentraciok fiiggvényében. LD50 értékek annal a Cu(II)
koncentracional keriiltek meghatarozéasra, ahol a maximalis specifikus
novekedési rata (3,3 mg/l Cu?* koncentracional mért) lefelezodott. B

panel: Az Cu?" koncentracié ahol mar a konidiosporék csirazasa nem volt

megfigyelhetd.
A panel
D-giiko6z D-fruktoz D-xiloz L-arabin6z
[300 pg/i
981 mg/l 948 mg/l 752 mg/l 734 mg/l
Mn2+]
[1,5 ng/l
105 mg/I 102 mg/I 78 mg/l 48 mg/l
Mn2+]
B panel
D-giiko6z D-fruktoz D-xiloz L-arabinoz
[300 png/l
3000mg/l. 3000 mg/l  2000mg/l 2000 mg/l
Mn2+]
[1,5 pg/l
250 mg/I 250 mg/I 100 mg/I 100 mg/I
Mn2+]
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A mangan koncentracié limitalasakor (1,5 ug/l) azonban a
specifikus biomassza hozamanak csokkenése mar 75 mg/l réz
koncentracional bekovetkezik a két hexoz szénforrds esetén, ugyanez az
esés pentdz szénforrasok esetében 25 mg/l réz koncentracional jelentkezik.
A konidiosporak réz toleranciajat tekintve hasonlé rajzolat olvashato ki:
eltérd a glikolitikus €s pentdz-foszfat itvonalon hasznosuld szénforrasok
esetében, valamint a réz toleranciat erételjesen befolyasolja a manganionok

jelenléte vagy limitacioja.

Eddigi eredményeink alapjan tehat elmondhato, hogy az A. terreus
NRRL 1960 fonalas gomba torzs réz tolerancidja igen magas folyékony
tapkozegben. Eltérd toleranciat mutat hexdz és pentdz szénforrasokon,
valamint a mangénionok limit4cidja mindkét tipusu szénforrason csdkkenti

azt.

5.2.2.2 A. terreus itakonsav termelésének vizsgalata réz gradiens

mellett

El6z6 fejezetben lathattuk, hogy az A. terreus NRRL 1960 torzs réz
tolerancidja figyelemremélto, viszont a pentdzos fermentaciok és a mangan
limitalt fermentaciok vizsgélatakor sziikds keretek kozé szorulunk.
Mirminachi altal elvégzett kisérletek azonban mintha azt sugallnék nekiink,
hogy kozel 1:1000-hez arany kell a rézionok javara, hogy sikeresen
antagonzialhato legyen a ,mangan-hatas” az A. niger citromsavas

fermentacioi esetében [9]. Ezért kisérleteink soran ezen arany folé, egészen

crer
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Az éaltalunk kontrollként alkalmazott, Kuenz &ltal optimalizalt
taptalaj réz koncentracioja 3,3 mg/l volt [51]. Mangan limitalt
tenyészeteknél éppen ennél a koncentracional értiink el a legmagasabb
molaris hozamokat (10. tablazat). A legjobb hozamot D-gliikéz
szénforrason mértiik (Yps=0,83) amelyet szorosan a masik glikolitikus
szénforras, a D-fruktoz kovetett (Yps=0,80). Pentdézok esetében nem
sikeriilt elérni ilyen magas hozamokat, teljes Osszhangban a korabbi
eredményeinkkel (5. tablazat), ahol az L-arabin6z még a D-xiloznal is
rosszabb szénforrasnak bizonyul (csupan 0,32 molaris hozam érték kontroll

réz koncentracié mellett).
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10. tablazat Itakonsav specifikus molaris hozama (Yys) egységnyi biomasszara levetitett eredd itakonsav hozam
(Ypix) és a biomassza hozama (Yxs) A. terreus NRRL 1960 torzs razatott lombikos fermentacioiban. A panel:
mangan limitacio mellett (1,5 pg/l). B panel: 300 ug/l mangan koncentracié mellett. N.n: nincs névekedés. N.
IA: nincs itakonsav termelddés.

A panel
1,5 ng/l Mn?*
D-gliikoz D-fruktoz D-xiloz L-arabinoz
Cu2+
(ma/l) Y s Ypis Y pix Y s Yois Ypix Y s ‘ Ypis ‘ Y pix Y s ‘ Ypis Y pix
0,01 0,12 0,64 3,60 0,10 0,57 3,40 0,10 0,46 3,0 0,10 0,24 3,20
1 0,14 0,70 3,80 0,12 0,77 3,60 0,12 0,56 3,80 0,11 0,32 3,30

3,3 0,16 0,83 3,90 0,15 0,80 3,80 0,15 0,58 4,90 0,14 0,32 4,20
10 0,15 0,80 3,90 0,15 0,77 3,80 0,15 0,45 4,40 0,13 0,32 4,80
25 0,15 0,81 3,80 0,15 0,76 3,80 0,11 0,41 4,80 0,11 0,29 50

50 0,15 0,79 3,50 0,14 0,76 3,50 0,08 0,38 7,10 0,05 0,30 7,90
75 0,11 0,81 4,40 0,12 0,78 4,30 0,04 N.IA - N IA 0,04 N. 1A N.IA

100 0,05 0,78 8,00 0,04 0,74 8,20 N.n., N.n., N.n., N.n., N.n., N.n.,
250 0,03 0,70 12,50 0,02 0,68 12,10 N.n., N.n., N.n., N.n., N.n., N.n.,
300 N.n., N.n., N.n., N.n., N.n., N.n., N.n., N.n., N.n., N.n., N.n., N.n.,
400 N.n., N.n., N.n., N.n., N.n., N.n., N.n., N.n., N.n., N.n., N.n., N.n.,
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10. tablazat B panel

300 pg/l Mn?*

D-gliik6z D-fruktéz D-xiléz L-arabinéz

cu?t
(ma/l) Y xis | Ypis Y pix Y s ‘ Yors Ypix Yxis ‘ Yois ‘ Y pix Y s ‘ Ypis Y pix
0,01 | 0,30 0,15 0,36 0,28 0,12 0,30 0,25 0,06 0,20 0,25 N. 1A N. 1A
1 0,31 0,31 0,75 0,29 0,29 0,70 0,29 0,06 1,10 0,30 0,02 0,60
3,3 0,32 0,36 0,81 0,33 0,34 0,75 0,30 0,09 1,40 0,28 0,03 1,20
10 0,31 0,40 1,10 0,33 0,43 0,95 0,30 0,11 1,60 0,29 0,03 1,90
25 030 051 1,80 0,30 0,48 1,50 0,31 0,17 1,90 0,29 0,03 0,50
50 0,25 0,65 2,5 0,24 0,66 2,40 0,28 0,22 2,50 0,29 N. 1A N. 1A
75 022 067 2,5 0,20 0,67 2,30 0,27 0,24 1,20 0,29 N.IA N IA
100 | 0,19 0,65 2,6 0,20 0,66 2,70 0,25 0,25 0,30 0,23 N. 1A N. 1A
250 | 0,17 0,73 3,1 0,16 0,68 3,50 0,19 N. 1A N. 1A 0,20 N. 1A N. 1A
300 | 0,16 0,82 3,8 0,15 0,71 3,60 0,17 N. 1A N. 1A 0,16 N. 1A N. 1A
400 | 0,14 0,79 3,5 0,13 0,72 3,50 0,13 N. 1A N. 1A 0,12 N. 1A N. 1A
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A hexdz alapu fermentacioknal egészen 100 mg/1 értékig emelve a
Cu(II) szintet nem csokken szignifikansan az itakonsav specifikus molaris
hozama. Pent6zok esetében viszont 75 mg/l koncentraciénal nem tudtunk
itakonsavat detektalni a fermentlében, még a fermentacio 72. 6rajaban sem,

ezért leallitottuk a kisérlet.

