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Az oltasi sporakoncentracio jelentosége a szakaszos itakonsav

fermentacioban
Hiilberné Beyer Eva*, Szelényi Dorottya, Bokor Barbara, Bélafiné Baké Katalin,
Nemestothy Nandor
Pannon Egyetem, Bio-, Kornyezet- és Vegyészmérnoki Kutatod Fejleszté Kozpont,
Biomérnoki, Membrantechnikai és Energetikai Kutatdé Csoport
Veszprém, Egyetem u. 10.
*peyer.eva@mk.uni-pannon.hu

Bevezetés

A megujulé ndvényi eredetli kiindulasi anyagokbol eléallithatod, viszonylag olcséd
alapanyagok varhatéan fontos kiindulopontjat képezik a jovo vegyiparanak. Ilyen anyag az
itakonsav is, amely egy 6t szénatomos, elagazé lancu, telitetlen dikarbonsav. Az itakonsavnak
jelenleg is fontos ipari alkalmazéasai vannak, ugymint keresztkoté agens a sztirol-butadién
latexben, vagy példaul festékek és impregnaldszerek alkotoja [1]. Az itakonsavbol kiindulod
specialis vegyszerek elballitasa intenziven kutatott teriilet. Homopolimerjei, kopolimerjei
szamos teriileten igéretesek, igy a kornyezetvédelem, a funkcionalis élelmiszercsomagoldsok
terliletén; szarmazékai pedig a petrolkémiai eredetli vegyszerek kivaltasaval kecsegtetnek.

Az itakonsav eldallitdsa kizarolag biotechnolodgiai eljarassal torténik, akarcsak a
citromsavé. A jelenlegi ipari eljaras gliikoz alapon, az Aspergillus terreus fonalas gomba ¢16
sejtjeinek ,,munkajara” épiil [2].

Az ipari fermentdcioban 80 g/L koriili itakonsav koncentracio érhetd el [2], amely
laboratoriumi koriilmények kozott (analitikai reagens tisztasdgi vegyszerek felhaszndlasa
mellett) akar 160 g/L is lehet [3]. Ez azt jelenti, hogy az iparban elértnél kétszer nagyobb
koncentraciot is megtermel/tolerdl a termeld gomba, megfeleld koriilmények kozott. A
termékkoncentraciot befolyasold paraméterek koziil a fémionok — elsdsorban a mangan —
hatasat emeli ki a szakirodalom [2,3]. A hatas ellensulyozasara pedig kiilonboz6 stratégiakat
fejlesztenek, példaul a foszfat koncentracido emelése részben ellenstilyozza ezt a hatést [4].

A folyamat meghataroz6 tényezdi kozott azonban nem hagyhaté figyelmen kiviil, hogy
a termeld organizmus fonalas gomba, melyekre jellemz6 a kornyezetik hatékony
feltérképezése, és a gyors alkalmazkodas [5]. Ez az eukaridta mikroorganizmus 30
megabazispar méretli genommal rendelkezik, amely tobb, mint 10000 fehérjét kodol [6]. A
komplex szabalyozési folyamatokat még nem sikertilt teljesen feltérképezni. A konidiospdrak

sokasaga, majd a képz0do laza fonalak vagy tomorebb pelletek stirlisége visszahat a gomba
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fejlédésére [7]. Raadasul a lancként elnytld kapcsolt sejtek egyiittmitkodnek egymassal [8],
mig szomszédjaikkal nem feltétlendl.

A terjedést szolgalo konidiospora képz6 Aspergillus terreus gomba esetén adja magat,
hogy a fermentacido reprodukalhatosagat a gomba egysejtes allapotanak, a sporaknak a
felhasznalasaval biztosithatjuk, ezzel az eljarassal optimalizaljunk. A szakirodalomban gyakori
a spora szuszpenzidval torténd kdzvetlen inokulalds. Az oltas utani spdrakoncentracio egyszertii
adat altalaban, 1-106 db/ml [4,9,10] vagy 5-10° db/ml [3], amelyet valamilyen mikroszképos
szamlalokamraval hataroznak meg.

