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Rovidités és fogalommagyarazat

gCDM gramm szaraz sejttomeg (Cell Dry Mass)

FBA tomegegyensuly elemzés (Flux Balance
Analysis)

Apfl génkiliités: piruvat-formiat-lidz
Aldh génkiiités: laktat-dehidrogenaz
TSB tripton szoja leves (Tryptic Soy Broth)
M9 minimal tdpoldat (Mineral 9 medium)
BHI agy-sziv infuzié (Brain Heart Infusion)
rpm fordulatszam (revolutions/minute)

ODg optikai denzitds 600 nm-en

M molaritas (mol/dm?)
RID torésmutato detektor (Refractive Index
Detector)

DAD diddasoros detektor (Diode Array Detector)
vvm térfogataram (vessel volume per minute)
BS borostyankdsav (Succinic Acid)
RT retencids id6 (Retention Time)
g/g gramm termék gramm szubsztratra

vonatkoztatott hozama
mol/mol mol termék mol szubsztratra

vonatkoztatott hozama
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Osszefoglalas

Jelenkori ¢letiink elképzelhetetlen miilanyagok nélkiil. A széles korben elterjedt
milanyagok problematikaja viszont nemcsak az eldallitas, hanem a felhasznalast kovetden a
lebomléds vagy Ujrahasznositds soran is jelentkezik. A vegyipar altal szintetizalt polimerek
jelen pillanatban még javarészt fosszilis energiahordozokra alapulnak, valamint a hulladék
kezelése révén is jelentés mennyiségli nem megijuld energiaforrast hasznalunk fel. Mindezt
szamitasba véve nyilvanvalova valik, hogy olyan moédszerek kifejlesztésére és gyakorlatba
iiltetésére van sziikség, Ggy a milanyagok eldallitdsaval, mint a termékek életciklusaval
kapcsolatban, amelyek ezen fent emlitett negativ kornyezeti hatdsokat csokkentik.

A kozelmultban a biotechnologia és a nagy ateresztoképességii technologiak rohamos
fejlodésével olyan 1) irdnyvonalakat ismerhettink meg, melyekkel az eldbbiekben
felsorakoztatott problematikdk orvosolhatok €s a vegyipart tehermentesithetik.

A borostyankdsav egy ilyen, alternativ alapmolekula, melyet bioszintetikus tton
gyartanak kiilonféle mikroorganizmusokat felhasznalva. Az iparban mar alkalmazott
természetes termeld torzsek az Actinobacillus succinogenes, Mannheimia succiniciproducens,
Basfia succiniciproducens, Saccharomyces cerevisiae, illetve az anyagcsere mérnokséggel
tervezett Escherichia coli is.

Jelen értekezésben a Basfia succiniciproducens torzset €s a hozza tartozo
szamitogépes (in silico) metabolikus modellt felhasznalva kiilonféle elemzéseket és
vizsgalatokat végeztem a torzs szaporodasat és metabolikus termelOképességét illetden. A
kutatdsomat két nagy fazisra bonthatom: elsé Iépésben az in silico metabolikus modell
bovitésére, és az ezzel vald elemzésekre fektettem a hangstlyt, mig masodik Iépésben
laboratoriumi  koriilmények kozott vizsgaltam a torzs metabolikus termeldképességét,
egészen a borostydnkdsav termelési technologiat megalapozd bioreaktorban végzett
kisérletekig. Gyakorlati kisérletek sordn széles szubsztrat spektrumot vizsgaltam
mikrolemezes kisérletekben. Ezt kdvetden nagyobb térfogatban (lombikban) elemeztem a
torzset. Végiil bioreaktorban, szabalyozott koriilményen adatokat gylijtottem a torzs
metabolikus profiljat illetden. Az innen szarmazo6 adatokat pedig, visszacsatolasként egy
ujabb szamitogépes predikcio (eldrejelzés) végrehajtdsara hasznaltam fel. Az in silico
elemzéseimbdl kideriil, hogy a modell kibdvitésével a két Ujonnan integralt szubsztrat
esetében - xildz és glicerin - is elvégezhetok mennyiségi eldrejelzések a borostyankdsav

hozamara vonatkozdan. Laborkisérleteim ramutattak arra, hogy a vizsgalt baktériumtorzs
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széles spektrumu szubsztrat hasznositd képességgel rendelkezik, valamint az alkalmazott
gazkeverék jotékony hatassal van a torzs biomassza és borostyankdsav mennyiségére.

Kutatémunkam soran a szakirodalombol rendelkezésre 4ll6 in silico modellbe (Kim és
mtsai. 2007) sikeresen integraltam a kutatds szempontjabol fontos szubsztratokat (glicerin és
xiloz), valamint ezek metabolikus utvonalait. Jelen informacidink alapjan, ezidaig a
metabolikus modell gliikéz szénforrasra volt elérhetd. Az igy bdvitett modellel valtozé
bemeneti szubsztrat felhasznalasi sebesség (gliikoz=7,7 mM gCDM'h™, glicerin=15,4 mM
gCDM'h! és xil6z=9,24 mM gCDM"'h™") mellett szamitogépes elemzések sorat végeztem el,
ahol a biomasszara kiilonboz6 ndvekedési sebességeket (gliikoz=0,3 h™', glicerin=0,448 h™' és
xil6z=0,26 h™"), mig a borostyankdsavat tekintve hasonlé kimeneti paramétereket predikaltam
gliikoz és xiloz esetén, rendre 5,57 mM gCDM'h! és 5,79 mM gCDM'h! értékkel. Glicerin,
mint bemeneti szubsztrat alkalmazasaval jelentdsen kisebb borostydnkdsav képzddési
sebesség (4,52 mM gCDM'h'") mutatkozik. Szamitdgépes predikciok eredményeit latva
elmondhatom, hogy a hangyasav képzddési sebessége volt a legmagasabb mindhirom
szubsztrat (gliikoz, glicerin és xiloz) esetében, rendre 6,88 mM gCDM'h'!, 6,49 mM
gCDM'h! és 6,97 mM gCDM'h'. Az in silico elemzésekhez kotédden elmondhatd, hogyha
a valosagban is fixalhato lenne a biomassza novekedési sebessége (n = 0,1 h') akkor a
biomassza novekedési sebességéért felelds szén fluxusokat a céltermék (borostyankdsav)
iranyaba lehetne eltolni. gy az elébbiekben targyalt borostyankdsav képzédési sebességek a
kovetkezd értékekre emelhetdk, a szubsztratok szerint: glikoz és xiloz = 12,06 mM
gCDM'h! és glicerin = 11,72 mM gCDM'h™".

A laborkisérletek eredményei alapjan elmondhatom, hogy a kutatdsom eldkisérletében
felhasznalt szubsztratok (arabindz, fruktéz, glicerin, gliikéz, inulin, laktéz, maltoz,
maltodextrin, manndz, xiléz) egy kivételével (inulin) alkalmas a Basfia succiniciproducens
baktériumtérzs nevelésére, ugy 5 g/L, mint 20 g/ szubsztratkoncentracié esetén. A
bakteridlis sejtnovekedés exponencidlis szakaszat a komplex tdpoldatok esetén 2-4 6ra kozott
figyeltem meg, mig a minimal tdpoldat alkalmazasaval 4-6 o6ra ez az id6. Kutatdsomban
tortént eldkisérletek alapjan elmondhatom, hogy az el6bbiekben targyalt szénforrasok koziil a
legnagyobb biomassza koncentraciot a xildoz, mann6z €és maltdz szubsztraton kaptam. A
komplex TSB tapoldat esetén nem tapasztaltam jelentds novekedési sebesség kiilonbséget az
5 g/L és 20 g/L koncentraciok kozott, mig BHI tapoldatban a 20 g/L szubsztratkoncentracid
bizonyult elénydsebbnek. M9 tapoldatban a vizsgalt 5-70 g/l szubsztratkoncentracios

intervallumban az 50 g/L bizonyult inhibicios hatarértéknek.
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A lombikban elvégzett kisérletekben azt lattam, hogy a TSB tépoldatban a gliikdz és
xil6z szénforrdsokon hasonld (nagy meredekségil) fajlagos novekedési sebességek voltak
jellemzok, mig a glicerinnel dusitott tapoldatban gyengébb novekedést tapasztaltam. BHI
tapoldatban a fent emlitett mindharom szénforras esetében nagy fajlagos ndvekedési
sebességet figyeltem meg. A minimal tapoldatban (M9) mindharom szubsztrat esetében
megfigyeltem 0-4 6ras adaptacios szakaszt, amit egy enyhe meredekséggel jellemezhetd 8
orés exponencialis szakasz kovet.

Bioreaktorban elvégzett kisérletek soran a gliikoz szénforrassal gazdagitott minimal
tapoldatban az anaerob koriilmény (kizardlag CO, adagolds) mutatkozott elonydsebbnek a
képzddott biomassza koncentracigjat illetden. A mikroaerob koriilmény (CO,/LEV adagolas)
a glicerin és xiloz szénforrdsok alkalmazasandl hasznosabbnak bizonyult. Borostyankdsav
hozaménak szempontjabdl a gliikkdz €s glicerin szénforrasok esetén a mikroaerob koriilmény,

mig xiléz esetén az anaerob koriilmény mutatkozott hasznosnak.
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1. Bevezetés: a kutatas jelentosége és kérdéskore

Mindennapi életiinkben a miianyagoknak kdzponti szerepiik van. A csomagolasoktol
kezdve, a kiilonféle iparokban eléallitott és hasznalt polimerek az emberiség elengedhetetlen
anyagai. Az igy eldallitott miianyagok nagy része a kémiai iparbol szarmazik, melynek
jelentds az Okoldgiai labnyoma (Geyer, Jambeck, és Law 2017). Ennek okéan sziikségessé
valik, hogy olyan modszerek ¢és eldallitdsi protokollok keriiljenek a gyakorlati
alkalmazasokba, ahol megljuld energiaforrdsok hasznalhatok a kiilonféle polimerek
eldallitasara. Mindemellett a magas borostyankdsav hozammal rendelkezd baktériumtérzsek
szamitogépes modelljeinek vizsgalata, az ezekkel torténd szimulaciok és a laboratériumban
elvégzett kisérletek kozotti Osszefliggések elemzése sziikségszertivé valik. Ugyanakkor
értekes kisérleti adatok szdrmazhatnak eddig nem vizsgalt ipari melléktermékek
Osszetételében megtaldlhatd egyszeri szénforrdsok (fruktoéz, laktéz, xiléz) Basfia
succiniciproducens torzsre tenyésztésére vald hatasabol.

A Basfia succiniciproducens baktériumtorzs €s az altala szintetizalt borostyankdsav
lehet az eldzéekben felvazolt problematikdk egy alternativ megoldasa. A borostyadnkdsavat a
vildgon szamos nagyvallalat gyartja (BASF, BioAmber, Royal DSM, Reverdia, Succinity)
kiilonféle mikroorganizmusokat és szénforrasokat felhaszndlva (Saxena €s mtsai. 2017). A
borostyankdsav 2021-es globalis piaci értéke tobb mint 158 millié dollar volt (Hariz és mtsai.
2023).

Jelen PhD értekezés irdnyvonalat az alabbiakban felsorakoztatott kérdéskorok adjak:

1. A Basfia succiniciproducens baktériumtorzsre specializalt in silico modell bovitése
alkalmas lehet glikoz mellett xiloz és glicerin alapi borostyankdsav termelés
predikciojara.

2. A kutatas kozpontjat képezd baktériumtorzs a kordbban leirtnal szélesebb spektrumu
szubsztrat hasznositod képességgel rendelkezik €s minimal tapoldat felhasznéalasaval is
megfeleld sejtndvekedést mutat

3. A fermenticiés folyamatban alkalmazott gazkeverék hatdssal van a Basfia
succiniciproducens sejtkoncentracid képzodésére €s céltermék eldallitasara.

4. Egyszeri in silico metabolikus modellek, kisérleti adatokkal alatdmasztva,

felhasznalhatok alapszintli termelési elérejelzések meghatdrozésara.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Mianyagok problematikaja

Mai vilagunk elképzelhetetlen a muanyagok vagy szerves polimerek hasznalata
nélkiil. Nagy ¢és széleskorli gyartasanak valamint felhasznaldsdnak torténete egészen az
1950-es évekre nyulik vissza. Mar a huszadik szazad elején megjelentek az elsd szintetikus
milanyagok, mint példaul a bakelit, viszont a széleskorii haszndlat csak a masodik
vilaghabort utan terjedt el. Legnagyobb felhasznalési teriilete a csomagoldiparban van.
Ennek eredményeképpen a kdzepes és nagy gazdasaggal rendelkezd orszagok telepiiléseirdl
szarmazo6 szilard hulladék szazalékos aranya 1960-t6l 2005-ig 1%-r6l 10%-ra emelkedett. A
milanyagok eléallitasdhoz hasznalt monomerek, példaul az etilén vagy propilén nagyrészt
fosszilis energiahordozokbol szarmazik (Geyer, Jambeck, és Law 2017). Az 1950-es évektol
2018-ig 2 millié tonnérél 359 millié tonnara emelkedett az eléallitott milanyag mennyisége,
ami kozel 180-szoros novekedést jelent. Vezetd gyarté orszag Kina, kozel 30%-os
részesedéssel a globalis eléallitasban, melyet Eurdpa, Eszak-Amerika és mas azsiai orszagok

kovetnek (1.Abra).

- - CIS orszagok Kina
2,6% 29,4%
E
CIS
Eurépa .
18,5% ’:‘;::
Eszak- !
Amerika Mads azsiai orszagok
17,7% 16,8%
Afrika és
Kozel-Kelet
Latin-Amerika 7,1%

4%

1.Abra Régiok és orszagok szazalékos részvétele a vilag milanyaggyartasaban -
vilagviszonylat 2020 - (Maicai és mtsai. 2020)

A BPF (British Plastics Federation) adatai alapjan az éves kdolaj 4%-a direkt iton a

milanyaggyartashoz hasznalodik fel. Mivel az eldallitasnak is megvannak a maga kdltségei,
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igy a gyartdshoz elhasznalt kdolajbol szarmazd energia is az el6bb emlitett mértékre rughat.
Tomegilikb6l addédéan a millanyagok szallitdsandl jelentésen kevesebb fosszilis
energiahordozo6 hasznalddik el. Egy masik szempont , hogy a forgalomba hozott miianyagok
szerény becslések alapjan is 40%-a egyszer hasznalatos, eldobhatd alkalmazast.
Infrastrukturalis célokra, hossza iddintervallumra gyartott milanyagok mennyisége 20-25%
kozé tehetd. A fennmaradd mennyiséget az olyan tartds felhasznaloi alkalmazasok teszik ki,
mint az elektronikai cikkekben fellelheté miianyagok, butorzatok és az autodiparban hasznalt
anyagok (2.Abra).