Erdekesség, hogy minden szénforras esetében nemcsak, hogy
megfeleld novekedést produkaltak a tenyészetek a réz- és manganionok
egyiittes limitacidjakor (Cu?* =0,01 mg/l), hanem sikeresen termeltek
itakonsavat, noha ezek a fermentaciok, D-gliikdz, és D-frukt6z esetében a
leggyengébb molaris hozamokat eredményezték. Tovabba a réz limitacidja
a fermentéciok elnyuldsat eredményezi hexdzokon. A fermentacid atlagos
hossza D-gliik6z szénforrason kontroll (3,3 mg/l) Cu(Il) koncentracid
mellett 160 6ra, a szénforras kimeriilésig, amig ugyanez atlagban 220-240
orat vesz igénybe a rézionok limitalasakor. Ez a jelenség nem kovetkezik
be D-xiloz szénforrason. K6zos jellemzonek tekinthetd, (mind glikolitikus,
mind pentoz-foszfat utvonalon hasznosuld szénforrasok esetében) a
fermentdcido meghosszabbodasa abban az esetben, ha Cu(Il) koncentraciot

kontroll szint f6l¢ emeljiik.

5.2.2.3 Magas Mn(II) koncentracio antagonizalasa Cu(Il) gradienssel

Mn(Il) koncentraci6 megemelésével (300 pg/l), minden
alkalmazott szénforrason drasztikusan romlik az itakonsav molaris hozama
(10. tablazat). A réz gradiens el6rehaladtaval azonban egyre javulnak az
elért hozamok. D-gliikéz esetében egészen visszadllithatdé a mangan

limitalt kontroll hozama, amig D-frukt6z alapu tenyészeteknél a mangan
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limitalt kontroll hozamanak kozel 90%-a visszanyerhet6. Vagyis
glikolitikus szénforrasokon sikeresen ellensulyozhatd rézionokkal a
,mangan hatds”. Ugyanez nem mondhato6 el a pentdz-foszfat ttvonalon
hasznosuld szénforrasokat vizsgalva. D-xiléozon ugyan enyhe javulas
érzékelhetd a réz-koncentracié emelésének hatasara, viszont a csupéan az
optimalizalt fermentacids beallitds mintegy fele nyerhetd vissza. 250 mg/1
Cu?" koncentracio folott pedig megakad az itakonsav termelddése. Nem
sikeriilt eredményesen itakonsavat termeltetni L-arabin6z szénforrdson
magas mangan koncentracional (300 ug/l). Alacsonyabb réz szinteknél is
elvétve tapasztalunk itakonsav képzddést, amig 50 mg/l vagy a f61¢ emelve

egyaltalan nem.

5.2.2.4 Mangan- és rézionok fermentlében valé aranyanak hatasa a

fungalis morfologiara

Korabbi kisérleteink soran, szinte mar indikatorként tudtuk
hasznalni a fermentaciok 24. 6rajaban nyert morfologiai képeket. Kontroll
réz koncentracional (3,3 mg/l) ugyanis amikor limitdltuk a mangan
mar-mar éleszté formara emlékeztetetd képleteket mutatott. Amennyiben
5 ug/l-nél tobb Mn(II)-ion keriilt a rendszerbe, akkor az A. terreus felvette
a klasszikusnak mondhatd, fonalas gomba morfologiat, vagyis vékony,
stirin elagazo, szinte a rendelkezésre allo teret teljesen betdlté hifa
haldézatokat vehettiink észre. Mindkét morfologiai megjelenés D-xilézon
és D-gliik6z szénforrason egyarant megfigyelhetd volt (6. abra). Ezért a
taptalajok ,,mangdnmentesitd” elOkezelése utdn egyfajta verifikacidként

hasznaltuk a mikroszkdpos képeket, ezzel sokszor megeldzve az ICP-MS
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tovabbi megerdsitését a pontos koncentraciokrol. A két morfologiai
megjelenést ezért egyfajta igen-nem kérdésre adott valaszként kezeltiik:
lekerekedett sejtek, tehat sikeres a mangan limitacio, vagy fonalas

morfoldgia, tehat tobb mint 3 pg/l Mn(II) van a fermentlében.

Az elézdekben leirtak fliggvényében elészor némi bosszankodasra,
majd meglepetésre adott okot, amikor mangan limitalt tenyészeteknél
Cu(Il) gradienst vettiink fel (11. abra). Lathato, hogy ha a 3,3 mg/1 kontroll
szint ala vissziik a Cu(Il) koncentraciot a morfoldgia a fonalas megjelenés
fel¢ toldédik D-glikoz szénforrason. Ez a megfigyelés arra enged
kovetkeztetni, hogy az A. terreus altal mutatott morfoldgia nem pusztan
egy adott ion (esetiinkben a mangan) abszolut koncentracidjatol fiigg,
hanem a fermentlében 1évé ionok, és egyéb taptalaj komponensek
aranyatol. Ez a gondolatmenet teljesen beleillik Welter megfigyeléseibe
[60], ahol a CaClz koncentracié ndvelésével a morfologia fonalasrol apro,

pelletszeriire valt.

A fungalis morfoldgia kvantitativva tételéhez ismét a hifadtméro,
illetve a pelletaitmérd lemérését valasztottuk. A mangan limitalt D-
gliikézon névekvo tenyészetek a legkisebb réz koncentracional (0,01 mg/l)
alakultak ki a legkisebb atmérével rendelkezd hifak (1. Fiiggelék A panel).
A réz koncentracié emelésével egyre vastagodo hifafonalakkal taldlkozunk
egészen 25 mg/l Cu(Il) koncentracidig, ahol a tendencia megfordul, és réz

koncentraci6 tovabbi novelése ismét vékonyodd hifakat eredményez.
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1,5 pg/l Mn(II)
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11. abra A. terreus NRRL 1960 mangéan limitalt tenyészeteinek
morfoldgiai képei, D-gliikoz szénforrdson, réz-gradiens fiiggvényében a
fermentacio kezdeti szakaszaban, illetve a fermentéacio végsé szakaszaban.
A figgdleges tengelyen a tenyészetben 1évé Cu(Il)-ionok abszolut
koncentrécioja, valamint a Mn(II)- és Cu(II)-ionok egyméshoz viszonyitott
aranya olvashato.
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300 pg/1 Mn(II)
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12. abra A. terreus NRRL 1960 tenyészeteinek morfologiai képei 300 ug/l
mangan jelenlétében, D-gliikoz szénforrason, réz-gradiens fliggvényében a
fermentécid kezdeti szakaszéaban, illetve a fermentécio végso szakaszaban.
A fiiggéleges tengelyen a tenyészetben 1évé Cu(Il)-ionok abszolut
koncentracioja, valamint a Mn(l1)- és Cu(II)-ionok egymashoz viszonyitott
aranya olvashato.
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Jelentés eltéréseket tapasztalhatunk a hifadtmérdk kozott (1.
Fiiggelék A panel), és az is megfigyelhetd, hogy a 80% f6l6tti itakonsav
molaris konverziok, jellemzden a vastagabb hifaatméréknél jelennek meg
(10. tablazat A panel). Altalanossigban az is elmondhatd, hogy a

hifadtmérd értéke mar a fermentécio els6 24-48 ordjaban stabilizalodik.

Amennyiben mangannal latjuk el tenyészeteket, igen vékony,
hajszalszer(i hifakkal talalkozunk D-gliikoz szénforrason (12. abra és 1.
Fiiggelék), tobbségében 2,5 um alatti hifaatmérokkel. Azonban, ha a
novekedését tapasztalhatjuk, amely erOteljesebben jelentkezik a
fermentéacio késobbi szakaszaiban. A legmarkansabb valtozas a 300 és 400
mg/l Cu?" ellatottsag esetén figyelheté meg, amely mérés nélkiil, mar a
mikroszkopos felvételen is latszik (12. abra). Bar els6 ranézésre tipikus
fonalas morfologiat lathatunk, am jobban megfigyelve, megvastagodott,
g6bos hifakat vehetiink szemiigyre, amelyek megjelenése egyértelmiien
kiilonbozik az alacsonyabb réz koncentracidval rendelkezé ,,mangénos”

fermentacioktol.