Az itakonsavval Osszefiiggésben kevés tanulmany keriilt kiadasra, mely az oltéanyag
hatasat vizsgalja a fermentacio lefutdsara. Gao és munkatérsai az inokulélési spoéraszamot, mint
a morfologiat befolydsold paramétert vizsgaltdk. Az oltdanyagot eldtenyésztették, és az
eredmények azt mutattdk, hogy 108 db/ml kiindulasi sporaszam esetén gocok, illetve pelletek
képzddtek (a lombik geometridjanak fiiggvényében), mig 10° db/ml esetén laza
micéliumhaldzat alakult ki. A 36 oras eldtenyésztett inokulumokat 10% mennyiségben
alkalmaztak fermentoros kisérletben, ahol a gocos ndvekedés esetén az itakonsav hozam
98,8%-kal tobb volt a laza micéliumosnal, 10 %-kal a pelletes novekedésiinél [11]. El-Imam és
munkatarsai klasszikus fermentacio-optimalizalds soran az itakonsav fermentacioban a
kiindulési sporaszam 10* — 10° db/ml tartoményét vizsgaltak, amelyben a toményebb oltoanyag
jobban teljesitett [12]. A paraméternek tehat 1étezhet egy optimalis tartomdnya. A nagyon
alacsony sporaszam jelentésen meghosszabbithatja a fermentaci6 adaptacids-lag szakaszat, a
tul magas spéraszam esetén viszont gatlas ald kertilhet a csirazas [13,14]. A konidiospérak
kiils6 lipidrétegében csirdazasgatldo anyagok vannak, amelyek kioldodnak, és tartdsan

késleltethetik a csiratubulusok megjelenését.

Kisérleti eredmények

Az oltasi sporaszam hatasat az itakonsav fermenticidora két razott lombikos
kisérletsorozatban vizsgaltuk. Az alkalmazott termel torzs az Aspergillus terreus DSM 826
szubszpeciesz volt, amely azonos az NRRL 1960-ként jelolt torzzsel. A kisérletek soran
itakonsav termelésre optimalizalt, analitikai tisztasagh komponenseket tartalmazo
laboratoriumi taptalajt alkalmaztunk [15], a pH-t 3,0-ra allitottuk 10 %-os kénsav oldattal. A
szénforrasként szolgalod gliikkdz kiindulasi koncentracioja 120 g/l volt. A fermenticidkat

Erlenmeyer tipusu lombikokban végeztiik, a névleges koncentracio 20 %-aig tolve, a sikrazé
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fordulatszdma 200 1/perc, az inkubacié hdmérséklete pedig 33 °C volt. A kondiosporakat az
oltbanyaghoz egyhetes burganya-dextroz agaron novesztett tenyészetekrdl nyertiik. A
kisérletek sordn a glilkdéz koncentraciot a dinitro-szalicilsavas modszerrel, az itakonsav
koncentraciot pedig HPLC-vel mértiik [16]. A széraz micéliumtomeget 3x14 ml fermentlébol
hataroztuk meg. A micéliumot 14000 1/perc fordulatszamon 10 percig centrifugaltuk,
haromszor 10 ml desztillalt vizzel mostuk, majd szaritdoszekrényben 80 °C-on 72 o6ran at
szaritottuk.