Egyéb

0y
17% Csomagolas

40%

MezGgazdasag
3%

Haztartési cikkek
4"0

Elektronika
6%

Autdipar
10%

EpitSipar
20%

2.Abra Ipari és nem-ipari felhasznalasi teriiletek miianyagok igénye vilagszinten (Wang és
mtsai. 2019)

A kiilonféle ipari és nem-ipari piaci szegmensek mianyag igényét megfigyelve
elmondhatjuk, hogy legnagyobb részt az egyszer hasznalatos, eldobhaté miianyagok teszik ki.
Ennek kovetkeztében a termelddott hulladék meértéke is meredeken emelkedd tendenciat
mutat. Az évek soran latott hulladék keletkezési sebességet ismerve 2050-ig a 3.Abra szerint
fog novekedni a hulladék mennyisége. Ez alapjan 9000 milli6 tonna milanyag lesz
ujrahasznositva, mig az elégetett &és hulladéklerakokba keriilt miianyag mennyisége

12000-12000 millié tonnara rag.

15


https://paperpile.com/c/no9iuQ/DCE3Q
https://paperpile.com/c/no9iuQ/DCE3Q

/25000

= Keletkezett elsédleges hulladék K
= (Osszes eldobott hulladék ’r'
Osszes elégetett hulladék K 20000
Osszes tjrahasznositott hulladék ':'
I’, ©
’ c
7 15000 <
’ o
J/ e
7 _ o]
l’ i —
s -~ et
i i 10000 =
5000

1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050

3.Abra Miianyag hulladék keletkezése és kezelése (Geyer, Jambeck, és Law 2017)

A milanyagok nagyipari gyartasanak multja rovid, igy a kornyezetre tapasztalt karos
hatdsuk még nem teljesen ismert. Annyi bizonyos, hogy a miianyagok javarésze biologiailag
nem lebomld ezért rendkiviil hosszi ideig fennmaradnak a kornyezetben. Ennek okan a
napjainkban gyartott polimerek évtizedekig, évszdzadokig vagy akar évezredekig is
fellelhetdk maradnak a természetben. Mivel a milanyagok szerkezetiikk alapjan
meghatdrozott/meghatarozatlan ideig az Okoszisztémaban maradnak, ezek lebomlasat tobb
fizikai tényezO befolyasolja (ultraibolya sugarzas, hdmérséklet, oxigén stb.). A milanyagok
biologiai lebomlasanak feltétele olyan mikroorganizmusokat igényel, melyek ebben a
folyamatban bio-katalizator szerepet vallalnak. Mindemellett a degradacido mértéke jelentdsen
fiigg a hulladék lokalizaciojatol is, hogy az a szeméttelepre, a szarazfoldi vagy a tengeri
kornyezetbe kerlil. Kovetkezésképp jelentds mennyiségli milanyag halmozodik fel a
kornyezetben, mely 0gy szemétfeldolgozasi mint kdrnyezeti karosodasokat eredményez

(Hopewell, Dvorak, és Kosior 2009).
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2.2. Borostyankosav mint megoldas

A borostyankdsavat, mas nevén szukcinsavat vagy butandisavat Georgius Agricola
1546-ban borostyanbol tisztitotta (Vilela és mtsai. 2014). Joval kés6bb, a 18. szdzadban
szenteltek nagyobb figyelmet neki amikor megallapitottdk, hogy a borostyankdsavnak ¢és
soinak funkcionalis szerepe van az emberi fejlodésben. 1858-ban Pasteur volt az aki
gyogyaszati alkalmazasokban hasznosnak mindsitette a borostyankdsavat. Nem sokkal
késébb 1886-ban a modernkori bakterioldgia uttordjének szamitod és Nobel-dijas Robert Koch
sajat magan bizonyitotta a borostyankdsav pozitiv élettani hatdsait (Harry-O’kuru, Gordon, és
Klokkenga 2015). A késobbiekben mikrobialis fermenticioval allitottdk el6 és a
mezOgazdasagban, ¢lelmiszer-, valamint gyoégyszeriparban hasznaltdk. Napjainkban a
kereskedelemben fellelhetd borostyankdsav nagy része a kémiai iparbol szdrmazik, olyan
nyersanyagokbol mint az LPG (liquefied petroleum gas - propan, butan), propilén és a kdola;.
A borostydnkdsav tobb vegyi anyag fontos prekurzora, ezek a kovetkezdk lehetnek:
adipinsav, 1,4-butandiol, tetrahidrofuran vagy gamma-butirolakton (Hyohak és Sang Yup
2006). A borostyankdsav egy olyan alapmolekula, amely eldallithatd fermentacidval,
kiilonb6z6 megujuld energiahordozokbol. A borostydnkdsavnak ¢és sojanak szadmos
felhasznalasi teriilete van, példaul hasznaljadk monomérként a kozmetikai iparban, valamint
olyan oldoszerekben, ahol azt megel6zéen kdolaj alapi vegyi anyagokat hasznaltak

(Scholten, Renz, és Thomas 2009).
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4.Abra Borostyankdsav széles spektrumu felhasznalasa (Hema N. 2018)
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A borostyankdsav az adipinsav, 1,4-butdndiol (1,4BDO), tetrahidrofurdan, maleinsav
¢s egyéb anyagok gyartasdnak prekurzoraként gyakran eléforduld vegyiilet (Pu és mtsai.
2009). Az ipar teriiletén a fent emlitett szerves vegyiiletek koziil a legnagyobb piaccal az
1,4-butandiol rendelkezik, mely kézel 2 milli6é tonna éves igényt mutat (Anthony €s mtsai.

2016).

2.2.1. Borostyankosav kémiai szintézise

Kiilonbozd katalizatorok felhasznéaldsaval, kémiai szintézissel borostyankdsav
szintetizalhatd maleinsav, maleinsav anhidrid és fumdarsav katalitikus hidrogénezésével.
Giulio és tarsai fém katalizatorokat hasznéltak és az igy kialakitott fém-karbonilcsoport
kémiai formula hozzajarult a katalitikus hidrogénezéshez. Az igy alkalmazott fémek koziil a
kovetkezOket emlithetjiik: vas, kobalt, ruténium, ozmium és iridium. Az felsorolt fémek
koziil a vas és a kobalt bizonyult alkalmasnak, mivel a tobbi harom kémiai elem magas
beszerzési ara nem tette lehetévé a folyamatban valod hasznalatukat (Giulio és Piero 1958).
Napjainkban a maleinsav borostyankdsavva torténd hidrogénezését  nemesfém-mentes
megoldassal valdsitjdk meg. A modszer eldonye a teljes aktivitas és szelektivitas, amely
megkozeliti a hagyomanyos modszereket (Zhao és mtsai. 2022). A kémiai szintézisek
kortilményeinél észrevehetd, hogy az ilyen tipusu hidrogénezések 1étrejottéhez akar tobb szaz
fok (250 °C) és oriasi nyomas (200 atm) sziikségeltetik (Heisig és mtsai. 2020). Ezek a
folyamatok viszont dragak és karos hatassal vannak a kornyezetre (Stylianou és mtsai.
2020). A fermentaciok révén bioszintetizalt borostyankdsavat nagyrészt az ¢lelmiszeriparban
hasznaljak, mig a kémiai szintézisbdl eldallitottat minden egyéb mas alkalmazésra

értékesitenek (Goldberg és Rokem 2009).

2.2.2. Borostyankdosav bioszintézise

A borostyankdsav bioszintézisére kiilonb6zé benddbdl izolalt anaerob, valamint
fakultativ anaerob baktériumot haszndlnak. Tobb mint 200 baktériumfaj ¢l a kérddzok
benddjében (Matthews ¢€s mtsai. 2019). A probiotikus tulajdonsagokkal rendelkezd
mikroorganizmusok képesek borostyankdsavva fermentalni a rendelkezésre allé kiilonb6zo
szénforrasokat. A kérddzo allatok benddjében fellelhetd redukald allapot hatdsara, a
borostyankdsav propionsavva alakul, ezért mennyiségi kimutatasa nehézkes. Mégis azon

baktériumok, melyek potencidllal birnak a borostydnkdsav bioszintéziseében, széles
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spektrumu  kutatdsi vizsgélatok targyat képezik. Tobb borostyankdsav —szintetizald
mikroorganizmust irtak mar le, ilyenek:  Actinobacillus succinogenes, Mannheimia
succiniciproducens, Ruminococcus flavefaciens, Anaerobiospirillum succiniciproducens,
Basfia succiniciproducens, Clostridium thermosuccinogenes, Klebsiella pneumoniae,
valamint rekombinans Escherichia coli (Joeri, Marjan, és Soetaert 2010). Ezen torzsek
magas hozammal termelnek borostydnkdsavat €s elenyészé mennyiségli mellékterméket.
Ezeket a mikroorganizmusokat kiilonb6z0 nagylizemi vallalatok hasznaljak a vilag tobb
orszagaban (1.Tablazat), kiilonféle szubsztratok felhasznalasa mellett.

1.Tablazat Borostyankdsav bioszintézisében érintett nagyvallalatok (Saxena és mtsai. 2017)

Felhasznalt Forgalom-
Vallalat . Szubsztrat Kapacitas Orszag ba hozatal
organizmus ,
éve
BASF - CCM Basfia Glicerin/ Kereskedelmi | Spanyol-
o ot . . 2010
(Purac) succiniciproducens Gliikoz mennyiség orszag
BioAmber -
DNP Escherichia coli Gabona, 20006y | FTANC | 90102011
Green alapu gliikoz orszag
Technology
Royal DSM . . Gliikoz/ 10000-20000 Francia-
NV - Roquette Escherichia coli keményitd t/év orszag 2011
Reverdia Saccharomyces Keményits | 10000 t/év Olasz- 2012
cerevisiae orszag
BioEnergy
International - Escherichia coli Keményitd 15000 t/év USA 2013
Myriant
Succinity  Basfia Nincsadat | 10000 vy | SPA¥Ol | 93
GmbH succiniciproducens orszag
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2.2.3.Borostyankosav eldallitasa bioreaktor rendszerekben

A biotechnolégidban nélkiilozhetetlen az olyan szabalyozott €s kontrollalt rendszerek
alkalmazasa, mint a bioreaktorok. Erzékeny mikroorganizmusok hasznalata egy-egy adott
termék eldallitasara gyorsan termék vagy pH inhibiciot okozhat, mely a technologiai
folyamat hatasfokdnak meredek csokkenéséhez vezethet. A bioreaktoroknal alkalmazott
konstans hémérséklet, pH, valamint oldott gdzok koncentracidja a folyamat stabilitasaval a
termelni kivant anyag hozamdnak noveléséhez jarul hozzd. Borostydnkdsav bioszintézisére
kiilonféle bioreaktorokat hasznalnak (Ferone és mtsai. 2019), melyek alkalmazasarél alabb

részletesebb informacidkat mutatok be.

2.2.3.1. Szakaszos iizemelésii (batch) bioreaktoros borostyankésav termelés
Legegyszerlibb modja a borostydnkdsav bioreaktoros termelésének a szakaszos
tizemelésli fermentacio. A sejtnevelés és termékképzés egy mechanikailag kevert edényben
torténik kiegészitve kiilonféle gazfazis ellatassal, valamint hiité/fiité kopennyel. Kezdeti
szubsztratkoncentracioként 20-100 g/L-rdl inditjak a folyamatot és 37-39 ‘C hémérsékleten,
valamint kozel semleges kémhatast hasznalva (pH=6,8-7,2), ezen fenti paraméterek
mikroorganizmus specifikusak (Samuelov és mtsai. 1991). Elesztégombak esetén a kémhatas
alacsonyabb értéket képvisel (Xiao és mtsai. 2014; Yuzbashev és mtsai. 2010). Altaldban
anaerob koriilmények sziikségesek a borostyankdsav bioszintéziséhez, ezt oxigénmentes
nitrogénnel vagy CO, alkalmazasaval érik el. Egyes szubsztratok elkezelést igényelnek,
mint Orlés, savas/ligos kezelés, sziirés (Wan és mtsai. 2008; Gunnarsson, Karakashev, és
Angelidaki 2014). A fermentacié idéigénye a felhasznalt organizmustol fiigg, ennek atlaga
48-100 ora. Nghiem ¢és mtsai. szakaszos iizemelésli bioreaktorban Anaerobiospirillum
succiniciproducens baktériumtorzset hasznaltak, és 50 g/L kezdeti gliikéz koncentracidval
0,98 mol/mol borostydnkdsav hozamot értek el (Nghiem és mtsai. 1997). Husz évvel késébb
Ferone és kutatocsoportja lignocelluléz alapu szubsztratokat (glilkdz-mannoéz-arabin6z-xil6z)
felhasznalva, ¢és a tapoldatot MgCOs-al kiegészitve Actinobacillus succinogenes
baktériumtdrzzsel 0,22 g/g borostyankdsav hozamot valdsitott meg (Ferone és mtsai. 2017).
2015-ben az Eszaki-tenger daniai partjairél begyiijtott mikroalga hidrolizitumot felhasznalva
50 g/L kezdd szubsztratkoncentracidval és MgCO;-al, Merlin és csapata 0,7 g/g hozammal
sikerlilt ~ borostydnkdsavat  szintetizaljon  ugyancsak  Actinobacillus  succinogenes

baktériumtorzzsel (Merlin és mtsai. 2015).
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2.2.3.2.Rataplalasos (fed-batch) iizemelésii bioreaktoros borostyankoésav bioszintézis

Rataplalasos mikodésti bioreaktorokat hasznalnak, amikor a magas kezdeti
szubsztratkoncentracid  esetlegesen  inhibicids  hatdssal lehet az  alkalmazando
mikroorganizmusra. A fermentacid soran alacsonyan tartott szubsztratkoncentracié (10-15
g/L) hozzajarulhat a borostydnkdsav hozamdnak noveléséhez. A szakaszos tiizemelésii
bioreaktorokkal megegyez0 kiindulasi szubsztratkoncentracidval, Bretz és Kabasci 1,22
mol/mol hozamot produkéltak fed-batch fermentacioval, (40 g/L gliikdz rataplalassal)
Anaerobiospirillum succiniciproducens baktériumtorzzsel (Bretz és Kabasci 2012). Yu-Peng
¢s munkatarsai Actinobacillus succinogenes CGMCC1593 baktériumtorzset hasznalva a
0,75 g/g hozamban borostyankdsavat termeltek (Yu-Peng és mtsai.  2008). Yan és
kutatocsoportja a szennyviztisztitdsbol ismeretes és nagy hatékonysagnak orvendd toltott
agyas reaktorokat (fixalt toltettel rendelkezd bioreaktorok) hasznalta, ahol négy egymast
kovetd rataplalasi ciklussal 98,7 g/L borostyankdsav koncentracidt sikeriilt megvalositania,
0,89 g/g hozammal (Yan és mtsai. 2014). Ugyancsak fixalt toltetli bioreaktort hasznalva
Chong ¢és csapata Yarrowia lipolytica szukcinat dehidrogendz génjének eliminalt mutans
torzsével, 100 g/L glicerin szubsztrat alkalmazasaval 198,2 g/L borostyankdsav koncentraciot
ért el, mely az addig tartott legmagasabb megvalositott céltermék koncentraciot jelentette

(Chong és mtsai. 2017).