Az itt feljegyzett adatok tovabb erdsitik azt a megfigyelést, hogy az
A. terreus siillyesztett fermentacional a morfologidt a taptalaj
komponensek egymashoz viszonyitott aranya és nem egy adott komponens
abszolut koncentracioja hatarozza meg. A magas mangan koncentracioval
rendelkezd tenyészeteknél a hifadtméré 2 pm korili értéken maradt,
amennyiben a Mn:Cu arany magasabb 1,2 x 1073 értéknél. Azonban, ha ez
az érték 1 x 1073 és 0,75 x 102 kozott mozgott, akkor a hifak jelentds

megvastagodasat jegyezhetjiikk fel, amely egyben magaval vonja az
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itakonsav specifikus molaris hozaménak jelentés novekedését is. Ezzel
szemben a mangan limitalt fermentaciokndl nem irhaté le ennyire
egyértelmii Osszefiiggés, viszont itt is leszogezhetd, hogy 1,2 x 10 arany
folé emelkedve az atlagos hifaatmérdk egyre vékonyodnak, amely szinte

mar torvényszeriien lerontja az itakonsav termelddést.

Makromorfologiai szinten magas mangan koncentracié mellett,
alacsony réz ellatottsag esetén laza hifahdlozatokat fedezhetiink fel,
amelyek a réz gradiens eldrehaladtaval ,,clump” jellegli morfologia
iranyaba tolodnak el (12. abra). Az atlagos pelletatmérdk jellemzben 350
um folotti értékeket vesznek fel ebben a tartomanyban (2. Fiiggelék).
akkor az pelletatmérok atlaga 350 pm-rél 250 um-re csokken. Mangéan
limitacio mellett pedig egyértelmiien kirajzolddik a réz gradiens hatésa, a
pelletatmérdk, konstans egyenletes csokkenést mutatnak (2. Fiiggelék és

11. abra).
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1,5 pg/l Mn(II)
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13. abra A. terreus NRRL 1960 mangéan limitalt tenyészeteinek
morfoldgiai képei, D-xiloéz szénforrdson, réz-gradiens fliggvényében a
fermentacio kezdeti szakaszaban, illetve a fermentacid végso szakaszaban.
A figgéleges tengelyen a tenyészetben 1évé Cu(ll)-ionok abszolut
koncentracioja, valamint a Mn(II)- és Cu(II)-ionok egymashoz viszonyitott
aranya olvashato.
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300 pg/l Mn(II)
24 h 48 h 96 h

€Cu(1): 0,01 mg/1

=
S
S
S
@
>
-
X
=
<
£
>

= 3
. B
S o0
Aan I o 0]
QT
£ O
Eu
(—2

(s2]

Mn:Cu x 103
CCu(Il): 10 mg/l

“ %
- E
=
X —
= =X
© B
= =
= O

S

14. abra A. terreus NRRL 1960 tenyészeteinek morfologiai képei 300 pg/l
mangan jelenlétében, D-xiloz szénforrason, réz-gradiens fiiggvényében a
fermentacio kezdeti szakaszaban, illetve a fermentacio végsé szakaszaban.
A figgdleges tengelyen a tenyészetben 1évé Cu(Il)-ionok abszolut
koncentracioja, valamint a Mn(II)- és Cu(II)-ionok egymashoz viszonyitott
aranya olvashato.
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Hasonl6 sémat figyelhetiink meg D-xil6z alapu fermentacioknal is.
Mangan inség esetén alacsony réz koncentracional jelentdsen
megnovekednek a pelletatmérok, amig a réz koncentracid emelkedésével
vastag, itakonsav tultermelésnél jellemzd ,¢élesztdszerti” képletek
megjelenése a jellemzd, annyi kivétellel, hogy alacsony réz
koncentracioknal a hifacsomok teljesen bezarddnak, kompakt pelleteket
alkotva (13. abra). A réz koncentracio emelése a pelletatmérok
csokkenésével jar (4. Fiiggelék), amely megegyezik D-gliikoz
szénforrason feljegyzettekkel. Magas mangan ellatottsag esetén (300 pg/l),
¢s alacsony réz koncentracioknal, ismét a 2 pm kortili vastagsagu hifakkal
taldlkozhatunk, amelyek a réz gradiens emelésére elkezdenek vastagodni
(3. Fiiggelék). A hifaatmérok vastagodasa pedig ismét maga utan vonja az
itakonsav specifikus molaris hozamanak emelkedését is (10. tablazat),
viszont itt a glikolitikus Gitvonalon hasznosul6 szénforrasokkal ellentétben
nem sikeriil visszaallitani az optimalis fermentacios koriilmények mellett

nyert molaris konverziot.
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5. Eredmények értékelése

Kutatomunkam megkezdésekor még viszonylag kevés adat allt
rendelkezésre arrdl hogy milyen 6sszefliggések irhatok fel az Aspergillus
terreus itakonsav tultermelése és a fermentlé manganion tartalma kozott.
Kutatécsoportunk kordbbi eredményei D-gliikéz szénforrdson valo
viselkedést targyaltak, ezért szerettilk volna megvizsgalni a manganionok
hatasat mas szénforrasokon is. Kézenfekvo valasztas a D-xiloz, mivel
eltér6 biokémiai tutvonalon hasznosul [32], valamint a ndvényi
hidrolizatumok egyik f6 alkotdja [90], amivel modellezhetévé valik az

alternativ szubsztratumokon val6 fermentacio is.

Els6 izben a két kritikus paraméternek itélt beallitast probaltuk ki
D-xil6z szénforrdson is, amelyek a Mn(Il) koncentraci6 limitdlasa (< 5
ug/l) és a magas kiindulasi szénforras koncentracio alkalmazasa (> 100 g/l)
voltak. Varakozasaink egyrészr6l megalltdk a helyiliket, masrészrol
megddltek. A D-gliikozhoz hasonldan a legmagasabb specifikus molaris
hozamokat a legkisebb mangan koncentraci6 mellett, vagyis a
laboratoriumunkban megvalosithato, legerdteljesebb limitacid mellett (1,5
ug/l) értiik el D-xiloz szénforrason is (5. abra). Ezen megallapitasunk arra
enged kovetkeztetni, hogy a ,,mangan-hatas” szénforras fliggetlen az A.
terreus siillyesztett-, itakonsav taltermelé fermentécioi soran. A jelenség
hatterében valosziniisithetben a fonalas morfologia kialakuldsa, a
megemelkedett biomassza értékek allnak és ennek egyenes
kovetkezménye, a reologiai viszonyok kedvezétlenné valasa, amely
erdteljesen megneheziti az amugy sem egyszeri, levegdztetés folyamatat

[52, 68, 79].
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A kiindulasi xiléz koncentracié emelésével nem sikeriilt a
gliikkoznal tapasztalt, robbanasszeri hozam emelkedést reprodukélni (8.
abra). Megjegyzendd, hogy a vizsgalt legmagasabb kiindulasi D-xil6z
koncentracional (11 %w/v) mérhettik a legtobb itakonsavat a
fermentlében, viszont ez egyszerlien a tobb betaplalt szubsztratumnak
kdszonhetd. Noha statisztikailag szignifikans eltérést nem irhatunk le 5-7-
9-11 %(w/v) D-xiloz tartalmu tenyészetek specifikus molaris hozamai
kozott, ennek ellenére egy trendszerli csokkenést érzékelhetiink 7%
kiindulasi koncentracié folé emelve a xildz tartalmat. Ezért az optimalis
kiindulasi D-xiléz koncentraciot 50 g/l-ben allapitottuk meg, ahol a
legmagasabb specifikus molaris hozamokat mértiik. Ennek fiiggvényében
ugy tlinik, hogy a gliik6z koncentracié emelésére adott valasz inkabb a
glikolitikus utvonal sajatsaga, mintsem az A. terreus itakonsav
tultermelésére jellemzd$ altalanos séma. A. niger esetében a D-gliikoz
koncentracid6 10%(w/v) folé emelése a piruvat-karboxildz enzim-,
masrészrol a  fruktoz-1,6-biszfoszfat képzddését stimuldlja, amely

felszabaditja a tiltermelé mechanizmust a citrat gatlasa alol [91].