Az els6 kisérletsorozatban két spdrakoncentracidé beallitas mellett vizsgaltuk a
fermentacio lefutasat. Az oltashoz a sporakat 0,1 %-ban Tween-80 feliiletaktiv anyagot
tartalmaz6 fiziologias sooldattal szuszpendaltuk fel az oltdéanyagkészités soran, 4,5 ml
szuszpenzioval oltottunk. Az oltds utdn bealldo spérakoncentracidt tenyésztéses élocsiraszdm
(CFU = colony forming unit) meghatarozassal mindsitettiik, burgonya-dextr6z agaron torténd
tenyésztéssel, majd telepszamlalassal. Egy kiindulasi sporaszamhoz kilenc razott lombik
tartozott, egyenként 100 ml tapoldattal, melyekbdl meghatarozott idénként harmat levettiink,
¢s feldolgoztunk. A lombikokban megmértiik az itakonsav koncentraciot, a maradék glikoz
koncentraciot és a képzddott sejttomeget. A fermentacidk a gliikoz kimeriiléséig tartottak.
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1. dbra: A két kiilbnbéz6 sporakoncentrdcidval induld rdazott lombikos
fermentdciok lefutdsa

Az 1. dbran bemutatott mérési eredmények alapjan tobb paraméter lefutdsa is eltérd az

oltasi sporaszamtol fiiggéen. Az alacsonyabb spoéraszammal (1,13-10* CFU/ml) indult
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kisérletben a gliik6z koncentracidja mar a 144. 6raban 6,2+1,6 g/l-re csokkent, mig a nagyobb

koncentracioja ennek megfeleléen alakult, az elsé esetben mar a 144. 6raban 49,7+0,7 g/l-t
mértlink, amig a masodik esetben 36,5+5,3 g/l-t. Az fermentaciok ered0 hozama 0,48 g
itakonsav/g gliikoz volt a kevesebb sporaval oltasnal, és 0,35 g itakonsav/g gliikkdz a magasabb
kiilonbség mutatkozott: 1,13-10* CFU/ml oltas utani csiraszam alkalmazasaval 5,0+0,3 g/l
micélium képz6dott, mig a tobb mint két nagysagrenddel nagyobb, 6,26-10° CFU/ml-es
oltasnal 8,3+0,5 g/l, amely 40 %-kal magasabb érték. A micélium az itakonsav eldallitas esetén
melléktermék vagy hulladék, amelynek kezelésérdl gondoskodni kell. Technologiai
szempontbol a micéliumtomeg mennyiségének csokkentése pozitiv eredmény, amennyiben
nem romlik a termékhozam.

Az elsO kisérlet eredményei alapjan van egy felso oltasi sporaszam hatar, amely felett a
termékhozam romlik. Fontos eredmény, hogy a képzddo sejttdmeg mennyisége szignifikansan
megnovekszik ebben az esetben.

A masodik méréssorozatban linedris skalaji sporakoncentracio fliggvényében
vizsgaltuk az itakonsav keletkezését a gliikozbol. A 20 mL térfogatu razott lombikos
beallitdsokban minden sporakoncentraciohoz harom parhuzamos mérés tartozott. Az oltashoz
a sporaszuszpenziot tapoldattal készitettiik el, amelybe 0,01 % Tween-80-at adagoltunk, és a

higitast is ezzel az oldattal végeztik az Osszes bedllitds esetén. A  torzsoldat

crer

1. tdblazat: Oltds utdni spdraszdmok a mdsodik kisérlet razott lombikjaiban

Beallitasok 1. 2. 3. 4, 5.
Oltasi sporaszam [db/ml] | 1,1-107 8,0-10° 5,4-108 2,7-108 1,1-108
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2. dbra: Itakonsav és gliikoz koncentrdcio a razott lombikos itakonsav fermentacio
144. orajaban, az oltasi sporaszam fiiggvényében abrazolva

A fermentacio 144. o6rajaban mért adatok a 2. abran lathatok. A kisérlet eredményei
megerdsitették, hogy 1étezik olyan nagy oltasi sporaszam, mely esetén a gliikoz fogyésa és az
itakonsav képzddése lassabb litemiivé valik. A fermentacio ezen idépontjaban az eredd hozam
legalacsonyabb értékét a legnagyobb spdérakoncentracié alkalmazasakor mértiik. A vizsgalt
oltasi sporaszam tartomany also értékénél viszont a folyamat még lasstibbnak bizonyult ezuttal,
holott ebben a kisérletben csak egy nagysagrend eltérés volt az oltasi sporakoncentracid két
sz¢éls6 értéke kozott. Az eredd hozam azonban 9,5-10,5 %-kal nagyobb volt — 0,55 g itakonsav/g
gliikdz — az alacsonyabb spéraszamu oltasok esetén (1. tablazat, 4. ¢és 5. beallitas), mint a

legnagyobb oltési sporaszamnal.