2.2.3.3. Folytonos iizemii bioreaktorok borostyankésav eloallitasara

A szakaszos, valamint ratdplalasos bioreaktorokkal szemben a folytonos lizemelésii
rendszerek tobb eldnnyel is rendelkeznek. Elsésorban a folytonos iizemelés mellett, egy
inokulum elegendd egy hossz iddn at tarté fermentdciéra. Masodikként emlitheté az
ugyancsak folytonos mikddésbdl szarmazo joval kevesebb sterilizalasi id6. Nem
utolsdsorban, a megfeleld higitasi sebességgel megeldzhetd a szubsztrat és termék inhibicio,
mely az altalanos termelékenység novekedéséhez jarulhat hozza. A két leggyakrabban
alkalmazott folytonos ilizemelésli bioreaktor technoldgia az immobilizalt sejtes és sejt
visszanyeréses modszer. E technologidk kifejlesztésének mozgatéorugdja a céltermék
hozaménak novelése. Ilyen folytonos lizemelésii bioreaktorban Actinobacillus succinogenes
torzset hasznalva 60 g/L gliikkdz szubsztrattal, 0,02 h' higitasi sebességgel 0,75 mol/mol
hozamot szamitottak (Bradfield és Nicol 2016b). Ugyancsak az el6zéekben emlitett
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baktériumtorzset és kukoricakeményitét felhasznalva 0,9 g/g hozamot produkaltak 0,054 h!
higitdsi sebességgel (Maharaj, Bradfield, és Nicol 2014). Megfigyelték, hogy a
borostyankésav hozama (biomasszdra vonatkoztatva) a tapoldatban, a fermenticié soran
mindségi atalakuldson ment 4at. Ennek az atalakulasnak koszonhetéen a megvaltozott
paraméterek, olyan hatdssal voltak a torzsre, mely a borostyankdsav szintézisének
csokkenéséhez vezetett. Ferone és munkatarsai folytonos iizemelésti rendszerben 0,54 h’
higitasi sebességgel gliikoz (50 g/ koncentracidban) szubsztraton 0,98 g/g hozammal

termeltek borostyankdsavat Actinobacillus succinogenes baktériumtorzsben (Ferone €s mtsai.

2018).

2.2.3.4. Borostyankdsav bioszintézise megujulé energiaforrasokbdl

Tobb kutatds i1s aldtamasztja, hogy az ilizemi hulladékok ¢és melléktermékek
(sajtgyartasbol szarmazo savo, biodizel gyartasabol szarmazo glicerin, cukornad melasz,
gabona Orlésébdl szarmazo melléktermékek), a lignocelluldz alapu anyagok (cukornad rostos
maradvanya, kukoricarost és kukoricacsutka, pamut gyartasbol szarmazo szerves, rostos
hulladék) és a mikroalga hidrolizdtumok hozzdjarulnak a borostyankdsav eldallitasi
koltségeinek csokkentéséhez. A glicerin a biodizel gyartasabol szarmazo olcsod és boséges
szénforras (Y. Liu és mtsai. 2010). Nyers glicerin (50 g/L) felhasznalasaval 26,7 g/L
koncentracioban termeltek borostyankdsavat 0,4 mol/mol hozammal (Anestis és mtsai.
2011). Chen ¢és kutatdcsoportja Actinobacillus succinogenes baktériumtorzset felhasznalva
0,67 mol/mol hozamban termelt borostyankdsavat, kukorica hidrolizatumot felhasznalva.
Ennek el6kezeléséhez kénsavat hasznaltak, melyet CaCO;-al semlegesitettek és a tapoldat
furfurol tartalmat, mely a mikrobidlis kozdsség inhibiciojdhoz jarul hozza, aktiv szén
felhasznalasaval tavolitottdk el (K.-Q. Chen és mtsai. 2011). Du és csapata a gabona
Orlésébdl szarmazo terméshéjat és gombatdrzseket felhasznalva elsd 1épésben amilolitikus és
proteolitikus enzimeket termeltek, amit majd a gabonaipari melléktermékek keményitdjének
¢s kiilonbozo fehérjéinek hidrolizisére hasznaltak fel. Az igy kialakitott gliikozban ¢és
szabad-nitrogénben gazdag tapoldatot Actinobacillus succinogenes torzzsel beoltva, a
masik tanulmédnyban olvashatunk azokrdl a fermentaciokrol, ahol szubsztratként hidrolizalt
mikroalgat alkalmaztak, ennek f6 szénhidrat komponensei a glikéz ¢és mannitol.

Génszerkesztett E. coli és vad tipusu Actinobacillus succinogenes torzseket felhasznalva
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rendre 17,4 g/L és 24,4 g/L borostyankdsav koncentraciot sikertilt elérni (Bai és mtsai. 2015;

Merlin és mtsai. 2015).

2.2.4. A borostyankosav tisztitasa

Az optimalis fermentacios koriilmények, valamint a hatékony mikroorganizmusok
kivalasztasa mellett egy fontos kérdés a borostyankdsav bioszintézisében a tisztitasi folyamat.
Az eclobbiekben emlitett kérdés fontossadgat akkor értjiik meg amikor latjuk, hogy a
borostyankdsav eloallitas teljes koltségének tobb mint 60%-at a tisztitds adja (Bechthold és
mtsai. 2008). Elsé 1épésben centrifugalassal vagy sziiréssel tavolitjak el a tapoldattol a
folyamat soran keletkezett biomasszat. Az igy elvélasztott biomassza ujrahasznosithato, és
egy kovetkezd biotechnologiai folyamatban akéar termékké alakithatd. Ezt kovetden, a
sejtmentes kozegtdl az ott maradt sejttormeléket, fehérjéket ¢€s egyéb polimereket
ultrasziiréssel tavolitjak el (Gerigk és mtsai. 2002; Maass és mtsai. 2002). A borostyankdsav
visszanyerésére szdmos modszer létezik: kicsapas, elektrodializis, szorpcid és ioncserélok
hasznalata (Kurzrock és Weuster-Botz 2010; Cheng, Zhao, Zeng, Wu, és mtsai. 2012).

A szerves savak, mint a borostyankdsav, a tejsav vagy a citromsav a fermentacids
kozegbol vald eltavolitdsahoz kalcium-hidroxidot vagy kalcium-oxidot haszndlnak. A
kicsapast kovetden sziirik, tisztitjak, koncentraljak és kristalyositjdk (Berovic és Legisa
2007). Borostyankdsav esetén a fent emlitett anyagok mellett az ammoniat is felhasznaljak
csapadékképzésre (Yedur, Berglund, és Dunuwila 2001). Mivel sok a folyamatba befektetett
anyag (Ca(OH),, CaO, NH;) ¢s nagy mennyiségli alacsony értékkel rendelkezd
mellékterméket keletkezik, valamint nagy sotartalmt szennyviz is képzddik a folyamat soran
kevésbé hasznaljak nagylizemi termelésben (Hermann és Patel 2007). A kicsapas mellett az
elektrodializist is hasznaljak szerves savak kinyerésére, ezt is alkalmazzak a borostyankdsav
elvalasztasahoz (Glassner €és Datta 1992). Itt azonban felmeriilnek olyan problémak, mint az
alacsony tisztitdsi hatékonysdg, magas energiaigény és alacsony szelektivitds (McKinlay,
Vieille, és Zeikus 2007). Az ioncserés tisztitds hatranya ujbol az elégtelen szelektivitas és
kinyert borostyankdsav hozama, ezek miatt inkabb mint kiegészité modszerként hasznaljak
mas technikakkal kombinalva (Pai, Doherty, és Malone 2002). Az elézOekben taglalt
modszereket vizsgédlva nyilvanvalova valik, hogy egy effektiv technikat kell kifejleszteni.
Erre a kérdésre Camilo és csapata adott valaszt, amikor erds anioncseréld gyantat hasznaltak,
ami nem csak kinyerte (szorpcid révén) a tapoldatbol a borostyankdsavat de egyuttal

katalizélta a szukcinat konverzidjat dietil-szukcinattd (Camilo S. és mtsai. 2012).
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A borostyankdsav tisztitdsa tehat relativ egyszerli, révid moddszerekkel
megvalosithatd. Ezen szerves sav protondlt formaja kisebb mértékii oldékonysagot mutat
vizes rendszerekben, mint anionos forméja. Ezek alapjan két fobb tisztitasi modszert mutatok
be a 5.Abran, melyben az egyik alacsony pH-n, mig a masik semleges kozeli pH-n mutatja

meg a borostyankdsav tisztitasanak 1épéseit.
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5.Abra A borostyankésav tisztitasaban alkalmazott eljarasok 1épései kiindul6 savas és
semleges kémhatast tapoldatok esetében (Litsanov €s mtsai. 2014)

2.2.5.Nagy teljesitményi folyadékkromatografias eljarasok a

borostyankosav és szubsztratok mindéségi és mennyiségi azonositasaban

A szakirodalomban szamos kutatidst talalhatunk, ahol nagy teljesitményli
folyadékkromatografias (HPLC) technikdval borostydnkdsavat analizalnak. Kiilonb6z6
folyadékkromatografokat és széles spektrumu elvalasztd oszlopokat felhasznalva szdmos
alkalmazast figyelhetiink meg. Az analizisre szant mintdk el6késziiletek utan keriilnek a
berendezésbe. Mindenik moddszerben megfigyelhetd, hogy elsé 1épésként a célterméket

tartalmazo oldatot elvalasztjdk a fermentacid soran kozegbe keriild nagyelemes részektdl,
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baktériumsejtektdl és sejttormeléktdl. A metabolikus aktivitas leédllitasahoz centrifugalast
alkalmaznak. A centrifugalast sziirés koveti 0,22-0,45 um nagysagu porusatmérdvel. A
mintdk ezt kovetden a nagy teljesitményli folyadékkromatograf elvalasztd oszlopara
keriilnek.A modszer és az oszlop felépitésébdl adodoan, kiilonféle mozgd fazisokat
hasznalnak kiilonb6z6 térfogatdramban, eltérd koncentracidban. Xiloz és borostyankdsav
detektalasara, Bradfield és kutatocsoportja, Agilent 1260 Infinity Aminex HPX-87H
ioncserés oszloppal szerelt HPLC-t hasznalt. A kénsav mobil fazis 0,6 mL/perc
térfogataramban haladt 4t az oszlopon, 20 mM koncentracioban (Bradfield és Nicol 2016a).
Leung ¢és csapata BIO-RAD HPX-87H oszloppal szerelt HPLC-t hasznalt. A pékiparbol
szarmaz6 melléktermékeket felhasznalva, a fermentacio utan a szénforrasok és termelodott
metabolitok azonositdsara rendre torésmutatd (refraktiv index) detektort (RID)  és
fotodiodasoros detektort (PDA) hasznaltak. Az eluens kénsav oldat volt 0,6 mL/perc &ramban
de alacsonyabb, 5 mM koncentracioban. A mintdkat 10 pL térfogatban injektaltdk a
miiszerbe, melynek oszlop és RID fenntartott hdmérséklete rendre 65 “C és 35 “C volt (Leung
¢s mtsai. 2012). Mindségben eltérd eluenst hasznalt Ergoniil és munkatarsa kiilonféle szerves
savak (borostydnkdsav, citromsav, almasav ¢és oxalsav) detektalasara. Ebben a kutatasban
Perkin Elmer Series 200 HPLC-t hasznaltak és az UV detektorral 214 nm hulldmhosszusagon
mértek. A HPLC-ben Shodex RSpak KC-118 oszlop végezte az elvalasztast, és az eluens 0,8
mL/perc térfogataramt 0,1%-os foszforsav oldat volt. Az elvalasztasra szant mintak térfogata
50 pL volt (Ergomiil és Nergiz 2010). Liu ¢és kutatdtarsai egy masik kutatasban, a
Bradfield-¢k analizis€hez hasonlod oszlopot (Aminex HPX-87H) hasznaltak ahhoz, hogy a
cukornad fermentéciojabol keletkezett kiilonféle szerves savakat (borostyankdsav, ecetsav €s
hangyasav) azonosithassak. Az alkalmazott kénsav oldat koncentracioja 10 mM volt, és 0,5
mL/perc térfogatdrammal haladt keresztiil az elvélasztd oszlopon, melynek hémérsékletét 55
‘C-on tartottdk. Erds anioncserélé gyantan (Dowex 1-X8) a mintakban fellelhetd szerves
savakat eltavolitottak. A cukornad Osszetételében résztvevo szénforrasok azonositasara,
Zorbax NH, oszlopot hasznéltak, ahol a mobil fazis 1 mL/perc térfogatdramban acetonitril
oldat (acetonitril:viz=75:25) volt (Y.-P. Liu és mtsai. 2008). Guettler a borostyankdsav
oszlopa Bio-Rad HPX-87H volt. Eluensként 0,006 M-os koncentracioban kénsav oldatot
hasznaltak (Guettler, Rumler, és Jain 1999). A HPLC-t gyors szlir6vizsgalatok validalasara is
hasznaljak. Ennek alapjan Agarwal és munkatarsai két kiilonféle modszert ellendriztek. Elso,
egy vékonyréteg kromatografia volt, mig a masodik a fluoreszcens gytirli modszere. Mindkét

modszer lényege, hogy csokkentse a borostydnkdsav draga, id6-, és szakember igényes
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koriilményeit. A vizsgalatok sordn Shimpack SCR-101H oszlopot hasznéltak, melyhez
UV-Vis detektort kapcsoltak. Az dramlé mobil fazis pH=2,1 értékli savasitott (perklorsav)
HPLC tisztasagu, sziirt viz volt. A borostyankdsav elvalasztasara Bio-Rad Aminex HPX-87H
oszlopot alkalmaztak RID detektorral ellatva. Az alkalmazott eluens 0,6 mL térfogatdramban

¢s 5 mM-os koncentracioban haladt keresztiil a rendszeren (Agarwal, Isar, és Saxena 2005).