Az altalunk beallitott optimum mellett sem sikeriilt megkdzeliteni
az elméleti maximalis hozamot D-xiléoz szénforrason. Pedig pusztan
elméleti sikon mozogva -a biokémiai reakciokat figyelembe véve- azonos
hozamokat kellene elérniink gliikoz- illetve xil6z alapu fermentacidkban
(15. abra.). Logikus volt feltételezni, hogy valamely melléktermék, vagy
melléktermékek halmozodnak fel a fermentlében az itakonsav rovasara, am
tovabb analizdlva a fermentlevet nem talaltunk nagyobb mennyiségben

semmilyen szennyezdt, amely magyarazhatta volna a hozamkiesést.
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L-arabinoz D-xiloz

NADPH NADPH
r NADP* N NADP
L-arabitol T Xilitol
NAD™ NADPH NAD"
NADH (NADH
L-xiluléz D-xiluléz
ATP
(ADP
D-gliik6z D-Xilul6z-5-P
ATP / N
( 7 \
ADP Wi \
Glii-6-P Fru-6-P G-3-P
B | ATP, NAD", ADP.P, | NaD\, ADP P,
ATP | ATP. NADH, H,0, ADP KATP. NADH, H,0
D-fruktéz Plru\v at Pir u\;at
Piruvit
b areap

! ADP, NADH, CO,, P,

itakonat

D-gliikéz + O, + ADP + P, + 3 NAD*= ATP + 3 NADH + 2 H,0 + CO, + itakonat

D-frukt6z + O, + ADP + P+ 3 NAD*= ATP + 3 NADH + 2 H,0 + CO, + itakont

D-xiléz + NADPH+ 3.5 NAD" + 0.83 P, + 0.83 ADP =
0.83 itakonsit + NADP'+ 3.5 NADH + 0.83 ATP + 0.83 H,0 + 0.83 CO,

L-arabinéz + 2 NADPH+ 4.5 NAD' + 0.83 P, + 0.83 ADP =
0.83 itakondt + 2 NADP*+ 4.5 NADH + 0.83 ATP + 0.83 H,O + 0.83 CO,

15. abra Az itakonsav termelddés egyszeriisitett sémaja A. terreus fonalas
gombaban. Az d4bra intermedierjei egyiitthatok nélkil keriiltek
feltlintetésre. A pontos mennyiségek az egyenletekben szerepelnek.
Roviditések: Gli-6-P: glikéz-6-foszfat; Fru-6-P: frukt6z-6-foszfat; D-
xilul6z-5-P: D-xilul6z-5-foszfat; G-3-P: glicerinaldehid-3-foszfat.

Szakirodalmi adatok alapjan, az Aspergillus nemzetségben a D-

xil6z metabolikus fluxus szabalyozasért nagy mértékben a NADPH-fiiggd
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xiloz reduktaz enzim a felelds, amely az utvonal els6 1épése [92]. Mivel
csak nyomnyi mennyiségli xilitol intermediert sikeriilt kimutatnunk a
fermentlébdl, feltételezhetjiik, hogy valoban xildoz reduktdz katalizalta
reakcid a sebességmeghatarozé 1épés, amelyet sokkal inkabb a NADPH
hiany limitalhat. Korabban, az A. nidulans-ban leirt NADH-kinaz enzim
overexpresszioja képes volt novelni a NADPH/NADH aranyt, amely
eldsegitette a novekedést D-glitkozon [93]. Szamitasaink szerint viszont ez
nem 4allnd meg a helyét xilozon vald taltermeltetés esetében, hiszen
felemésztené a citoszolban termel6dott NADH tobb mint felét, igy a sejtek
még kevesebb energidhoz jutnanak D-xildézon valé ndvekedéskor. Singh és
munkatarsai A. nidulans esetében leirtak, hogy amennyiben nitrat talalhato
a taptalajban, akkor mind a gliik6z-6-foszfat-dehidrogenaz, a 6-
foszfogliikonat-dehidrogendz, illetve izocitrat-dehidrogendz aktivitasa
megemelkedik szamos szénforrason, beleérve a xilozt is [94].
Feltételezziik, hogy A. terreus esetében is hasonlo jelenség jatszodhat le. A
NADPH nélkiilozhetetlen az anabolikus felépitd folyamatokhoz, igy
amennyiben a xiloz reduktaz mitkkodése elvonja azt, csokkentheti a sejtek
novekedéséhez sziikséges metabolitok képzddését is. Eredményeink azt
sugalljak, hogy gy lehetne hatékonyan ndvelni az itakonsav specifikus
molaris hozamanak a mértékét D-xiléz szénforrdson, ha egyben a

biomassza eredd hozamat (Yyss) is novelnénk.

Fentebb leirtak alapjan tehat olyan megoldas lendithetne xiloz
szénforrason valo fermentaciokon, amely ndveli Y s) értékét anélkiil, hogy
csokkenne az YY) érték. Az egyik lehetéség foszfoketoldz enzim

overexpresszioja. A  foszfoketoldz enzim miikodését eredetileg
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képes ¢€lesztoknél irtak le [95], a kétezres években kimutattak A. nidulans-
ban is [96], ahol az enzim overexpresszidja a biomassza eredé hozamat
0,19-r61 0,46-ra emelte [97]. A foszfoketolaz enzim a xiluldz-5-foszfatot
rogton glicerinaldehid-3-foszfatta és acetil-foszfatta hasitja. Ezzel a 2 ATP
termelddésének lehetdségét biztositja a sejtnek a késobbiekben, szemben a
kanonikus utvonallal, ahol 1 mol xilul6z-5-foszfat lebontasakor, minddssze
0,83 mol ATP szabadul fel. Természetesen a nyert 2 mol ATP fel is
hasznalodik a D-xiléz foszforilezésekor, illetve a piruvat-karboxilaz éltal
katalizalt reakcidban, teljesen egalizdlva az ATP balanszot. NADH
meérleget tekintve pedig 1 mol keletkezik xilitol-xiluloz atalakulas soran, és
tovabbi 1 mol glicerinaldehid-3-foszfat—1,3-biszfoszfo-glicerat atalakulas
soran. Azonban a citoszélban torténd acetil-CoA képzodésének lehetdsége
acetil-foszfatbol, xiléz molekulanként eggyel kevesebb NADH képz6dését
jelentené. Ne feledkezziink meg rola, hogy a citoszolban rendelkezésre all
oxal-acetat is [25], igy akar a pusztan citoszolikus itakonsav genezis is
felsejlik, amelyet Hossain €s mtsai. is evidenciaba vettek, egy citoszolban
1€v0 citrat-szintaz overexpresszidja révén [98]. Amennyiben tehat az egész
itakonsav bioszintézis a citoszolban jatszodna le, az xil6z molekuldnként 2
NADH és 0 ATP nyereséget eredményezne, végsdsoron kevesebb energiat
biztositva a sejteknek, mint a kanonikus utvonal esetében. Pusztin az
energia balanszokat figyelembe véve nem kapunk ra magyarazatot, hogy a
foszfo-ketoldz Utvonal milkodése esetén, miért novekszik a biomassza
eredd hozama, ezért azt feltételezziik, hogy a foszfo-ketolaz utvonal D-
xiloz katabolizmusa esetén kikeriilheti a pentoz-foszfat-itvonalat ezéltal