Diszkusszio

A kisérleti eredmények azt mutatjak, hogy a kiindulasi csiraszdm befolyéasolja az
itakonsav képzédés dinamikajat és az eredd hozamot. Az itakonsav fermentacioban a gyakorlat
szerint a foszfor mennyiségének szabalyozasaval akadalyoz meg a gombatdmeg tulburjanzasat.
Az egy sporabol kifejlddé micélium belsé anyagtranszportot miikodtet, tehat a legaktivabb
hifacsucsoktdl tavoli, fonalas szakaszok is részt vesznek valamilyen szinten az anyagcsere-
folyamatokban. Elképzelhetd, hogy a kevesebb sporabol kialakuld biomassza hatékonyabban
alkalmazkodik a limitalt foszfor hozzaférhetoséghez, a kevesebb szamu, Osszefliggd

organizmusban felhalmozodoé tdpanyagokkal vald gazdalkodas révén.
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A két méréssorozatban kapott eredmények Osszevetésekor feltiind, hogy az elsé
kisérletben alkalmazott magasabb oltasi sporaszam a masodik kisérlet 2. és 3. értékei kozott
foglalna helyet (Id. 1. tablazat). Mig az els6 kisérletben a hozam 0,35 g itakonsav/g gliik6z volt
az ered0 hozam, a masodik kisérletben 0,52 g/g koriilinek adodna. Figyelembe kell venni
azonban, hogy a masodik kisérletnél a rendszerben még volt maradék gliik6éz, mivel a
hozamokat a 144. o6rdban mért adatokbol szamoltuk. Tovabba a sporaszdm meghatarozasi
eljarasok kiilonbsége miatt nem feleltethetok meg egymasnak a kisérletek abszolut
sporakoncentracioi. Bar a Bilirker-kamras konidiospdra-szdm meghatarozas lényegesen
gyorsabb, mint a tenyésztéses eljaras, a gyakorlatban az €l6csiraszam meghatarozas eredményei
nagyobb jelentdségliek. Az életképesség meghatarozasara elérhetdek gyors megoldasok is [17],
amelyeket egy rutin méréssorozattal érdemes a tenyésztéses modszerrel meghatarozhatd
sporaszammal Osszevetni. J6 korrelacid esetén pedig a Biirker-kamrds meghatdrozast
kiegészitve ezzel a gyorsabb ¢letképességi vizsgalattal, ellendrizhetd lesz a fermentacid inditasa
elott az oltdbanyag mindsége.

Az eredmény, hogy alacsony élécsiraszam — 10* — 10° db/ml mellett 5 g/l szaraz
micélium koncentracio képzédott a gliikoz kimeriiléséig, mig 10° — 107 db/ml tartomany esetén
8 g/l folotti értéket mértiink, ravilagit, hogy a jelenséget érdemes tovabb vizsgalni, mivel a
gomba biomassza mennyiségének csokkentése — amelyre az alacsony foszfat adagolas is

szolgal, ezzel tovabb segithetd.
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tartsanak veltink egész évben, lnnepeljiink egytitt.

A Pannon Egyetem Mérmndki Kara 2024. aprilis 16-17-18. (kedd-szerda-csiitortok)
napokon rendezi meg jubileumi tudomanyos konferenciajat MUSZAKI KEMIAI
NAPOK’24 cimmel.