2.3. Basfia succiniciproducens baktériumtorzs

A Pasteurellaceae csaladjaba tartozd Basfia succiniciproducens egy gram-negativ,
fakultativ anaerob baktériumtorzs, amelyet marhabendd normal florajabol izolaltak (Kuhnert
¢s mtsai. 2010). Egyéb Pasteurellaceae torzsekkel szemben a Basfia succiniciproducens
genetikai  hasonlosdgot mutat a  Mannheimia  succiniciproducens ~ MBELSSE
baktériumtdrzshdz. E baktérium 37 “C-on 24 6réas inkubalast kovetden 0,1-0,5 mm atmérdjii,
sziirkés fénylo telepeket mutat. Az optikai denzitds (ODg) és a szdraz sejttomeg (gCDM)
kozti Osszefliggést Becker ¢€s kutatdcsoportja allitotta fel a kovetkezOk szerint (Becker és
mtsai. 2013), a baktériumtorzsre specifikusan:

gCDM [g/L]=0.331 X ODyy
melyet a késébbiekben a kutatasom soran hasznaltam.

Az emlitett baktériumtorzs gliikoz szubsztrat felhasznalasaval, anaerob koriilmények
mellett borostyankdsavat szintetizal. Szerves savtermelés mellett, mas szubsztratok
hasznositasara is alkalmas, ilyenek példaul: dextrin, maltéz, D-frukt6z. A D-arabinoz,
cellobidz, D-szorbitol szénforrds esetén biomasszat igen, de borostydnkdsav termelést nem
figyeltek meg (Becker és mtsai. 2013; Kuhnert és mtsai. 2010). A torzzsel torténd
bioszintetikus borostyankdsav termelést tobb kutatocsoport is vizsgalta, ahol kiilonb6zo

crer

paramétereit a 2. Tablazatban mutatok be.
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2.Tablazat Fermentacios stratégidk a borostyankdsav bioszintézisének fejlesztéséhez Basfia
succiniciproducens baktériumtorzsben (D’ambrosio, Alfano, és Cimini 2021)

BS

Torzs Szénforras Folyamat (/L) Hozam Forras
L szakaszos lizemelés, 0,3 .
Bbi Sopr | LpHes0°Cs00 |23 | Ll e
& rpm, 0,25 vvim CO, &
avers olicerin folyamatos tizemelés, 0,3 0.8 (Scholten,
DDI y S lg m L, pH=6,5,5001pm, 0,1 | 521 | Renz, és
B I/perc, D=0,018 Thomas 2009)
DD1 gliikkoz 30 mL szérum flaska, 0,8 20 0,62 (Becker és
50 g/L bar CO, tilnyomas mol/mol mtsai. 2013)
rataplalésos, 0,5 L, (Maria és
JF4016 SSL pH=6,7, 0,1 vvm CO, 4 0.668/8 | nsai. 2016)
Populus nigra szakaszos lizemelés (Anna ¢s mtsai.
BPP7 1 (feketenyar) | 24 L,pH=6,5,0,5vwm | 18 | 075¢8 2018)
DSM (s er?tssl:ﬂ fite folyamatos tizemelés, 1 1622 0,4-0,55 (Dimitrios és
22022 pe L,37 °C, 250 rpm g/g mtsai. 2018)
liquor)
DSM gliikéz 15 g/ szakaszos lizemelés, 1,5 4 0,31 (Mahsa és
22022 xil6z 2 g/L L, recirkulalt biogazzal mol/mol mtsai. 2019)
gliikkoz 25,4-75,9 | szakaszos 0,5 K, pH=6,7, 0,57-0,84 (Stylianou és
JF4016 o/ 0,5 vvm 268 | olmol | misai. 2020)
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2.3.1. Basfia succiniciproducens kapnofil tulajdonsaga

Kapnofileknek nevezziik azokat a mikroorganizmusok, amelyek
anyagcserefolyamataik soran a CO, metabolizalasara is alkalmasak. Ezeket a
mikroorganizmusokat emldsok emésztdcsatornajabol, kérddzok benddjébdl, novényekbdl és
szennyvizekbdl izolaltdk. Az itt é16 mikroorganizmusok anyagcseréje adaptalodott az anaerob
koriilményekhez (Santillan és mtsai. 2015). A kér6édzok benddje olyan mikroorganizmusok
¢lettere, amelynek koOszonhetéen a gazdaallat képes celluloz, hemicelluloz, keményito,
szénhidratok, fehérjék és zsirok megemésztésére. A szénforrasok (celluloz, hemicelluloz)
gliikoz formajaban hasznosulnak olyan, kiilonb6z6 illékony zsirsavakka (VFA - volatile fatty
acids), mint példaul ecetsav, propionsav, valamint vajsav. Ezek a VFA-k a bendd falan
keresztiil felszivodnak és a tej-, valamint energiatermelésre hasznalédnak. Mindezek mellett a
benddben a f6 alkotdo gaz a CO,. Itt a kapnofil baktériumok fontos szerepet téltenek be a
fermentacios profil szabalyozasaban (Hong és mtsai. 2004). A CO, jelenléte jelentosen
befolyasolja a borostydnkdsav bioszintézisét, mely nemcsak a gézfazisban hozzdadott
formaban jelenthet elonyt, de egyéb karbonatok forméjaban is. Kovetkeztetésképpen magas
borostyankésav hozam elérése érdekében vagy gaztazisi CO, vagy karbonatban rejld
szén-dioxid  sziikséges. Amikor CO, vagy egyéb karbonat vizben oldodik
hidrogén-karbonatokat (HCO;) ¢és karbonationt (CO;) eredményez. A szén-dioxid,
bikarbonatok és karbonationok aranya a tapoldatban a pH fliggvénye lesz (Cheng, Zhao,
Anaerobiospirillum  succiniciproducens  torzsben  széndioxid hatasdra  kiilonféle
koncentraciokban, MgCO; formajaban. Eredményeik alapjan ha a CO,-HCOs;- molaris
aranya 0,5-1 kozott volt a rendelkezésre allo szénforras (gliikoz és karbonatok) 15%-a
hasznosult biomassza és 65%-a borostyankdsav formajaban. Amint tizedére csokkent a fent
emlitett arany (molaris arany = 0,065), a rendelkezésre 4ll6 szénforrds csupan 8%-a alakult
sejttomeggeé, emellett megkozelitdleg a szénforrds 50%-a tejsavva alakult és csak 30%-a

borostyankdsavva (Samuelov és mtsai. 1991).
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2.4. A rendszerbiologia, mint uj tudomanyteriilet

A rendszerbiologia megértéséhez egyféle gondolatmenet valtisra van sziikség,arra,
hogy a bioldgiai rendszerek tekintetében nézépontunkat athelyezziik a partikuldris
vizsgalddasrol a holisztikus viladglatasra. Azaltal, hogy értjiik a kiilonbdzo gének és fehérjék
miikodési elvét, még nem alakul ki egy mindent atfogd, értelmezd kép a rendszer szerkezetét
¢s dinamikajat illetéen. Mivel egy biologiai rendszer nem csupan gének €s fehérjék halmaza,
egyszerll diagramok leirdsaval nem érthetdé meg annak mukddése. Voltaképp e diagramok
lesznek azok a fontos 1épések, amelyek - egy analdg példa révén - elsé korben egy statikus
“Othalézathoz” hasonlithatnak. Az igy kialakult “thalézatban” jelentkezd mintdzatok és a
benne résztvevo elemek fogjak a rendszer egészét leirni.

Egy biologiai szervezddés rendszerszintli megértéséhez négy kulcsfontossagi
paramétert kell figyelembe venni:

- arendszer struktardja
- arendszer dinamikéja
- kontroll lehetdsége

- tervezés potencialja.

Hagyomanyosan egy biokémiai rendszer halozatanak kiépitéséhez laborban végzett
kutatasok sorozatara volt sziikség, melyet szervesen atkarol a széleskorli szakirodalmi
informalodas. Az igy kialakult adatbazisok hasznos forrdsai voltak az aktualis
tudomanyteriiletnek, de még igy is szdmos haldzati struktira megértése egy jelenkori
problematika targyat képezi. Az ujabb kutatdsoknak koszonhetéen koexpresszidval, olyan
ismeretlen gének juttathatok kifejezésre mar ismert génekkel, melyek mikodése ezidaig
tisztazatlan volt. Ez a technologia betekintést nyujtott a gének egymas kozotti korrelacidjarol
is. Microarray technikdknak koszonhetben az mRNS-bdl szadrmazd informéciokbol
kovetkeztetni lehet a transzkripcids szabalyozasokra. Ezt kdvetden a poszttranszkripcios €s
poszttranszlacids génszabalyozas mechanizmusardl nyert informaciok egy széles spektrumu
adatbazisba kell, hogy integralodjanak. Csak ezutan lehet megkisérelni a rendszer haldzati
szerkezetének kiépitését. A fent leirt modszerek sorozatabol generalt adatbazis elemeit, olyan
dontésre képes algoritmusokkal kell parositani/kombindlni, melyek csokkentik a halézatban
fellelhetd rendezetlenségeket, hogy igy ez egy megbizhatéan miik6ddé modellt adjon (Kitano
2002).
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2.4.1. Kényszer-alapu metabolikus modellezés: Cobra TOOLBOX

A rendszerbiologia gyors fejlédésének koszonhetéen szdmos bioldgiai rendszert
sikeriilt in silico modellek segitségével leirni. Ezek a modellek a késdbbiekben alkalmasak
lettek, hogy a sejt mukodésér6l mennyiségi és reproduktiv predikciokat adjanak. A
genomléptékii rekonstrukciok, olyan biokémiai reakciok listaja, melyek a sejt bizonyos részei
(részletes megismerés utdn az egész metabolizmus) és a hozzd kotddo relevans fehérjéket,
transzkriptumokat €s géneket tartalmazzdk (Becker €s mtsai. 2007). A tomegegyensuly
elemzés (FBA -Flux Balance Analysis) a biokémiai halozatok tanulméanyozasara hasznalt
eszkoz. Ezek a haldzatok tartalmazzak az 0sszes ismert metabolikus reakciokat, valamint az
ezeket kodolo géneket. Az FBA-nak kOszonhetden a metabolitok aramlasat egy ilyen
biokémiai haldzatban elemezhetjiik, melybdl az adott mikroorganizmus novekedési litemérdl
vagy a technologialag fontos metabolitok képzddési sebességérdl predikcidkat kaphatunk.
Ennek alapja, hogy a biokémiai halozatban megjelend reakciokat sztochiometriai egytitthatok
jellemezzék. A késdbbiekben ezen sztochiometriai egyiitthatok szabjak meg a metabolitok
fluxusat a biokémiai halozatban. Ezek az egytitthatok korlatozzak (kényszerek) a metabolitok
aramlasat a biokémiai halozaton belill. A kényszereket két részre csoportosithatjuk:
egyenletek, melyek a be- ¢és kimeneti reakcioegyenleteket egyensulyozzak, valamint
egyenl6tlenségek, melyek a rendszer hatarait szabjak meg (6.Abra). Minden reakcio kaphat
egy felsé vagy also hatarértéket, amely megszabja az adott reakcidegyenlet megengedett
fluxusdnak minimumat vagy maximumat. Az el6bbiekben emlitett egyensulyi paraméterek
(egyenletek) és hatarértékek meghatarozzak (egyenldtlenségek) a rendszer fluxus eloszlasat

(Palsson 2000, Alan 2005).

Haldzat Rekonstrualt Kényszerek Rendelkezésre allo
rekonstrukcidja haldzat alkalmazasa dllapotok halézata
Genomika Termodinamika
Genetika Tomeg megmaradas
Biokémia .:> Reakcidsebesség .:>
Fizioldgia Szabdlyozas
Mas “omikak” Kisérleti mérések

6.Abra Biokémiai reakciok halozatanak fizikai, kémiai és biologiai korlatai és ezek
lehetséges allapotai (Becker és mtsai. 2007)
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2.4.2. Metabolit termelés elorejelzése in silico modszerekkel

A huszadik szdzad masodik feléig a bioldgiat, mint tudomdnyt, a redukcionista
szemléleti mod jellemezte. Ez abban allt, hogy minél tobb informdaciot gytjtsenek egy adott
sejt OsszetevOirdl, valamint annak funkcioirol. Késébb az “omikdk™ (genomika, proteomika,
metabolomika, stb.) fejlddésével hatalmas adatbdzisok jottek 1étre, ¢és allnak
rendelkezésiinkre. Az egyik meghatarozé adatszolgéltatd technoldgia a szekvenalas, minek
koszonhetden teljes genomra vonatkozé adatok birtokaba jutottunk (Palsson 2000). Tovabba,
a gének expresszids mintazatanak és proteomikai technoldgidknak koszonhetéen, lehetdség
nyilik meghatérozni, hogy egy adott sejt vagy organizmus, adott koriilmények kdzott milyen
géneket fejez ki. Ezt a megkozelitést (redukcionista szemlélet) a 7.Abra bal oldalan lathatjuk.

Nyilvanvalova valt, hogy a rendszerek mukodésének megértése egy 1) szemléletet
kivan, ami a holisztikus szemlélet megjelenését eredményezte. Ez a nézdpont a

bioinformatikara, valamint a rendszervizsgalatra tamaszkodik, amit az 7 .Abra szemléltet.