intermediereket nyerve a felépit6 folyamatokhoz.
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Miutan D-xiléz alapt fermentacidink soran kideriilt, hogy a
mangéanionok jelenlétére adott ,negativ valaszreakcid” szénforras
fliggetlen, megprobaltuk, hogy pusztan a taptalaj komponensek
valtoztatasaval enyhithetd-e ez a jelenség. Elssorban a foszfat- illetve réz
tartalom hatasat vizsgaltuk meg. A KH2PO4koncentraciot 0,1 g/l-r61 0,8 g/1
értékre emelve nem vesziink észre erételjes valtozast az itakonsav
hozamokban, teljes mangan limtiacio mellett. Azonban, mar 10 pg/l Mn(l1)
jelenléte képes megfelezni az itakonsav hozamot emelt foszfat szinten,
amig ez a jelenség nem kovetkezik be alacsonyabb foszfat tartalmak esetén.
Ezzel szemben pont ellentétes hatast figyelhetiink meg a biomassza
gyarapodasat tekintve: masfélszeresére, kétszeresére emelkedik a DCW
értéke (szénforrastol fliggden) a foszfat koncentracio emelésével. Ennek
koszonhetden a fermentlé erdteljesen viszkdzussa valik. Nem csupan a
fermentlé foszfat koncentracidja [11]. Mangan limitacio esetén kozel
kétszer akkora 4tmérdjii pelletek formalddnak 0,8 g/l KH2PO4
koncentracional, mint 0,06-0,1 g/l esetében. Mangan hozzdadasara pedig
sokkal gyorsabban alakulnak ki nagyobb atmérdjt pelletek emelt foszfaton.
Mangan és foszfat egyiittes limitacidjakor pedig a fermentacio végeéig,
apro, ¢lesztdszerli képletek maradnak, mind gliikkoz és xiloz szénforrason.
Lejeune és Baron szamitasai alapjan a gomba pellet kdzéppontjaba, a
rendelkezésre all6 oxigén kozel teljes mértékben képes bediffundalni, ha a
pelletatméréje 100-200 um kozé esik. 400 pm-nél mar csak az oxigén 40%-
a jut el a pellet kozéppontjaba, 500 um folotti pelletatmérénél pedig a
kozépen 1évo sejtek egyaltalan nem jutnak oxigénhez [99]. Ezek alapjan

még mangan limitalt tenyészeteknél végig idedlis tartomanyban maradnak
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a pelletatmérdk (7. tablazat), amig 10 pg/l Mn(Il) jelenlétében csupéan a
fermentacid elején mondhatjuk el, amit a foszfat emelése tovabb ront.
Alacsonyabb oxigén ellatottsag kovetkeztében pedig nem aktivalodik az
alternativ oxidaz, amely mikodése sziikséges az itakonsav tiltermeléséhez
[79]. A jelenséget az is jol alatamasztja, hogy irodalmi adatok alapjan,
microtiter plate alkalmazasdval még jo6 itakonsav hozamokat
eredményezett a foszfat koncentracié emelése [8], addig ugyanezt, 15
literes fermentorba atiiltetve, a pelletek tilzott novekedését eredményezte,
igy vissza kellett allitani a KH2PO4 koncentraciot az eredeti 0,1 g/1 értékre
[56]. A fermentorban feltételezhetéen a mangan beoldddasa lehetett az
egyik faktor, amely a tenyészet tulzott ndvekedését okozta az itakonsav

termel6dés rovasara.

A foszfat koncentracidé emelése tehat nem enyhitette, hanem €ppen

crer

crcr

1960 réz toleranciaja erételjes fliggést mutatott a szénforrastol és a Mn(11)-
Cu(Il) aranytol. A réz bar kisebb mennyiségben nélkiilozhetetlen
nyomelem, nagyobb mennyiségben toxicitast idéz eld, mivel lecserélheti
az enzimek kofaktorat, ezzel miikodésképtelenné téve dket, illetve reaktiv
oxigéngyokoket hozhat létre sejten beliil [100]. Ennélfogva minden
mikroorganizmusnak megfeleld apparatusa van a sejten beliili réz
koncentraci6 szabalyozasara. A fonalas gombak esetében rézionok
,.kilokését”, azaz exportjat a sejten kiviilre, ATPaz enzimek latjak el [101].

Ezen enzimek ATP felhasznalasaval képesek a tobblet rezet eltavolitani, és
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mivel sokkal erdteljesebb réz toleranciat észleltiink hexéz szénforrasokon
(D-gliikoz, D-fruktéz), mint pentézokon (D-xiléz, L-arabindz), igy
feltételezziik, hogy a tolerancia a sejt altalanos ATP ellatottsagatol fiigg. A
citromsav-ciklusig kovetve, ez 1,67 mol ATP/mol pentoz, illetve 2 mol
ATP/mol hexoz [102]. Az egyik lehetséges magyarazat tehat, a kevesebb
rendelkezésre allo6 ATP pentézon valdo fermentaciokor. Egy madsik
lehetséges magyarazat, az eltér6 NADPH redukald erd. A fiziologids
allapottol magasabb, sejten beliili réz koncentracio reaktiv oxigéngyokoket
general. Elesztok esetében kifejezetten a NADPH kofaktor igényii enzimek
magasabb expresszios szintjét figyelték meg ebben az esetben, amelyek
thioredoxin fehérjék regeneralasaért felelések [103]. A rendelkezésre allo
NADPH mennyisége pedig ismét csak alacsonyabb pentézokon
fermentalva, L-arabinéz szénforrast hasznalva pedig, még D-xil6zhoz
viszonyitva is kevesebb a sejt felhasznalhato NADPH mennyisége. Ez
szintén magyarazatot adhat arra, hogy miért L-arabin6z szénforrason

detektaltuk a legalacsonyabb réz toleranciat.

crer

ezaltal kozvetve az itakonsav termelésére is. Kutatdsaink bebizonyitottak,
hogy tobb taptalaj komponens egymashoz viszonyitott aranya, €s nem
egyetlen komponens (példaul manganionok) abszolut koncentracidja
hatarozza meg a fungalis morfologiat. Amennyiben limitaljuk a mangan
mg/l-es Cu(ll) koncentracié tartomanyban az atlagos pelletatmérd értéke

60 um vagy az alatti. Ekdzben az itakonsav specifikus molaris konverzidja
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is 80% koriili értéken mozog (ez aldl egyediili kivétel a 250 mg/l réz
koncentracional mért 70% hozam, ami valdszintileg a novekvo toxicitdsnak
tudhaté be). Amennyiben csokkentjiik a réz aranyat a pelletek atmérdje
elkezd novekedni, a hifak pedig egyre vékonyabbak lesznek. 0,01 mg/I
Cu(Il) koncentracid6 esetén pedig hidba limitdljuk a mangan
atlagban nagyobb mint 350 um, végiil csupdn 64 szazalékos molaris
konverziot eredményezve. Ezzel szemben magas mangan ellatottsag esetén
(Mn#* = 300 ung/l), 0,01-250 mg/l Cu(Il) koncentrici6 tartoméanyban a
pelletatmérék végig 350 um-es méret f61¢ nének és az elért hozam nem
elégiti ki magas konverzidji szerves savas fermentacid fogalmat (Ypss
=0,15-0,73). 300-400 mg/l Cu(Il)-iont adva a fermentléhez a pelletatmérék
atlaga pedig 250 um alatt marad a fermentaci6 végéig és a molaris
konverzidk rogton 80%-ra ugranak fel. Xiloz szénforras esetén is hasonld
séma lejatszodasat figyelhetjik meg: mangan limitacid esetén a
pelletatmérok értéke 100 um alatt marad, amig az itakonsav hozama 38-
56% kozott van. Itt a hozam esés joval hamarabb fellép, feltételezhetéen a
pentoz szénforrason tapasztalt erdsebb réz szenzitivitas miatt. A mangannal
dusitott xil6z alaptl fermentacioknal pedig végig 350 um f6lotti pelletek
alakulnak ki a leoltast kovetod 48. oraban, 30% alatti molaris konverzidkat
eredményezve, amelyek, bar javulod tendencidt mutatnak a réz gradiens
emelésére, viszont a mangan limitalt fermentdcioknal tapasztalt
konverzidkat nem sikeriil visszaallitani, feltételezhetoen a korabban

részletezett, szénforrés fliggd réz tolerancianak koszonhetden.
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6. Osszefoglalas