A konferencia helyszine: Pannon Egyetem, Veszprém
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Mind elméleti, mind gyakorlati eredményeket is bemutato, angol- és magyar nyelvi
eléadasok és poszterek bejelentését varjuk. Lehetdséget nyujtunk témaorientalt szekciok
szervezésére 1s. A konferenciara bekiildott kiemelkedd kéziratok publikalasara a
Hungarian Journal of Industry and Chemistry folydirat nyujt lehetoséget.

Jelentkezési hatarido: 2024. marcius 24.

A konferencia programjat, valamint a jelentkezési lapot hamarosan elérhet6vé tessziik
a rendezvény honlapjan (https://mkn.uni-pannon.hu ).

A jelentkezéssel, eldadas anyagainak bekiildésével, hirdetési €s kiallitasi javaslataival,
esetleges szponzori felajanlasokkal, valamint egyéb, a rendezvénnyel kapcsolatban
barmely felmeriild kérdés esetén Klein Mdnika, a konferencia titkara készséggel all
rendelkezésre az aldbbi elérhetdségeken:

Telefon: 88/624-500

e-mail cim:  klein.monika@mk.uni-pannon.hu

Kérem forduljon hozza bizalommal.

Megtiszteld részvételére szamitunk, kérjik jelenlétével és eldadasaval emelje a
konferencia szinvonalat.

Prof. Bélafin¢ Bak6 Katalin s.k.
egyetemi tanar
a Szervezd Bizottsag Elndke
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Beszamol6 a VEAB Ipari Biotechnologiai Munkabizottsag
linnepi tléserol

2023. november 10-én, pénteken 10:00 6rakor a MTA VEAB Székhazban kertilt sor a
VEAB Ipari Biotechnoldgiai Munkabizottsag iilésére, ahol a ,,Hatranyos Helyzetii Gyermekek
Oktatasaért” alapitvany kuratoriumanak elndke, Dr. Horvath Géza adta at az 6sztondijakat az
idei Ereky Karoly Dij dijazottjainak, akik 10 perces el6adasban foglaltak Gssze nyertes
palyamunkajukat. Pénzjutalmat két cég, a FERMENTIA Kft. és a Charles River Laboratories
Hungary Kft. ajanlott fel.

Dijazottak:

Hogyor Kinga: Monoklonalis antitestek glikozildciojanak vizsgélata kapillaris
elektroforézissel és infravords spektroszkopidval (témavezetd: Hajba Laszl0)

Kovacs Szilveszter: Bioetanol eldallitasa elektrofermentacids technoldgiaval
(témavezetd: Kook Laszlo)

Kozma Bence Tamdés: Antitest-antigén kolcsonhatds kimutatdsira alkalmas
fuzios fehérje eldallitasa (témavezetd: Jankovics Hajnalka)

Nagy Kristof Bence: Sotalanitd cellak alkalmazasa vizeletbdl vald karbamid

visszanyerésre in situ elektrokémiai uredz inhibicidval (témavezetd: Kook Laszlo)

A dijazottak
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Ezt kovetéen Hiilberné Beyer Eva: Aspergillus terreus torzs alkalmazasa itakonsav
eléallitasara cimmel Osszeallitott PhD munkéjanak (témavezetok: Bélafiné Bako Katalin,
Nemestothy Nandor) miithelyvitajat tartottuk meg, ahol Dr. Hodur Cecilia professzor asszony
¢s Dr. Barta Zsolt, PhD volt a két felkért biralo.

Hiilberné Beyer Eva

Végiil a Munkabizottsag 2024. évre tervezett programjait ismertette az elnok, Dr.

Nemestothy Nandor professzor.
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PALYAZATI FELHIVAS

A Magyar Kémikusok Egyesiilete Membrantechnikai Szakosztalya
palyazatot hirdet a Louvain-la-Neuve-ben (Belgium) 2024. janius 10-14., kozott
megrendezésre kerlil6 XXXIX. Membranos Nyari Egyetemen valo részvétel
tamogatasara.