Redukcionista Holisztikus
szemlélet (integrativ)
(genom szemlélet
szekvenalas, (bioinformatika,
DNS mintazat, rendszertudomany,
proteomika) modellezés &
szimulacio)
XX szazad
Biologiaja XXl szazad

Biologiaja

7.Abra Biologiai kutatasok szemléletei. A biologia mint tudomény a redukcionista
megkdzelitést alkalmazta, ahol egy €16 rendszer egyes Osszetevoit kiilon-kiilon vizsgalta.
Egyértelmi tehat, hogy a folyamatot meg kell forditani és az integrativ (holisztikus) nézetet
kell elényben részesiteni €s megvizsgalni azt, hogy ezek a rendszerdsszetevok miképpen
1épnek egymassal kdlcsonhatasba és alkotnak rendszert (Palsson 2000)

A matematikai modellezés olyan alap torvényszertiségekre ¢épiil, mint a
termodinamikai egyenletek, kémiai potencidl, valamint az elektrokémia. Ezek mindenike
egyenként mérhetd, ezaltal a biologiai jelenségek kvantifikalhatok. Annak ellenére, hogy
hatalmas mennyiségli bioinformatikai adathalmazok tulajdondban vagyunk, nehéz olyan

modelleket alkotni, amelyek tokéletesen leirjak egy sejt valdsagos mikodését.
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A részletes informaciok hidnydban egy olyan megkozelitési modot hasznalhatunk,
mely arra a tényre alapul, hogy vannak olyan korlatok, kényszerek, melyek megszabjak egy
adott sejt vagy organizmus lehetséges viselkedésének terét. Egy adott korlat alkalmazasaval
informaciot nyerhetlink a sejt viselkedésérdl. Tobb egymassal 6sszefliggd korlat esetén egy
adott teret (8.Abra, bal oldal) vizsgalhatunk ahol a vizsgélati viselkedés elhelyezkedhet,
viszont ez sem fog mindig preciz predikciét meghatirozni. Minden korlat ismeretében ez a
vizsgalando tér egy pontra sziikiil le (8.Abra, jobb oldal), ahol pontosan tudhatjuk, miképpen
viselkedik a vizsgalt sejt.

o Hianyos ismeret o Teljes ismeret

A N
(7] w
— ] X
(3} Q
o »B” fluxus o »B” fluxus
S &
N >
\‘\ \".k
¥
A )

N

8.Abra Lehetséges viselkedési “formak” korlatok kozé szoritasa (Palsson 2000)

2.4.3. Anyagcsere mérnokség alkalmazasa

A magas hozzdadott értékli vegyiiletek iranti kereslet és a megujuld alapanyagok
felhasznalasa egy sor olyan kutatdsnak adtak kiindulopontot, melyek a petrolkémiai ipar altal
eloallitott anyagok kornyezeti terheltségén probalnak konnyiteni. A glicerin egy ilyen
ujonnan keletkezd ¢és felhalmozddd szubsztrat, melyet szdmos baktériumtorzs képes
hasznositani (Nikel ¢és mtsai. 2008; Lata és mtsai. 2007; de Barros és mtsai. 2013). Ezek
koziil talan az E. coli a legelterjedtebb, mivel ez a torzs a legjobban jellemzett
mikroorganizmus amit biotechnologiai alkalmazasokban hasznélnak.

A borostyankdsavat termeld baktériumtorzsek a szintetizalt szerves savat az
extracellularis térbe transzportaljak. Ennek okéan a kutatasok javarésze anaerob koriilmények
kozott vizsgalja az el6bbiekben emlitett torzset. Szdmos anyagcsere mérnokségi eljarast

ismeriink: fermentaciés melléktermékek (tejsav, ecetsav, hangyasav és etanol) utvonalainak
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gatlasa, vagy az anaplerdtikus ¢és kataplerotikus enzimek fokozott expresszioja. Ezen
technikdk gyakorlatba {iltetésével, glicerin felhasznalasaval akar 0,8 mol/mol hozamot is
sikertilt elérni (Liang és mtsai. 2011; Blankschien, Clomburg, és Gonzalez 2010). Az
anaerob korlilmények hatdsa, valamint a szubsztrat kevésbé hatékony felhasznalasa
megneheziti a borostyankésav bioszintetikus uton torténd termelését. Igy in silico modellek
felhaszndlasaval kimutattdk, hogy az aerob koriilmények joval kedvezObbek a
borostyankdsav termelésre, hiszen ennek bioszintézise kapcsolatban all a biomassza
mennyiségével (Steinsiek és mtsai. 2011; Z. Chen és mtsai. 2010).

Lee ¢és kutatocsoportja Mannheimia succiniciproducens baktériumtorzzsel 22,5 g/L
gliikéz koncentraciordl indulva szakaszos fermentacioban 0,7 mol/mol borostyankdsav, 0,65
mol/mol ecetsav, 0,71 mol/mol hangyasav ¢s 0,3 mol/mol tejsav hozamot eredményezett. A
melléktermékek képzddésének meggatlasara fokozatosan eliminaltdk az ecetsav, hangyasav,
tejsav enzimeinek génjeit. Elsé korben az IdhA majd a pflB génkiiitést valdsitottak meg,
amely rendre 0,8 mol/mol és 0,9 mol/mol borostydnkdsav hozamra emelkedett. A pfIB gén
eliminédciojanak eredményeképpen a hangyasav képzddése teljesen megsziint, de az ecetsav
bioszintézise bizonyos koncentracioban megmaradt. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy mas
metabolikus utvonalak is aktivak az ecetsav szintézisében (Lee, Song, és Lee 2006).

Az E. coli mellett még a Corynebacterium glutamicum az a baktériumtorzs melyet
intenziven vizsgaltak. Am ezen torzsek szenzitivitast mutatnak, ugy a keletkez6 termékek
koncentraciojara, mint a tapoldat kémhatdsara vonatkozoan. Utdbbi fenntartasdhoz
felhasznalt anyagok megnehezitik a feldolgozéasi technologidkat, és igy az eldallitasi
koltségeket emelik. Egyes torzsek pedig potencidlisan patogének, igy megnehezitik az
iparban torténd felhasznalés lehetdségét (Yikuli és mtsai. 2013). A negativ tulajdonsagaiknak
koszonhetden a tudomanyos kozosség a fejlettebb szervezddési élesztdgombakat vette
alapjaul kutatasaiknak, amelyek jobban tiirik a kdrnyezeti perturbaciokat (Ito, Hirasawa, és
Shimizu 2014). Qinglin és mtsai a fentieck nyoman Yarrowia lipolytica élesztdgombat
hasznalt borostyankdsav szintézisre. A kutatds sordn a vad torzset alapul véve hdrom muténs
torzset hasznaltak. Az els6 mutansban inaktivaltdk a szukcinat-dehidrogenazt, a masodik
torzsben az acetil-koenzim-A hidrolaz génjét inaktivaltak, mig az utolsoéban tulexpresszaltak
a Saccharomyces cerevisiae élesztégombabol szarmazo exogén
foszfoenolpiruvat-karboxikindzt és az endogén szukcinil-koenzim-A szintdz béta alegységét
(9.Abra). Ennek eredményeképpen mig a vad torzsben 0,01 mol/mol hozammal keletkezett
borostyankdsav, addig a mutans torzsek borostyankdsav koncentracioja folyamatosan

emelkedett. A szukcinat-dehidrogendz enzimjének elimindldsival a borostyankdsav hozama

33


https://paperpile.com/c/no9iuQ/bnclG+PBEJx
https://paperpile.com/c/no9iuQ/dyRdy+LeE31
https://paperpile.com/c/no9iuQ/XmLUq
https://paperpile.com/c/no9iuQ/3FmZY
https://paperpile.com/c/no9iuQ/KIx3c
https://paperpile.com/c/no9iuQ/KIx3c

0,375 mol/mol-ra emelkedett. Masodik mutans torzs (inaktivalt acetil-koenzim-A hidrolaz)
mar joval nagyobb 0,45 mol/mol hozamban mutatott borostydnkdsavat. A harmadik mutans
torzsben (talexpresszalt foszfoenolpiruvat-karboxikindz és szukcinil-koenzim-A szintaz
enzimek) 0,86 mol/mol hozamu borostyankdsav termelést eredményezett (Qinglin és mtsai.
2018).
Gliikéz
CO,

PCK Piruvat
i

Piruvat
{, ACHI
Acetll- * Acetét
koenzim-A
/&ka'a't Szukcinil-
Oxalacetat koenzim-A

Citrat

—_—

Malat
~

t /
.| TCA )
Fumarat i

—

lzocitrat

SDH a-ketoglutarat

Szukciné%csj /
W szukcinil-
Mitokondrium koenzim-A

9.Abra Yarrowia lipolytica borostyankésav termelésének fokozasa kiilonbozé metabolikus
utvonalak gétlasaval, valamint felerdsitésével. (PEP - foszfoenol-piruvat, PCK -
foszfoenolpiruvat-karboxikindz, ACHI - Acetil-koenzim-A hidroldz, SCS2 -
szukcinil-koenzim-A szintdz béta alegység, SDH - szukcinat-dehidrogenaz) (Qinglin és
mtsai. 2018)
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3. Célkituzések

A megljuld energiaforrasok felhasznalasa révén, a fermentacids eljarasokkal
bioszintetizalt borostyankdsav alapul szolgél a kiilonféle biopolimerek gyartasara. A nagy
ateresztoképességl technologiak fejlodésével lehetdségiink nyilik szamitogépes elemzések és
predikciok végrehajtasara. Ismerve egy adott mikroorganizmus metabolikus halozatdnak {6
gerincvonalat, a vizsgéalni kivant paramétert kiilonféle kornyezeti hatasok mellett
jellemezhetjiik. Jelen dolgozat 6 célja a kiilonb6zd szénforrasok €s koriilmények hatasdnak
meghatarozasa a Basfia succiniciproducens baktériumtorzs novekedésére és borostyankdsav
termeldképességére. Az eldbbiekben emlitett cél megvalositdsdhoz és a kutatds
kérdéskorének megvalaszolasara az alabbi 1épéseket fogalmazhatjuk meg:

- az elsé felvetésre keresett valasz soran a Basfia succiniciproducens
baktériumtdrzshdz tartozd6 mar Osszedllitott €és szakirodalomban elérhetd
metabolikus modelljét bdvitettem, a jelen értekezésben érdekelt tovabbi két
szubsztratra (glicerin €s xil6z), valamint az igy modositott modellel in silico
elemzéseket (tomegegyensuly vizsgalat, elméleti maximum ¢és gén delécid)
végeztem, ugy szakirodalmi, mint sajat mérésbol szdmitott paraméterekre

- amasodik feltételezés bizonyitasdhoz elébb kis (mikrolemezen) majd nagyobb
térfogatban (lombikban) vizsgaltam a szubsztritok hatdsat a torzs
novekedésére, kiilonboz6 koncentracidokban €s tapoldatokban

- a harmadik kérdésre keresett valasz soran, bioreaktorban elemeztem a
baktériumtérzs ndvekedését, ahol mikroaerob ¢és anaerob koriilményeket
biztositd gazfazisokat hasznaltam

- a negyedik felvetés megvalaszolasara a laboratoriumi kisérletekbdl szdrmazo
adatokat hasznaltam fel egy Ujabb in silico elemzés elvégzésére, és az igy
kapott eredményeket felhasznalva Osszehasonlitast végeztem a modell és a

laboratoriumban zajlott folyamatok kdzott
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Metabolikus termeloképesség modellezése

A szamitogépes elemzések sordn a Basfia succiniciproducens baktériumtorzshoz
elérhetd legfrissebb metabolikus modellt hasznaltam (Kim és mtsai. 2007). Ez az alapnak
tekinthetd modell megkdzelitéleg 60 reakciot tartalmaz, a hozzéa kapcsolodd metabolitokkal
egylitt. A céltermék bioszintézisének noveléséhez, valamint a szélesebb korlti szubsztrat
hasznositas képességéhez, az alapmodellt els6 korben 0j felhasznalandé komponensekkel
(szubsztratok), majd 0j reakciokkal (enzimek és ezek altal katalizalt metabolikus utvonalak)
bdvitettem. A xildz és glicerin felhasznalasara alkalmas reakciokat és enzimeket szakirodalmi
forrasok és specifikus adatbazisok (KEGG, ECOCYC, BRENDA, PDB, NCBI) alapjan lettek
kivalasztva (Sinkler és mtsai. 2019):

- xiléz-izomeraz (EC 5.3.1.5)
- xiluléz-kinaz (EC 2.7.1.17)
- glicerin-kindz (EC 2.7.1.30)

A felsorolt enzimek ¢és azok reakcidi, a mar meglévé €és milkodé modellhez
kapcsoljak az 0j bemeneti komponenseket, szubsztratokat. A szamitogépes modellben a két
felhasznaland6 szubsztratot (glicerin és xiloz) elsd 1épésben az extracellularis térbdl az
intracellularis kompartimentumba kell mozgatni. Ezt kovetden, a xil6z-izomerdz katalizalja
az aldopentdz xilozbdol torténd ketopentodz-xiluldoz intramolekuldris konverzidt. A
xiluléz-kinaz az el6z6 1épésben keletkezett ketopentdzt foszforilalja. A xiloz ebben a
formajaban mar a pentoz-foszfat ut aktiv komponense lesz, és a rekonstrualt modell kdzponti
utvonaldban hasznalodik fel.

A glicerint, mint felvehet6 szubsztratot definialtam és elérhetdvé tettem, mivel az nem
volt elérhetd a modell szamara. A glicerin-kinaz a xilul6z-kindzhoz hasonloan a foszforilalast
katalizalta, amely 1épés utan a glicerin-3-foszfat és dihidroxiaceton-foszfat utvonalon
keresztiil jut el a piruvatig, ahol acetil-koenzim-A formaban belép a Szent-Gyorgyi-Krebs

ciklusba. A fent leirtakat, valamint a modell kdzponti strukturalis elemeit a 10.Abra mutatja.
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10.Abra A Basfia succiniciproducens baktériumtdrzs elérheté metabolikus modelljének
részlete, szubsztratok felvétele, valamint ezek metabolizmusa. Kék/fekete - a modell alapvetd
utvonalai és komponensei, zold - Gjjonnan, altalunk integralt komponensek és reakciok (e -
extracellularis tér, 1 - intracellularis tér, DHAP - dihidroxi-aceton-foszfat, Acetil-CoA-
acetil-koenzim-A, szukcinil-CoA- szukcinil-koenzim-A, NADPH -
nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat)

A szamitogépes elemzéseket MATLAB (Mathworks Inc., Natick, Massachusetts,
Egyesiilt Allamok) szoftverrel, és az ebbe integralt COBRA Toolbox és Gurobi Optimizer
(Gurobi Inc., Ann Arbor, Michigan, Egyesiilt Allamok) programcsomagokkal hajtottam
végre. Szakirodalombol vett adatok alapjan a gliikoz felhasznaldsi sebességét 7,7 mM
gCDM'h! értékre allitottam. A szénatomszam (glikkoz - 6 C atom, glicerin - 3 C atom, xiloz
- 5 C atom) megtartasa érdekében, ugy szamoltam ki a glicerin és xiléz felhasznalasi
sebességét, hogy az megegyezzen a gliikoz szénszamaval. Igy a glicerin és xiloz felhasznalasi
sebessége a szimulaciok soran rendre 15,4 és 9,24 mM gCDM'h! érték volt. A kényszer
alapu modellezés egyik f6 alappillére a peremfeltételek teljesiilése. Igy példaul a biomassza
képzddésére sziikséges komponensek (ATP mennyisége, szubsztratfogyasi sebesség, oxigén
hianya vagy jelenléte stb.) fluxusa lesz a meghatarozd. Mivel a peremfeltételeken kiviil esd
komponensek felhasznalhatosagi intervalluma igen széles (reverzibilis komponensek esetén
-0...0, irreverzibilisek esetén 0...0), ezért sziikséges a kényszerek, azaz az egyes

komponensek felvételének hatarait megszabni.
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Két tipusu szimulaciot végeztem el. Elsd korben a szubsztrat, valamint az oxigén
felhasznalasi sebességét szabtam meg. A szubsztrat felhasznalasi sebességet az eldbbiekben
targyalt értékekre (gliikoz, glicerin, xiloz = 7,7 - 15,4 - 9,24 mM gCDM'h™), mig az oxigén
felhasznalasi sebességét nullara allitottam, ezaltal megteremtve a szamitdgépes modellben az
anaerob koriilményeket teljesitd feltételt. Masodik esetben elemztem a maximalis céltermék
képzddési sebességet, ami abban allt, hogy egy korlatolt biomassza ndvekedési sebesség
(ennek értéke 0,1 h' volt) mellett, mennyi az elérhetd maximalis céltermék képzddési
sebesség. Ebben az esetben is a fent megjeldlt értekekre (glikoz, glicerin, xiléz =
7,7-15,4-9,24 mM gCDM'h') végeztem a szimulaciokat. Tomegegyensuly elemzést
alkalmazva (FBA - Flux Balance Analysis) linearis egyenletmegoldast végeztem a relevans
bioldgiai célfiiggvényre:

max Z=c'v
subject to Sv=10 (1)
Vib <V <V

Ahol, a Z az adott céltermék képzddési sebességének maximuma vagy minimuma (mi
esetiinkben maximuma), ¢’ jeloli az egyes vektorok stlyat, mutatva, hogy a v-vel jelolt
reakciok milyen mértékben jarulnak hozza a céltermék képzodéséhez kiszamitasdhoz. Az S a
sztochiometrikus matrix, mig az v, és v,, definidljak rendre a reakcidk fluxusainak also és

felsd hatarait/korlatait.