Doktori kutatbmunkam soran az A. terreus fonalas gomba itakonsav
termelését tanulmanyoztam kiilonbozé szénforrasokon. Kisérleteim soran
fiziologiai  megkdzelitést alkalmaztam, probaltam a  taptalaj
komponenseinek hatasait megfigyelni a fermentaciok soran. Az itakonsav
termeltetésével foglalkozo6 publikaciok meghatarozé trendje volt az elmult
évtizedben a megfeleld alternativ szénforras felkutatdsa annak érdekében,
hogy csokkenteni lehessen az itakonsav eldallitasi koltségeit. A kiillonb6zo
ndvényi hidrolizatumok raciondlis alternativ szubsztratnak tekinthetdek.
Ezért kutatdsaim sordn kiemelt figyelmet szenteltem a D-xiléz alapu
fermenticidoknak, hiszen a ndvényi hidrolizdtumok egyik {6 alkoto
komponense. A xiloéz alapu fermentaciok tanulmanyozasaval jobban
megérthetjiik a tenyészet valaszreakcioit, amelyeket kiilonbozd

hidrolizdtumok ferment4cioja soran adnak.

Kiseérleteinket a D-gliikoz és D-xil6z szénforrasok parba allitasaval
végeztik el, ezzel feltérképezve az A. terreus itakonsav termelését két
eltérd biokémiai utvonalon (glikolizis vs. pentdz-foszfat-itvonal). A
mangan érzékenység tekintetében azonos modon reagalt a gomba mindkét
szénforrason, mar 5 pg/l folottt Mn(1I) koncentracid szignifikdnsan rontja
a termelt itakonsav hozamat, vagyis az elért hozamok teljes mangan

limitacio mellett (~ 1,5 pg/l) maximalizalhatoak.

D-gliik6z esetén a 80% {616ttt molaris konverziok magas kiindulasi
szénforrds koncentracidé (> 100 g/I) mellett érhetéek el. D-xilozt

alkalmazva mar 50 g/1-nél tetdzott a hozam (Ypis=0,61), melyet a kiindulasi
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xil6z koncentracio tovabbi ndvelésével nem tudtunk tovabb javitani. Mivel
xilézon nem sikeriilt megkdzeliteni az elméleti maximalis hozamokat,
megvizsgaltuk a lehetdségét valamilyen melléktermék felhalmozodasanak,
am nagyobb mennyiségben semmilyen mellékterméket sem sikerilt
kimutatni. Egységnyi biomassza kialakitdshoz tobb szénforrasra van
szlikség xil6z alapu fermentaciok esetében, mint a gliikdz alapuaknal. Ezért
a xiloz alapu itakonsavas fermentaciok hozamat azzal lehetne novelni, ha

kozben biomassza eredé hozamat (Yyxs) is képesek lennénk javitani.

Miutan megallapitottuk, hogy manganionok jelenléte mindkét
szénforrés alkalmazasakor hasonld negativ hatast fejt ki, megkiséreltiik ugy
valtoztatni a taptalaj komponensek aranyat, hogy képesek legylink
jelenlétének negativ hatasa tovabb erdsodott. Bar teljes mangéan
limitaciojanadl nem okozott egyértelmii hozam csokkenést a foszfat
koncentracio emelése, mind D-gliikdéz mind D-xiloz alapti fermentaciokat
figyelembe véve, 10 pg/l Mn(Il) koncentracié mellett mar drasztikusan
csokkent az itakonsav hozama 0,8 g/l kiindulasi KH2PO4 hozzaadasaval:
mindkét szénforras esetén 40%-al rontva a molaris hozamot a foszfat
limitalt fermentaciokhoz képest. Tehat a foszfat koncentraciojat
mindenképpen limitalni kell a tiptalajban a sikeres itakonsav termelés

érdekében.

crer

ellenstlyoztuk a Mn(I1)-ionok hatasat D-gliikoz és D-fruktoz szénforrason.
Gliik6z esetében teljes mértékben (Ypis =0,82), amig fruktoz esetében 90%-

ban (Yps =0,72) sikertilt visszaallitani a mangan limitalt kontroll hozamat,
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300 pg/l Mn(Il) jelenlétben. Ekkor kozel ezerszeres mennyiséget kellett
adni rézionokbal (300-400 mg/1) a manganionokhoz képest. Ezzel szemben
csak mérsékelten sikeriilt enyhiteni a manganionok hozam-csokkentd
hatasat D-xiloz szénforrason: 3,3 mg/l Cu(Il) koncentracié mellett elért
9%-o0s molaris konverziot csupan 25%-ra sikeriilt emelni 100 mg/l Cu(ll)
adagolasaval, amig a mangan limitalt tenyészetek 58%-0s molaris
konverziot produkdltak. Az L-arabin6z a leggyengébb szénforrasnak
bizonyult: még teljes mangan limitacié mellett is csak 32%-o0s molaris
konverziot értink, és 300 pg/l Mn(ll) jelenlétben csak nyomnyi
mennyiségben termelt a tenyészet itakonsavat, amin a réz adagoldsa nem
segitett. Kutatasaink sordn bebizonyitottuk, hogy A. terreus NRRL 1960
réz tolerancidja szénforras fiiggd, sokkal ellenallobb hexo6zokon, mint
pentdzok esetében. A jelenség hatterében feltételezhetden a sejtek gyérebb
ATP ellatottsaga allhat pentdozokon torténd fermentacid soran. A fonalas
gombdk alapvetd réz detoxifikdldé mechanizmusa soran ATP4z enzimek,
ATP felhasznalasaval tavolitjak el a citoplazmaban felhalmoz6do tobblet
rezet [101], igy ez a mechanizmus joval kisebb hatasfoku lehet pentézokon

vald novekedéskor.

A Kiindulasi szénforras koncentracidé valtoztatdsat leszamitva,
barmelyik taptalaj komponens aranyat valtoztattuk, szembetiné, hogy az
A. terreus itakonsav tultermelése erételjesen fiigg a gomba
morfoléogidjatol. Teljes mangan limitaci6 alkalmazasakor (1,5 pg/l Mn?*) a
hifak lekerednek, megduzzadnak, 8-10 um kortili &tmérdket felvéve, amig
5 ng/l Mn(IT) koncentracional koztes morfologiat mutatnak a tenyészetek.

10 pg/l, vagy a folotti Mn(II) koncentracid esetén 2 pm atmérdji vékony,
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hosszl hifak alakulnak ki. A KH2PO4 koncentracié megemelése 0,1 g/l
értékrol 0,8 g/l-re ugyan nem befolyasolja a hifadtmérdket, és nincCs
kiilonosebb hatassal a pelletatmérokre mangéan limitacid esetén, viszont
elésegiti a nagyobb pelletek (>450 um) kialakulasat mar 10 pg/l Mn(Il)
jelenlétben. Ezt a morfologiai jelenséget a hozamok valtozasai is hiien

tikrozik.

Az optimalis fermentacios koriilmények mellett (foszfat és mangan
limitacio), 3,3 mg/l Cu(Il) hozzaadasaval a pelletek atmérdje atlagban 100
um vagy az alatti, amig a molaris konverziok 80% folottieck. Amennyiben
300 pg/l Mn(I1)-t adtunk a rendszerhez a pelletek ismét 350 pm folottiek,
gyenge hozamokkal tarsulva. Ezzel szemben amikor a réz tobblet
adagolasaval sikeriilt visszadllitani a kontroll molaris konverzidt, a pelletek

atmérdje 200 pm koriili értéken marad a fermentacié végéig.