Palyazatot nyujthat be minden 30 ¢év alatti, az angol nyelvet legalabb
kozépfokon beszE€ld fiatal szakember, (egyetemi vagy Ph.D. hallgato, fiatal
kutato...), akinek tovabbi tanulményaihoz elengedhetetlentil fontos a
membrantechnologia mélyebb ismerete. A palyazat tartalmazza:

B a palydzo adatait (név, lakcim, sziil. hely, id6, végzettség, nyelvismeret,
munkahelyi cim, telefon, fax, e-mail cim...)

B r6vid (max. 10 sor) indoklast, hogy miért szeretne részt venni a rendezvényen
W realis koltségvetést a varhato kiadasokrol s egyéb forrasokrol

B szakmai Onéletrajzot, kiillonos tekintettel a "membranos" kapcsolatokra

B publikacids listat

A palyazatokat postai vagy elektronikus uton kérjiik benyujtani a kovetkezd
cimre:

Bélafiné dr. Bako Katalin
PE MK Biomérnoki, Membrantechnologiai és Energetikai Kutatocsoport
8200 Veszprém, Egyetem u. 10.
belafine.bako.katalin@mk.uni-pannon.hu

Benytjtasi hataridé: 2024. marcius 1. (a postabélyegzd legkésObbi datuma).

A benyujtott palyazatokat a Membrantechnikai Szakosztily vezetOsége
fogja elbiralni. A palyazatokra elkiilonitett 6sszesen 100.000,- Ft-ot elosztjuk a 2
legsikeresebb palydzo kozott. A tamogatast a nyertesek munkahelyére fogjuk
atutalni. A szakosztaly fenntartja maganak a jogot, hogy nem megfeleld szintii
palyazatok esetén a tamogatast visszatartsa.

A palyazat eredményét az Gijsag kovetkezd szamaban tessziik kozze.
A nyerteseket aprilis 1-ig értesitjiikk. A palyazat két nyertese vallalja, hogy
neviiket nyilvanossagra hozzuk, s a Nyari Egyetemr6l beszamolot készitenek,

melyet lapunk megjelentet. A tdmogatas felhasznalasardl a rendezvényt kdvetden
koltségelszamolast (szamlakat) kériink.

14



Membrantechnika és ipari biotechnologia XV/1 2024

KOZELGO KONFERENCIAK, KURZUSOK

9th International Conference on Organic Solvent Nanofiltration,
2024. marcius 3-7., KAUST (King Abdullah University of Science and
Technology), Szaud Arabia

https://osn2024.kaust.edu.sa/

6™ International Conference on Chemistry and Chemical Engineering
2024. marcius 21-22., Belstay Roma Aurelia, Robma, Olaszorszag
https://chemconferences.com/

International Conference on Catalysis & Chemical Engineering
2024. marcius 25-26., Barcelona, Spanyolorszag
https://scholarsconferences.com/catalysis-frontiers

Miiszaki Kémiai Napok (MKN24)
2024. aprilis 16-18., Veszprém
https://mkn.mik.uni-pannon.hu/index.php/hu/

39th EMS Summer School

2024. junius 10-14., Louvain-la-Neuve, Belgium
https://www.emsoc.eu/eventer/39th-ems-summer-school-10-14th-june-2024-
louvain-la-neuve-belgium/

18th Edition of International Conference onCatalysis, Chemical Engineering
and Technology

2024. janius 17-19., Parizs, Franciaorszag

https://catalysis-conferences.com/

14th International Conference on Ceramic Materials and Components for
Energy and Environmental Systems

2024. augusztus 18-22., Budapest

https://akcongress.com/cmceel4/
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11th International Congress on Biocatalysis
2024. augusztus 25-29., Hamburg, Németorszag
https://biocat-congress.de/

MELPRO and EuroMembrane’24
2024. szeptember 8-12., Praga (Csehorszag)
https://euromembrane2024.cz/

Aachen Membrane Colloquium (AMK)
2024. december 3-5., Aachen (Németorszag)
https://conferences.avt.rwth-aachen.de/AMK/Home.html
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