4.1.1. In silico gén eliminacio

A céltermékkel versengd metabolikus Tttvonalak gatlasdval ndvelhetd a
borostyankdsav  képzddési sebessége. A borostydnkdsav bioszintézisekor egyidében
hangyasav, ecetsav, tejsav is termelddik. Ezen termékek keletkezésére a felhasznalt
szénatomok fluxusat a céltermék képzédésének novelésére hasznalhatjuk fel. Az 11.Abran
megjelenitett biokémiai haldzat részletén lathato, hogy a szubsztratokbol keletkezd tejsav és
hangyasav utvonalainak eliminaldsaval a borostyankdsav képzddési sebessége novelhetd. A
piruvat-formiat-lidz (E.C. 2.3.1.54), valamint a  laktit-dehidrogendz (E.C. 1.1.1.27)
metabolikus Utvonalak elimindlasadval (rendre Apfl és Aldh) raciondlisan tervezhetd a
baktériumtdrzs, igy ennek tejsav és hangyasav képzddési sebessége minimalizalhato vagy

teljesen leallithato.
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11.Abra Génkiiités folyamata. A piruvat hangyasav, valamint tejsav iranyaba torténé
reakcidegyenletek eliminalasa, (pgk - foszfoglicerat-kindz, pgm - foszfoglicerat-mutaz, eno -
enolaz, ppc - foszfoenolpiruvat-karboxilaz, pyk - piruvat-kinaz, Idh - laktat-dehidrogenaz, pfl
- piruvat-formiat lidz, pdh - piruvat-dehidrogenaz, pta - foszfat-acetiltranszferaz, ackA4 -
acetat-kinaz, acald - acetaldehid-dehidrogendz, adh - alkohol-dehidrogenaz, cs -
citrat-szintaz, acont - akonitaz, icd - izocitrat-dehidrogenaz, akgdh - alfa
ketoglutarat-dehidrogendaz, sucoas - szukcinil-koenzim-A-szintetdz, sucd -
szukcinat-dehidrogendz, fum - fumardz, mdh - malat-dehidrogenéaz, PEP - foszfoenolpiruvat,
acetyl-CoA - acetil-koenzim-A, acetyl-P - acetil-foszfat, ACALD - acetaldehid, OAA -
oxalacetat, MAL - malat, FUM - fumarat, SUCC - szukcinat, succinyl-CoA -
szukcinil-koenzim-A, AKG - alfa-ketoglutarat, ICIT - izocitrat, cis-ACON - cisz-akonitat,
CIT - citrat) (Sinkler és mtsai. 2019)

o

4.1.2. A bovitett modellel torténé elemzések sajat kisérletekbol szarmazo

paraméterekkel

Az in silico és laborban végzett kisérletek minél pontosabb 0Osszehasonlitasa
érdekében, egy masodik szamitogépes predikciot is elvégeztem a rendelkezésre all6 modellel
(gliikoz, glicerin és xiloz felhasznalasi sebessége rendre 7,89-22,7-12,2 mM gCDM'h’,
oxigén felvételi sebesség 0 mM gCDM'h'). Ebben az esetben a laborban elvégzett,
kontrollalt koriilményekbdl (bioreaktorban elvégzett kisérletek) szdrmazo szamitott értékeket
hasznaltam fel az in silico elemzés soran. A bioreaktorban elvégzett kisérletek soran, a

fermentacio soran felhasznalt szubsztratok koncentracioja, valamint a képzdodott
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sejtnovekedés adatait felhasznalva meghataroztam azokat a szubsztrat felhasznalasi értékeket,
amelyekkel a modellt Gjbol elemzésnek vetettem ald. Igy a modell szdmara megalkottam a
bemeneti paramétereket (szubsztrat felhasznalasi sebesség), felhaszndlva a baktériumtorzs
fermentdcid soran exponencialis szakaszban mért szubsztrdt fogydsi sebességét ¢&s
sejtnovekedés sebességét. A 3.Tablazat a szakirodalmi forrasokbol szarmazo6 adatokat és a
sajat kutatasbol (laboratériumi mérések) szarmaztatott szubsztrat felhasznalasi sebességeket
tartalmazza.

3.Tablazat Szakirodalombol és laboratoriumi méréseimbol szarmazo szubsztratok
felhasznalasi sebességek

Szakirodalombol Meéréseimbol
szarmazo szubsztrat szarmaztatott szubsztrat
felhasznalasi sebesség felhasznalasi sebesség
értékek (Becker és értékek
mtsai. 2013)
Gliikoz felhasznalasi sebessége (mM 7,7 7,89
-1 -1
gCDM h )
Glicerin felhasznalasi sebessége (mM 15,4 22,7
-1, -1
gCDM h )
Xiloz felhasznalasi sebessége (mM 9,24 12,22
-1, -1
gCDM h )
4.2. A Kkutatasban hasznalt baktériumtorzs - Basfia

succiniciproducens

A kutatasban felhasznalt torzset (Basfia succiniciproducens - DSMZ - 22022) a
németorszagi Leibniz Intézet DSMZ - Német Mikroorganizmus és Sejtkulturak
Gylijteményétél  vasaroltuk (Leibniz Institute, DSMZ - German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures GmbH, Braunschweig, Németorszag). A liofilizalt
terméket steril TSB (Tryptone Soy Broth - Tripton Sz6ja Leves) tapoldatban rehidrataltam a
kovetkezd Osszetételi tapoldatban: 17 g/L kazein pepton, 3 g/L szdja pepton, 2,5 g/L
D-gliikoz, 5 g/l NaCl, 2.5 g/l K,HPO,, melynek kémhatdsat 7-es értékre allitottam (a
vegyszereket a VWR és Sigma-Aldrich gyartoktol vasaroltuk és hasznaltam, Isd. Melléklet
I. pontja). A fent leirt tapoldatban a baktériumkultarat 130 rpm fordulatszamon 37 “C-on
inkubaltam, ¢és razdinkubatorban neveltem (Sartorius CERTOMAT®BS-T, Géttingen,
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Németorszag) 100 mL tapoldatot tartalmazé 250 mL-es Simax lombikokba (Kavalier,
Sazava, Csehorszag). Az igy elonevelt sejteket a ndvekedés exponencidlis szakaszaban
centrifugdltam Beckman Coulter Allegra® 64R berendezéssel (Beckman Coulter, Brea,
Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok) 3500 rpm fordulatszamon 10 percig, majd

glicerinnel keverve 1:5 glicerin-sejtszuszpenzi6 aranyban -80 ‘C-on felhasznalasig taroltam.

4.2.1. Mikrolemezen végzett laboratoriumi elemzések

A mikrolemezes kisérleteket Fluostar Optima mikrolemez olvasé berendezést
(FluoStar Optima, BMG Labtech, Ortenberg, Németorszdg) haszndlva, a lehetséges
fermentacios korilmények, tapanyagok mindségi ¢és mennyiségi vizsgalatiban kaptak
szerepet. A kisérlet soran tiz kiilonb6z0, potencidlisan alkalmazhatod szubsztratot vizsgaltam,
melyek a kdvetkezdk: arabindz, fruktdz, glicerin, gliikéz, inulin, laktéz, maltodextrin, maltoz,
mannoz ¢és xiloz. A novekedéshez optimalis koncentracid érték meghatarozasahoz ezen
szénforrasokat kiilonb6zd koncentracioban (5-10-15-20-25-30-50-70 g/L) vizsgéaltam. A
eléneveltem, 37 “C-on 130 rpm-en, aminek kovetkeztében elértem a beoltashoz kivant
sejttomeget. A kisérletek soran harom kiilonb6zé tapoldatot (TSB, BHI, M9) vizsgaltam,
melyek Osszetételét a 4. Tablazatban részletezem. Ezt kdvetden a vizsgalando koncentraciok
esetében azonos, 0,5-0,6 kezdeti optikai denzitasura (ODsos) allitottam a kultirdkat Camspec
M330 tipusu (Spectronic Camspec Ltd., Garforth, Leeds, Egyesiilt Kiralysag)
spektrofotométerrel. A kisérletsorokat parhuzamosan, haromszoros ismétlésben végeztem. A
mikrolemezes kisérletek soran alkalmazott fontosabb koriilmények a kovetkezok: optikai
denzitas mérés 595 nm hulldmhosszon 30 percenként, mely el6tt 90 masodpercig 150 rpm
fordulatszamon vald razatds volt beallitva az optikai denzitds mérés pontossaganak

biztositasa céljabol, 200 uL hasznos térfogatban, 37 °C allandé hémérsékleten.
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4.Tablazat Kutatbmunka soran hasznalt tdpoldatok Gsszetétele

- TSB tapoldat -
Tripton szdja leves szubsztrat
neélkiil (/L)

- M9 tapoldat -
Minimal tapoldat (/L)

- BHI tapoldat -
Agy-sziv infuzio tapoldat
(L)

e kazein pepton: 17 g
e szbjapepton:3 g
e NaCl:5¢g

o KoHPOy4:25¢g

o “5XM9” sok: 200 mL
e nyomelemek: 1 mL

e CaCly: 1 mL

e MgSOy4: 1 mL
e YE:0.1-1g
e vasat tartalmazo oldat:
1 mL

e borju agy infuzio: 7,7 g
e marha-sziv infuzié: 9,8 g
e protedz pepton: 10 g
o dextroz:2 g
e NaCl:5¢g

e NapHPOy4:25¢g

o gliikoz:
5-10-15-20-25 g

gliik6z: 5-15-20-30-50-70 g

o glikoz:5g-20g

e ¢glicerin:
5-10-15-20-25 g

e glicerin:
5-15-20-30-50-70 g

e glicerin: 5g-20g

o xildz: 5-10-15-20-25
g

o xildz:
5-15-20-30-50-70 g

o xiloz:5g-20g

e arabindz, fruktoz,
inulin, laktéz, maltdz,
maltodextrin,
mannoz: 5-20 g

e arabindz, fruktoz,
inulin, lakt6éz, maltoz,
maltodextrin, mannoz:

5-20 g

e arabindz, fruktdz, inulin,
laktoz, maltdz,
maltodextrin, manndz:
5-20 ¢

Az “5XM9” sok Osszetétele a kovetkezd: 42,5 g/L. Na,HPO,*2H,0, 15 g/L. KH,PO,, 5

g/L NH,Cl és 2,5 g/ NaCl. Ezen oldat kémhatasat 7 értékiire allitottam 4 M koncentracioju

NaOH-al. Ezt kdvetéen 121 “C-on 20 percig autoklavoztam és szobahémérsékleten taroltam.

A nyomelem koncentratum elkészités¢hez 100 mg/L MnCl,*4H,0, 170 mg/L ZnCl,,
43 mg CuCl,*2H,0, 60 mg/L CoCl,*6H,0 ¢s 60 mg/L Na,MoO,*2H,0O anyagokat mértem

Ossze. Az 1igy kapott elegyet 0,22 pm-es membransziirébn szlrtem ¢és sotétben,

szobahdémérsékleten taroltam felhasznalasig.

A CaCl,, valamint MgSO, oldatokbdl rendre 100 mM-os ¢és 1 M-os koncentracidju

elegyet készitettem, melyeket autoklavozas utdn szobahdmérsékleten tdroltam. A vasat

tartalmazo oldathoz 13,5 g/ FeCl;*6H,0-ot oldottam fel 100 mM-os citromsavban, majd

membransziurés utan szobahdmérsékleten taroltam.
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4.2.2. Nagyobb térfogatban végzett lombikos kisérletek

A torzsrol alkotott kép felbontasanak ndveléséhez 1éptéknovelést alkalmaztam. A
mikrolemezes elemzések soran kivalasztott kedvezo feltételek (szubsztrat és élesztokivonat
koncentracio) alapul szolgiltak a lombikokban elvégzett elemzéseimhez. igy a hirom
vizsgalt tdpoldat megegyezett a mikrolemezes koriilmények kozott vizsgaltakhoz, viszont a
felhasznalt szubsztratok tipusa és koncentracidja valtozott. A kiillonbozd tapoldatok esetén
elvégzett kisérletek alapjan a 20 g/ kezdeti szubsztrdt koncentrdcid bizonyult a
leghasznosabbnak. A lombikban elvégzett kisérleteket is elénevelések eldzték meg, melyek
hasonldak voltak a mikrolemezes vizsgéalatokhoz. A -80 “C-on térolt baktérium sejteket 5 mL
5 g/L gliikoz szénforrast tartalmazd TSB tapoldatban neveltem 8 6ran at 37 “C-on, majd a
kozegtdl centrifugélassal elvalasztott sejteket, szubsztratot nem tartalmazé TSB tapoldattal
reszuszpendaltam. Az igy kapott koncentralt baktérium szuszpenzioval 0,3-as kezdeti optikai
denzitast (ODyg) allitottam Camspec M330 tipusu (Spectronic Camspec Ltd., Garforth,
Leeds, Egyesiilt Kiralysag) spektrofotométerrel minden lombikban elvégzett kisérletnek,
amelyeket haromszoros ismétlésben végeztem. A 300 mL Gssztérfogatu Simax lombikokba
(Kavalier, Sazava, Csehorszag), 200 mL tapoldatot mértem majd 37 “C-on neveltem 180 rpm
fordulatszamra allitott razoinkubatorban (Sartorius CERTOMAT®BS-T, Gottingen,

Németorszag).