Az eldbbieket Osszefoglalva: az igazdn magas molaris konverzidk
eléréséhez kisebb atmérdjii pelletek (maximum 200-300 um koriili),
valamint lekerekedett, vastag hifaatmérdjii sejtek tarsultak. Ezzel szemben
alacsony molaris konverzidknal rendre vékony, hosszu, elagazo hifakkal
talalkoztunk, hatalmas pelletekkel, vagy az egész fermentlevet behdl6zo
micéliummal. A megfelelé morfologia és a megfeleld sejttomeg eldsegiti,
Osszefliggésben van a gomba (alternativ)légzésével. A kevésbé viszkozus
fermentlé noveli az anyagatadasi transzfer ratdkat a fermentlében, a kisebb
atméroju pelletek belsejébe pedig konnyebben bediffundal az oxigén, és az
egyéb tdpanyagok, eldsegitve ezzel az itakonsav tultermeléshez sziikséges

,tulcsorduld” metabolizmust. Tehat az A. terreus fonalas gomba itakonsav
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tultermelése erds Osszefiiggést mutat a tenyészetek morfologiajaval, és a

sejtek altalanos energia (ATP) ellatottsagaval.
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7. Summary

During my doctoral scholarship period, itaconic acid production of
the filamentous fungus Aspergillus terreus was investigated by studying
the interplay of different media components on various carbon sources. In
the last decade, the research focus of this area fell on finding new
alternative carbon sources, in order to reduce production cost. Hydrolyzed
plant biomass can be one such alternative carbon source. Hence, D-xylose
was thoroughly investigated as sole carbon source in our experiments, as
D-xylose is one of the major component of plant hydrolysates.
Understanding the behavior of cultures on D-xylose could help to create a
model system for itaconic acid fermentations on plant biomass

hydrolysates.

D-glucose and D-xylose based fermentations were ran
simultaneously, in order to investigate two different biochemical catabolic
routes (Embden-Meyerhof-Parnas vs. pentose-phosphate pathway).
Regarding manganese(Il) ion sensitivity, A. terreus reacted in the same way
on both carbon sources. Increasing the Mn(ll) concentration over 5 pg/l
resulted in significantly decreased specific molar itaconic acid yield. Thus
molar yields are only able to reach their maximum at limiting

manganese(ll) ion concentrations (~1.5 pg/l).

D-glucose based fermentations resulted in 80% or higher specific
molar yields only if initial glucose concentration in the medium is higher
than 100 g/l. By employing D-xylose as sole carbon source, the specific

molar yield has reached the plateau at 50 g/l initial xylose concentration
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(Ypis=0.61). Additional increase in the initial xylose concentration did not
elevate this yield. Since we failed to get close to the theoretical maximal
yields on D-xylose, the possibility of byproduct formation was also
investigated. However, we did not detect any byproduct in higher amounts
in the fermentation broth. According to our hypothesis, the specific
biomass yield is lower (i.e., formation of the same amount of biomass
requires more carbon) on D-xylose compared to D-glucose. Thus, one
possible way to enhance itaconic yield on xylose based fermentations is to

enhance the specific biomass yield (Yxs).

Subsequently, we concluded that manganese(ll) ions negatively
influence itaconic acid production. To reduce this effect, variations of the
growth medium components were analyzed. Increasing the phosphate
concentration in the growth medium even strengthened the adverse effects
of manganese(ll) ions, though the phenomenon was less profound during
manganese(ll) limitation. In contrast, at 10 pg/l Mn(ll) concentration
increased phosphate levels resulted in a significant (~ 40%) drop of the
molar yield on both carbon sources compared to the phosphate limiting
conditions. We concluded that the phosphate content of the medium must

be limiting in order to achieve high-yield itaconic acid fermentations.

We successfully antagonized manganese(ll) ions by increasing the
Cu(ll) concentration in D-glucose and D-fructose containing media. In case
of D-glucose, molar yield was fully restored (Yps = 0.82), whereas 90% of
the yield achieved under manganese limiting conditions (Yps = 0.72) was
recovered on D-fructose, in the presence of 300 upg/l Mn(ll). A
Cu(ID:Mn(ll) ratio of 1000:1 (equivalent to 300-400 mg/l Cu®*) was
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required in the growth media to achieve this. However, this approach was
less successful on D-xylose as sole carbon source, as we could increase the
molar yield only to 25% with 100 mg/l Cu(ll). Using L-arabinose resulted
in the worst itaconic acid yields, as we obtained only 32% conversion under
manganese limitation, and only negligible amounts of itaconic acid was
formed in the presence of 300 pg/l Mn(I1). We also demonstrated that the
resistance of A. terreus NRRL 1960 against copper toxicity is carbon
source dependent, and displays much higher values in hexose-containing
media than on pentoses. The reason behind the phenomenon could be the
more limited ATP supply on pentose growing cultures. Filamentous fungi
mainly keep their copper homeostasis by ATPase enzymes, which remove
the excessive copper ions from the cytoplasm by consuming ATP [101].
This mechanism may function less effectively on pentose carbon sources,

than on hexoses.

High molar conversions of itaconic acid and fungal morphology
showed strong correlation to each other. Globular, rounded, swollen cells
were formed, with 8-10 um hyphal diameters, in the case of manganese
limitation (1.5 pg/l Mn2*), while semi-filamentous morphology was
observed at 5 pg/l Mn(l1). In the presence of 10 ug/l Mn(ll), or above this
concentration, the cultures formed thin, long hyphae of around 2 pm
diameter. Increasing the KH2PO4 concentration from 0.1 g/l to 0.8 g/I did
not influence hyphal diameters in general, furthermore, did not influence
pellet diameters in the case of manganese limitation, whilst supported the
formation of larger pellets (>450 um) at the presence of 10 ug/l Mn(ll).

The molar yields always reflected morphology.
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By using optimized growth media (phosphate and manganese
limitation), small pellets of 100 um (or even smaller) diameters formed at
3.3 mg/l initial Cu(Il) concentration. These cultures usually perform >80%
molar yields, while addition of 300 pg/l Mn(I) to the media resulted in the
formation of large (>350 um) pellets that give lower itaconic acid yields.
The addition of excess copper ions to the fermentation broth keeps pellet

diameters below 200 um, with fully recovered molar yields.

In conclusion, during high-yield itaconic acid fermentations, small
pellets (up to 200-300 um diameter), and globular cells with wide hyphae
were observed. In contrast, fermentations with low itaconic acid molar
yields showed thin and long hyphae, with huge pellets. The adequate
morphology and biomass concentration assist the development of a
favorable rheology in the fermented broth [104], which might correlate
with the (alternative, cyanide-resistant) respiration of the fungus. Lower
viscosity in the culture broth increases transport rates in the medium.
Oxygen and other nutrients can easier reach the center of the small pellets,
thereby supporting the overflow metabolism towards itaconic acid
production. Hence, itaconic acid production by A. terreus shows strong
dependence on the fungal morphology, and the energy level (ATP
availability) of the cells.
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10. Fiiggelék
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1. Fiiggelék D-gliikoz alapu A. terreus NRRL 1960 tenyészetek hifadtmérdinek atlaga a fermentacio kiilonbozo
idépontjaiban. A panel: manganlimitalt fermentaciok, B panel: mangannal dusitott fermentaciok. Vizszintes
tengelyen a Cu(ll)-ionok abszolut koncentracioja valamint a Mn(II)- és Cu(II)-ionok egymashoz viszonyitott
aranya olvashatd. N.n: nincs novekedés.

Fiiggelék 1 A panel

1,5 pg/l Mn?*
Cu* 0,01 1 3,3 10 25 50 75 100 250 300 400
(mg/1) ’ ’
Mn:Cu x
10° 150 15 0,45 0,15 0,06 0,03 0,02 0,015 0,006 0,005 0,00375

24 h 2,41 3,88 7,76 9,59 10,90 9,36 7,76 6,59 3,57 N.n. N.n.
48 h 3,52 4,01 6,93 9,75 11,49 11,47 7,84 5,15 4,05 N.n. N.n.
72 h 3,56 4,66 7,56 8,16 10,76 10,40 7,21 4,89 6,59 N.n. N.n.
96 h 3,95 4,46 7,88 9,15 12,77 12,68 8,08 4,71 5,63 N.n. N.n.
168 h 3,90 4,77 8,08 9,23 13,77 10,26 9,61 6,94 5,86 N.n. N.n.
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Fiiggelék 1 B panel

300 pg/l Mn?*
ey | 001 1 33 10 25 50 75 100 250 300 400
Mnl:é:g“ X1 30000 300 01 30 12 6 4 3 1,2 1 0,75
24 h 2,11 1,67 1,62 1,76 1,94 1,90 2,04 2,86 4,72 5,27 6,09
48 h 2,55 2,40 2,17 2,10 2,08 2,55 1,98 2,83 5,07 7,70 6,29
72 h 2,83 2,27 1,96 2,05 2,25 2,15 1,90 3,01 6,07 6,09 7,05
96 h 3,33 2,09 1,98 2,38 2,21 2,02 1,88 3,99 6,87 7,83 8,75
168h | 340 261 271 270 268 258 229 470 666 866 843
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2. Fiiggelék D-gliikoz alapt A. terreus NRRL 1960 tenyészetek atlagos pelletatmérdinek atlaga a fermentacio
kiilonb6z6 idépontjaiban. A panel: manganlimitalt fermentaciok, B panel: mangannal dusitott fermentaciok.
Vizszintes tengelyen a Cu(Il)-ionok abszolut koncentracidja valamint a Mn(II)- és Cu(Il)-ionok egymashoz

viszonyitott aranya olvashat6. N.n: nincs ndvekedés

Fiiggelék 2 A panel
1,5 pg/l Mn?*
cu* 0,01 1 3,3 10 25 50 75 100 250 300 400
(mg/1) ' ’
Mn:Cu x 103 150 15 0,45 0,15 0,06 0,03 0,02 0,015 0,006 0,005 0,00375

24 h 250+£29 8313 63+10 48+10 46+15 44+10 20+6 22+8 20+5 N.n. N.n.
48 h 343+£37 86+14 62+15 50+12 48+11 40+13 3010 2812 24+6 N.n. N.n.
72 h 328+£57 9618 68+19 61+21 49+14 40+17 3710 3410 28+8 N.n. N.n.
96 h 205+48 98+12 88+22 65+20 57+13 52+19 38+9 37+12 30+9 N.n N.n.
168 h 233+40 107+11 95+16 73+18 67+18 56+16 44+15 46+11 35+9 N N.n.
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Fiiggelék 2 B panel

300 pg/l Mn?*
Cu2+
ooy | 001 1 33 10 25 50 75 100 250 300 400
Mnl:é%“ X1 30000 300 01 30 12 6 4 3 12 1 075
275+ 167+ 208+ 290 + 286 + 22+ 250+
24 h 58 99 36 >350 294 + 56 64 284 + 63 56 342 + 86 125 63
48 h 5350 350  >350  >350  >350  >350  >350 5350  >350 29777i 2333;
72 h 5350 350  >350  >350  >350  >350  >350 5350  >350 2%8# 230;
96 h 5350 350  >350  >350  >350  >350  >350 5350  >350 255;* 23&*
168h | >350 >350 >350  >350  >350  >350  >350 350  >350 225?[ 234%i
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3. Fiiggelék D-xiloz alapu A. terreus NRRL 1960 tenyészetek hifaatmérdinek atlaga a fermentacio kiilonb6zo
idépontjaiban. A panel: manganlimitalt fermentaciok, B panel: mangannal dusitott fermentaciok. Vizszintes
tengelyen a Cu(ll)-ionok abszolut koncentracioja valamint a Mn(II)- és Cu(II)-ionok egymashoz viszonyitott

aranya olvashat6. N.n: nincs novekedés

Fiiggelék 3 A panel
1,5 ng/l Mn?*

Cu?*

0,01 1 3,3 10 25 50 75 100 250 300 400
(mg/1)

Mn:Cu x
10° 150 15 0,45 0,15 0,06 0,03 0,02 0,015 0,006 0,005 0,00375

24 h 2,15 2,59 3,25 5,65 8,18 7,90 7,98 N.n. N.n. N.n. N.n.
48 h 2,68 3,01 3,90 5,75 8,48 14,53 7,99 N.n. N.n. N.n. N.n.
72 h 2,88 3,24 3,96 6,22 8,96 15,72 8,54 N.n. N.n. N.n. N.n.
96 h 3,01 3,68 4,12 6,30 9,12 16,15 8,68 N.n. N.n. N.n. N.n.
168 h 3,22 3,77 4,25 6,99 9,31 14,89 9,54 N.n. N.n. N.n. N.n.
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Fiiggelék 3 B panel

300 pg/l Mn?*

Cu2+

(mg/l) 0,01 1 3,3 10 25 50 75 100 250 300 400
Mnl:g?,“ 130000 300 91 30 12 6 4 3 1,2 1 0,75
24 h 243 292 277 2,16 3,14 3,90 5,14 4,29 6,64 725 7,29
48 h 3.77 333 372 243 3,28 4,65 6,89 4,90 6,17 770 7,49
72 h 4,36 339 340 2,25 3,55 5,07 6,57 510 7,16 709 784
96 h 380 378 276 235 3,84 5,19 5,67 552 7,97 885 889
168h | 398 366 291 275 3,98 5,78 5,89 5,80 8,87 891 839
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4. Fiiggelék D-xiloz alapu A. terreus NRRL 1960 tenyészetek atlagos pelletdtmérdinek atlaga a fermentaciod
kiilonb6z6 idépontjaiban. A panel: manganlimitalt fermentaciok, B panel: mangannal dusitott fermentaciok.
Vizszintes tengelyen a Cu(Il)-ionok abszolut koncentracidja valamint a Mn(Il)- és Cu(Il)-ionok egymashoz
viszonyitott aranya olvashat6. N.n: nincs ndvekedés.

Fiiggelék 4 A panel
1,5 pg/l Mn?*
Cu?*
0,01 1 3,3 10 25 50 75 100 250 300 400
(mal/l)
Mn:Cux [ 450 15 045 0,15 0,06 003 002 0015 0,006 0005 000375
10°
24 h >350 240 B6E o4 63417 64420 35410 N Nn.  Nn. N
20 20
250+ 92+
48 h >350 85+ 10 78+ 18 60+18 40+14 N.n.. N.n.. N.n.. N.n..
34 30
265+ 108+
72 h >350 78+ 11 79 +£24 69+21 48+11 N.n.. N.n.. N.n.. N.n..
23 25
288 + 106 +
96 h >350 95+ 18 87+ 19 72+16 48+12 N.n.. N.n.. N.n.. N.n..
38 32
259 + 125 +
168 h >350 - 36 98 + 23 10020 85+21 49+14 N.n.. N.n.. N.n.. N.n..
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Fiiggelék 4 B panel

300 pg/l Mn?
Cu2+
ooy | 0011 33 10 25 50 75 100 250 300 400
Mnl:é%“ X[ 30000 300 91 30 12 6 4 3 1.2 1 075
258 + 267 + 298 + 266 = 325+ 348 +
24 h 48 99 100 68 312+48 49 301 +48 65 350+86 >350  >350

48 h >350 >350 >350 >350 >350 >350 >350 >350 >350 >350 >350

72 h >350 >350 >350 >350 >350 >350 >350 >350 >350 >350 >350

96 h >350 >350 >350 >350 >350 >350 >350 >350 >350 >350 >350

168 h >350 >350 >350 >350 >350 >350 >350 >350 >350 >350 >350
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