4.2.3. Bioreaktorban végzett fermentaciok

A lombikban elvégzett kisérleteket kdvetden, a fermentacids folyamatokat nagyobb
térfogatban, €s jobban kontrollalhaté koriilmények kozott vizsgaltam. A megvalasztott
kisérlet alapjat az eldkisérletek képezték, ebben a fazisban a bioreaktorban elvégzett
(Sartorius Biostat®A Plus, Gottingen, Németorszag) kisérleteket gliikoz, glicerin és xiloz
szénforrasra végeztem. Az elOnevelés hasonld volt, mint a mikrolemezes vagy lombikos
kisérleteknél. A sejteket 37 “C-on, 130 rpm-es fordulatszdmon razatva neveltem el 5 mL
tapoldatban. Az igy kapott folyadékkultarakbol a sejteket 10 percen keresztiil Beckman
Coulter Allegra® 64R (Beckman Coulter, Brea, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok)
centrifugdval 3500 rpm-en vélasztottam el. Centrifugalds utan szubsztratmentes tapoldattal
szuszpendaltam a pelletet, majd megtortént a bioreaktorok inokuladldsa. A bioreaktor
Ossztérfogatanak (1500 mL) kétharmadat kihasznalva (1000 mL tapoldat), a kezdeti optikai
denzitast 600 nm-en 0,3 értékre Camspec M330 tipusu (Spectronic Camspec Ltd., Garforth,
Leeds, Egyesiilt Kiralysag) spektrofotométerrel allitottam be. A kezdeti szubsztrat
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koncentraci6 értéke 20 g/L volt, illetve a kémhatast 7-es értékre allitottam és szabalyozasat
szoftveres vezérléssel (BioPAT®MFCS, Sartorius, Gottingen, Németorszag) végeztem, 1
M-os NaOH-ot ¢s 1 M-os HCl-ot haszndlva. A reaktor szintli fermenticiok soran két
kiilonbozé koriilményt vizsgaltam, egyik reaktort mikroaerob modon (60/60 mL/perc
széndioxid/levegd (CO,/LEV) keveréke), mig a masikat anaerob koriilmények kozott
lizemeltem, minek biztositasdhoz a légtérbe 60 mL/perc térfogatdrammal szén-dioxidot (CO,)
juttattam. A tapoldat elsavasodasanak, és az ezt kovetd nagy mennyiségii NaOH médiumba
keriilésének megakadalyozasa érdekében a gazfazist reaktorok légterébe vezettem. Erre azért
is volt sziikség, hogy megvizsgaljam a sejtek kapnofil tulajdonsagat, valamint a redukald
kozeg hatasat a céltermék mennyiségére vonatkozoan. A szén-dioxid térfogatdramat
szakirodalmi adatokra alapoztam. A fermentécio folyaman két éranként vettem mintat (5 mL)
a reaktortérbdl 12 oran keresztiil, majd rogzitettem az optikai denzitas valtozasat, valamint az

Osszegytlt adatokbol ndvekedési sebességeket szamitottam.

A lombikban ¢s bioreaktorban elvégzett mintavételek soran az optikai denzités
meghatarozasakor megfeleld higitast alkalmaztam annak érdekében, hogy a spektrofotométer
megbizhat6 mérési tartomanyiban vizsgiljam az adott mintat. fgy kétszeres (500 pL
sejtmentes tapoldat + 500 pL sejtet tartalmazoé minta), 6tszoros (800 pL sejtmentes tapoldat +
200 pL sejtet tartalmazé minta), tizszeres (900 pL sejtmentes tapoldat + 100 uL sejtet
tartalmaz6 minta) és husszoros (950 pL sejtmentes tapoldat + 50 pL sejtet tartalmazo minta)
higitasokat is Osszeallitottam azért, hogy a spektrofotométer ODgy=1,5 fels6 mérési hatara

alatt maradhassak ¢€s igy pontos mérési eredményt kaphassak.

Ugy a mikrolemezen és a lombikban, mint a bioreaktorban tortént sejtnevelések soran
a fajlagos novekedési sebességet az aldbbi linedris differencidlegyenlettel (1) hataroztam

meg:

ux = dx/dt(1)

az 1do (dr) fuggvényében.

Ugyancsak mindharom (mikrolemezen, lombikban és bioreaktorban) korilmény
esetében, az optikai denzitds ¢€s sejtek koncentracidja kozotti Osszefiiggést, Becker és

kutatdcsoportja allitotta fel, Basfia succiniciproducens baktériumra specifikusan:

gCDM [g/L] =0.331 X ODg, (Becker és mtsai. 2013)
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4.3. Nagy teljesitményu folyadékkromatografias mintaelemzés

A fermentécio soran gyijtott mintadkat 1260 Infinity (Agilent Technologies Inc., Santa
Clara, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) automata, nagy teljesitmény(i folyadékkromatografon
analizaltam. A mintavételezést kovetden a mintdkat 14000 rpm fordulatszamon 10 percen
keresztiil centrifugaltam a sejttormelék eltavolitasa érdekében Hettich Mikro 220 (Hettich
MNC, Westphalia, Kirchlengern, Németorszadg) berendezéssel, majd a feliiliszot az analizis
pillanatdig 0,45 pm porusatmérdjii sziirén sziirve eppendorf tubusokban -20 “C-on taroltam.
A mintdkban fellelhet6 komponensek elvalasztasahoz Coregel 87H3 oszlopot hasznaltam,
melynek miikodési hémérséklete 50 ‘C volt. A mintaban fellelhetd szénhidratok és szerves
savak detektalasara rendre RID (Refractive Index Detector) és DAD (Diode Array Detector)
detektorokat alkalmaztam. Mozgéfazisként 0,004 M kénsav oldatot, 0,6 mL/perc
térfogataramban hasznaltam. Az analizishez a szénhidratok esetében 20 g/L-es, mig a szerves
melyekbdl higitassal 6t pontos kalibraciés egyenest (12.Abra és 13.Abra) vettem fel. Az
oszlopra torténd injektalast kovetden kromatografids csucsokat kaptam, az igy generalt
kromatogramokat (26.Abra) retenciés idS alapjan értékeltem a standard kalibracios

egyeneseihez viszonyitva.

" Compound: glicerin
ompound glikéz

c
-~ DI Signal: RID1A |
Exp. RT: 9.193 Level:5 - Exp. RT 13505 ) VgRes: 53617445~
Corr. Coeff.: 0999080 5 Arake ./ Corr. Coeff.: - 0.999499 . i i 4
Residual 89309.08532 e Residual 7089109746 45 il
! 7 4 »
Formula y=ax+b -4 Formula y=ax+b &
a: 247480 42387 a: 266378.34894
b: 72514 67500 b: -25073.19107
¢! 0.00000 ! | ‘ ¢ 0.00000 :
d: 0.00000 ‘ “‘N‘“‘W_‘ g d: 0.00000 EI m:_'”}
Compound xiléz
Signal RID1A .
Exp. RT 9,895 65 evel:5
. e sl
Corr. Coeff 0.999079 5 »
Residual: 100910.46012 s 1

Formula: y=ax+b
a: 279626.08224
b: -10576.36964

c: 0.00000
d: 0.00000

12.Abra Felhasznalt szubsztratokra (gliikoz, xiléz, glicerin) sszeallitott standardok

kalibracios egyenesei (Retencios 1d6k: RT y5,=9,2 perc; RTy;,,=9,8 perc; RTyicerin=13,5 perc).
Coregel 87H3 oszlop, szénforras koncentraciok: 20-10-5-2,5-1,25 g/L, RI detektor
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Compound: hangyasav
Compound: borostyankésav " B

Signal: DAD1A . Signal DAD1B

Exp. RT: 14.083 40004 Level: §
AvgRes: 3448 023

Exp. RT: 12.148 Level: 5
AvgRes: BB72.646

Com. Coeffs  0.089623 o Corr. Coeff.:  0.999514 =3
Residual: 10174846 orl Residual: 4494502
T
g %% Levers Love:4
_ £ 051 AvgRes 4206585 Formula: y=ax+b AvgRes: 1619.71
Formula: y=ax+b g gRes:4206 5 ol
a: 176.26879 a 6860377 1000 fygRes 831
b 20 46388 i i b: -19.90647 o RO
018V 5 .
c: 0.00000 N ¢ 000000 R TR R
B B R R R R R d: 0.00000 NS LT ST
d: 0.00000 ] (Amount
Compound:  ecetsav Compound:  tejsav
Signal: DAD1B signal: DAD1B
Exp. RT: 15.319 Levels oo Exp. RT: 12.848 0001 Level: 5
vgRes: 3093 313 4500 v 1
Corr. Coeff.: 0999492 Corr. Coeff.:  0.999065 ’ s bl
Residual: 4119133 Residual: 76.16510
o Levelid Level 4
. - 1 AvgRes:1451B15 =
Formula: y=ax+b L Formula: y=ax+b AvgRes: 1924
a: 6146253 a: 8377717
b: -13.76607
3.7660 b: -70.07057
c: 0.00000
B S T R R ] ¢: 0.00000
d: 0.00000 TAmourt d: 0.00000 § 10 15 b 25 30 35 40 45 S0 5 60

[Amoun]

13.Abra Képzédott szerves savakra (borostyankésav, hangyasav, ecetsav, tejsav) dsszeallitott
standardok kalibracios egyenesei (Retencios id6k: RTyorosyankssay=1251 Perc; RTyungyasey=14,08
perc; RT ey =15,3 perc; RT ., =12,8 perc). Coregel 87H3 oszlop, detektalasi hulliamhossz:
210 nm, szerves sav koncentraciok: 50-25-12,5-6,25-3,125 mM, DA detektor
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5. Eredmények és értékelésiik

Jelen PhD dolgozatomban a Basfia succiniciproducens baktériumtérzs novekedésére
¢s borostydnkdsav termelésére kerestem kerestem valaszokat. A baktériumtorzs részletes
megismerésének érdekében a szamitogépes elemzéseken kezdve, a laborban megvaldsitott
gyakorlati kisérleteken at, befejezve az igy kapott eredmények targyaldsan, a dolgozat
kérdéskorére argumentumokat gyljtottem. A szakirodalomban elérhetd metabolikus modellt
els6 korben kibdvitettem a tudomany és szamomra is relevans paraméterekkel. Ezzel in silico
elemzéseket hajtottam végre a borostyankdsav hozamara vonatkozdan. Szamitdgépes
elemzéseimet gyakorlati kutatasok kovették. A torzs széles spektrumu szubsztrat hasznositd
képességét mikrolemezen elemzetem. Ezt kovetden a térzs minimal médiumban torténd
viabilitasardl alkottam képet. Bioreaktorban, szabalyozott koriilményen végzett kisérleteim,
¢s az innen szarmazd eredmények, a sejtnovekedési iitem és a borostyankdsav, valamint
egyéb szerves savak hozamarol adtak 0j informacidkat. Az innen szarmazé eredményekbdl
generalt paraméterekkel az in silico modellt 0jbol elemzésnek vetettem ald. Annak
érdekében, hogy a hozzdadott értékkel rendelkezd célterméket (borostyankdsav) minél
nagyobb hozamban termelhessek, a kutatdsban szerepld megujuld szubsztratokat (glikoz,
glicerin és xil6z) minimal tapoldattal (M9) tarsitottam. Ez a kombinacio szem el6tt tartja a
koltséghatékonysagot. Mig a jelen kutatasban megjelenitett in silico és laboratériumi szintii
kisérletek, illetve azok eredményei atfogd képet adnak a Basfia succiniciproducens
baktériumtdrzs szubsztrat hasznosithatosagarol, a szakirodalomban jelentds mennyiségi
informaciot talalhatunk ezen szubsztratok eredetére (valoban megajuld szénforrasok). Ahhoz,
hogy megérthessiik a céltermék bioszintézisét a fent meghatarozott szubsztratok esetén,
novekedés dinamikai elemzéseket végeztem, valamint a szerves savak (borostydnkdsav,
tejsav, hangyasav, ecetsav) termelését vizsgalatam felhasznalva a rendelkezésre allo

metabolikus modellt, valamint a laborban elvégzett gyakorlati kisérleteket.
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5.1. Metabolikus modell bovitése és a metabolitok termelésének

elorejelzése

A kényszer alapu modellezés és predikciok vizsgalatai soran a szimuldcidimat
specifikus  koriilményeken végeztem. Szakirodalmi adatok alapjdn, olyan szubsztrat
felhasznalasi sebességekkel szamoltam, mely az anaerob koriilményeken legkozelebb allt a
gyakorlati kisérletekhez. Olyan értékre allitottam be a gliik6z felhasznalasi sebességét, hogy a
biomassza ndvekedési sebessége 0,3 h' legyen. A gliikoz kezdeti felhasznalasi sebessége ez
alapjan lett meghatarozva. Az Aaltalam hozzaadott, mdas szubsztratokhoz tartozo
reakcidegyenletek felhaszndlasi sebességeit az eldbbiekben targyalt gliikoéz értékéhez
viszonyitottam. A biomassza ndvekedési sebesség mellett a predikcidk sordn, egyéb mas
metabolitok is képzddtek: borostyankdsav, ecetsav és hangyasav. Ezeknek képzodési
sebességét “mM gCDM'h'” mértékegységben kaptam meg. Harom szubsztrat esetén
(14.Abra) kiilonboz6 biomassza novekedési sebességet, valamint eltéré metabolit képzédési

sebességet kaptam.
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14.Abra A Basfia succiniciproducens ndvekedési sebessége (biomassza) és a termelt
metabolitjai (borostyankdsav, ecetsav, hangyasav) a vizsgalati szubsztratok (gliikoz, xil6z és
glicerin) esetén (in silico predikciok). Anyagok felhasznalési sebessége: glikoz: 7,7 mM
gCDM'h!, glicerin 15,4 mM gCDM'h!, xil6z: 9,24 mM gCDM'h!, oxigén: 0 mM
gCDM'h!

Mig a gliikoz esetén a szakirodalombol szarmazo6 felhasznaldsi sebesség értékekkel

végeztem a predikcidkat, lathatd, hogy a biomassza képzddés mellett, egyéb metabolitok is
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termelédtek. A 0,3 h' ndovekedési sebességgel bird biomassza esetében gliikdz szubsztraton a
hangyasav képzO6dési sebessége volt a legnagyobb, 6,88 mM gCDM'h értékkel. Xildz és
glicerin felhasznaldsi sebessége 9,24 mM gCDM'h' és 15,4 mM gCDM'h! volt. A
biomassza novekedési iiteme, rendre 0,26 h' és 0,448 h™' értékii volt. A két szubsztratra
végzett szimulacid esetén korlatolt biomassza ndvekedési sebesség mellett keletkezo
metabolitok a borostydnkdsav, az ecetsav és a hangyasav volt. Mindharom szubsztratot
vizsgalva a hangyasav képzdodési sebessége a legtobb, mig xildéz esetén ennek értéke 6,97
mM gCDM™"h”', addig glicerin esetén 6,49 mM gCDM'h™! volt. Mindhdrom szubsztrat esetén
a szerves savak képzodési sebessége koziil a borostyankdsav volt a legkisebb, de mértéke
megkozelitdleg azonos volt az ecetsav képzddési sebességével. Tomegegyensily vizsgalat
esetén a xiloz, mint alkalmazott szubsztrat emelkedett ki a legjobban 5,79 mM gCDM'h’!
borostyankdsav képzddési sebességgel, normal koriilményen (nem korlatolt biomassza
novekedési sebességgel). A glilkdz esetén tapasztalt borostydnkdsav képzodési sebesség
kozel 4llt a xiléznal szdmitott értékhez, 3,8%-o0s kiillonbséget mutatva, mig a glicerin kozel

22%-al kevesebb képzddési sebességet eredményezett.

5.1.1. Elméleti maximalis céltermék meghatarozasa

Borostyankdsav képzddésének tekintetében tomegegyensuly elemzés, valamint a
céltermékek elméleti maximumanak kiszamitdsandl jelentOs kiilonbséget tapasztaltam. A
biomassza novekedési sebességének egy minimum értéket vettem alapul (u=0,1 h™), mely
elvart az in silico predikciok elvégzéséhez (15.Abra). Mindhdrom szubsztrat esetén tobb
mint kétszeres borostyankdsav képzOodési sebességet szamitottam. Korlatolt biomassza
képzOdési sebesség mellett (u=0,1 h'), gliikoz és xiloz esetén hasonld, 12,06 mM gCDM 'h!,
mig a glicerin esetén valamivel kevesebb 11,72 mM gCDM'h' volt a borostyankdsav
képzOdési sebesség. Abban az esetben, amikor a biomasszara alkalmazott kényszereket
minimalisra (u=0,1 h™") allitottam be, ndvekedett borostyankdsav képzddési sebességeket
tapasztaltam. Ez annak koszonhetd, hogy a biomassza irdnyaba korlatolt mennyiségli szén
fluxus aramlik igy megnyilik a lehetdség arra, hogy a fennmarado szén fluxusa a szerves

savak képzodésének iranyaba toloddjon el.
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15.Abra Borostyankésav képz3dési sebesség tomegegyensily elemzésekkel (FBA), valamint
a céltermék elméleti maximumanak meghatarozésa in silico predikciokkal

5.1.2. A Basfia succiniciproducens baktériumtorzs in silico metabolikus

optimalizalasa

A kovetkezd 1épésben a vizsgalt baktériumtorzs metabolikus modelljét felhasznalva in
silico gén delécidkat végeztem. Amint azt a Anyagok és modszerek rész In silico gen
eliminacio alfejezetében taglaltam, egyes metabolikus utvonalak gétlasaval bizonyos szerves
savak képzodési sebessége novelhetd. Két kiillonb6zo génkiiitési szimulaciot is elvégeztem a
szamitogépes elemzések soran. Elsd 1épésben a piruvat-formiat-lidz génjéhez tartozod
metabolikus egyenletet (4pfl) tavolitottam el a modellbdl, és igy elemeztem a biomassza
novekedési sebességét, valamint a keletkezd céltermék képzddési sebességét. Masodik
esetben a laktat-dehidrogendz génjének egyenletét (4/dh) tavolitottam el a rekonstrukciobol.
Jelentds valtozast a Apfl gén kiiitésekor értem el. Mindhdrom szubsztrat esetén a hangyasav
iranyaba torténd szén fluxusanak megsziinése a biomassza és a céltermék iranyaba tolodik el,
ennek eredményeképpen megnovekedett értékeket kaptam. A piruvat-formiat-lidz génjének
eliminalasakor a biomassza ndvekedési sebességére vonatkozoan mindharom alkalmazott
szubsztrat esetében csokkenést figyelhetiink. A legkisebb biomassza képzddési sebesség

csOkkenést a glicerin esetében észleliink, ennek értéke 10,5%, melyet a xil6z 15,4%-al és a
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gliikoz 16,7%-al kovet. Igy a Apfl esetében a gliikoz és xiloz szubsztratok alkalmazasakor a
borostyankdsav  képzdédési sebessége rendre 67,59%-al és 68,1%-al emelkedik az
alapallapothoz (vad tipus - mutdcié nélkiil) viszonyitva. A glicerin esetében kevesebb,
viszont jelentés novekedés tapasztalhatd, a céltermék képzdodési sebessége 64%-al nott

(16.Abra).
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16.Abra Basfia succiniciproducens baktériumtdrzs szamitogépes modelljének
elemzése. Harom koriilmény (vad tipus - mutécio nélkiil, Apfl - piruvat-formiat-liaz
reakcidegyenletét nem tartalmazd modell, A/dh - laktat-dehidrogenaz reakcidegyenletét nem
tartalmaz6 modell) és harom kiilonbozd szubsztratra (rendre gliikdz, xiloz és glicerin)

5.2. Kiilonbozo szubsztratok hozzaférhetoségének elemzése, a
tapoldatok és szubsztratok biomasszara, valamint metabolit

termelésre  gyakorolt  hatasanak  vizsgalata  kiillonb6z6

korilményeken

Az in silico és a valésag minél megfeleldbb kapcsolatanak leirdsdhoz laboratoriumban
végeztem kisérleteket. Léptéknovelés elvét kovetve kisérleteket végeztem eldbb
mikrolemezen, majd lombikban nagyobb térfogatban, kontrollalatlan koriilményeken, végiil
nagy térfogatban ¢&s kontrollalt koriilményeken, kiilonb6z0 tapoldatokban valtozo
szubsztratkoncentracioval. Vizsgélatom térgya az elért biomassza koncentréciéja, a fogyott

crer

felhasznalasa és hatasa a képzddott biomasszara, valamint a termékképzddésre, olyan
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paraméterekkel szolgalnak, amelyek segitségével leirhatd a szamitégépes modell predikcioja,

valamint a valosag kapcsolata.

5.2.1. A Basfia succiniciproducens baktériumtorzs szubsztrat profiljanak

meghatarozasa

Vizsgalatom kovetkezd 1épése laboratoriumi koriilmények kozott zajlott azért, hogy
az alkalmazott szubsztratok (arabindz, fruktoz, glicerin, gliikkdz, inulin, laktéz, maltéz,
maltodextrin, mannoz, xildz) és azok koncentracidja, milyen hatdssal van a baktériumtorzs
novekedési dinamikéjara, kiillonbozo tapoldatok esetében. Tovabba az is érdekelt, hogy az
esszencialis vitamin és aminosavakat tartalmazé élesztOkivonat, milyen mértékben jarult
hozza a sejtndvekedési litemhez. A kutatds ezen fazisa mikroaerob fermentacios
koriilményeknek felelt meg. Mivel a mikrolemez fizikai kialakitdsanak koszonhetéen 100 pL
(200 pL ossztérfogat) sejtkulturat tartalmazott egy zseb, korlatozddott a razatés, és igy az
oxigén beoldodasanak hatékonysaga. Mikrolemezen végzett elemzés soran nyolc kiilonb6zd
szubsztrat  koncentraciot (5-10-15-20-25-30-50-70 g/L) vizsgaltam, illetve kétféle
¢lesztOkivonat koncentraciot (0,1-1 g/L). A méréseket haromszoros ismétlésben végeztem,
valamint szdmos koriilményt vizsgaltam, hozzatéve a kontroll (sejtkultura nélkiili)
vizsgalatokat is. Az alkalmazott szubsztratok és élesztokivonat mellett a tapoldat Gsszetétele
is fontos szerepet jatszott a kutatdsban. Minimal tdpoldat esetén az in silico és laboratdriumi
vizsgalatok Osszehasonlitdsanak legegyszerlibb modja, ha olyan tapoldatot hasznalunk a
laborkisérletek soran, melyek nem, vagy csak minimalis mértékben térnek el a szamitogépes
elemzések korilményeitdl. Az in silico predikciok a baktériumsejtek metabolikus
utvonalainak reakcioit, az alkalmazott szubsztratok felhasznalasi sebességeit és a képzddott
metabolitok képzddésétveszik figyelembe. Elméleti sikon, a minimal tdpoldat hasznélata a
laborkisérletek soran indokolt volt, és a tapoldat szubsztratokon kiviili komponenseinek
hatdsa minimalis volt a sejtek aktivitasdra. Az inhibiciés koncentracidkat kizarva, valos
hatdsat mikrolemez olvasé berendezéssel vizsgaltam. A baktériumrol kapott részletesebb kép
kialakitdsaért a minimal (M9) tapoldat mellett, az Anyagok és modszerekben leirt masik két
komplex tapoldatot (TSB, BHI) is vizsgaltam.

A mikrolemez olvasoé technologia nyujtotta elényok felhasznalasaval a célzottan
vizsgalni kivant szubsztratokon kiviil tovabbi hét szénhidratot is elemeztem. Ezt azért

tartottam fontosnak, hogy minél szélesebb spektrumu leirast adhassak a baktériumtorzs
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szénforras preferenciajat illeten. Igy mikrolemezen a harom tapoldatban (TSB, BHI, M9), 5
g/L és 20 g/L koncentracioban elemeztem az eldkisérletek soran fent emlitett tiz szubsztratot.

A megjelenitett 17.Abran lathatd, hogy koncentraciotél fiiggetleniil az elemzés soran
a vizsgalt szubsztratok esetén, a baktériumtorzs hasonlé novekedési dinamikat mutat. A
fermentacio kezdetétdl szamitott 4-6 Ora elteltével az 0Osszes szubsztrat esetében a
baktériumtdrzs a sejtndvekedés exponencialis szakaszanak maximumahoz ér. Az elemzés
soran mindkét alkalmazott szubsztratkoncentracid esetében, a xiloz és manndz szubsztratok
alkalmazaséaval az exponencialis novekedési szakaszt kovetden a baktériumsejtek egy lassan
novekvo szaporulatot mutatnak. Ellenben a glicerin, arabin6z €s inulin szénhidratok esetében
a fermentacio elejétdl megfigyelhetd egy alacsony meredekséggel jelentkezd sejtszaporulat,
mindkét  szubsztratkoncentraci6  alkalmazédsakor. A  baktériumtérzs az 5 g/L
szubsztratkoncentraci6 alkalmazasakor a legnagyobb sejtkoncentracidt, a xildéz szubsztrat
esetén érte el 0,7 g/L (ODsys=2,141), melyhez kozeli értéket a manndz szénhidrat esetében
mértem 0,69 g/L (ODss=2,107). A legkevesebbet a glilkkdézra mértem, 0,46 g/L
(ODsys=1,391), mely kozeli értéket mutat a maltoézra kapott biomassza koncentracioval 0,48
g/l (ODsgs=1,471). A 20 g/L szubsztratkoncentracid esetén, a xil6z €s manndéz bizonyult
hasznosnak, az elért biomassza koncentraciok rendre 0,69 g/L. (ODsys=2,095) és 0,66 g/L
(ODsy5=2,005) voltak. A legkevesebb biomasszat eredményezd szubsztrat ebben az esetben a
maltodextrin volt 0,47 g/l (ODsys=1,42) értékkel, melyhez kozeli értéket Gjbol a glikkoz
mutatott 0,48 g/L (ODsos=1,454) koncentracioval. A kapott adatokat vizsgalva elmondhatjuk,
hogy mind a tiz szubsztrat esetén ugy az 5 g/L mint a 20 g/L szubsztratkoncentracio

potencialisan alkalmas tenyésztési koriilmény.
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17.Abra A baktériumtorzs mikrolemezes populaciodinamikaja TSB tapoldatban. A - 5 g/L
szubsztratkoncentracio, B - 20 g/L szubsztratkoncentraci6 (haromszoros ismétlésben, atlagok
abrazolva és szorasok feltiintetve)
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A rendelkezésre all6 masodik komplex tapoldatot (BHI) vizsgalva megfigyelhetjiik
(18.Abra), hogy atlagosan az dsszes szubsztrat esetében magasabb biomassza koncentraciot
mértem, viszonyitva a TSB tapoldaton tapasztalt biomassza mennyiségekhez. A beoltast
kovetden az Osszes szubsztrat esetén szaporodasi fazis indul meg, amely megkozelitdleg a
negyedik o6raig tart, mindkét alkalmazott szubsztratkoncentracid esetén. Ezt kovetden
stacioner fazis veszi kezdetét, mely megfigyelhetdé az elemzés végéig. Az 5 g/L
tartalmazd6 BHI tapoldatban tapasztaltam, 0,73 g/L (ODsys=2,23) értékkel. A xildz
szubsztraton elért biomassza koncentracidot szorosan kovetik a manndéz ¢€s maltdz
szubsztratok, amelyeken rendre 0,68 g/L (ODsys=2,066) és 0,67 g/L (ODsy5=2,052) értéket
szamoltam. A legkevesebb biomasszat képzd szubsztratok a maltodextrin és a laktdz
szubsztratok voltak, ezek esetében rendre 0,55 g/L (ODsys=1,675) és 0,56 g/L. (ODsys=1,699)
biomassza koncentraciokat szamoltam. A nagyobb szubsztratkoncentracio (20 g/L)
alkalmazasakor maltoz szénforras esetén 0,74 g/L (ODsys=2,25) biomassza koncentraciot
kaptam. Ezt kovette a xilézon ¢€s gliikkdzon képzddott sejtek koncentracidja, ahol rendre 0,72
g/ (ODsps=2,19) ¢és 0,69 g/ (ODsys=2,11) maximalis biomassza koncentraciokat
szamitottam. A BHI tapoldat inulin szubsztrattal volt az a koriilmény, ahol a legkevesebb

sejtkoncentraciot mértem, 0,57 g/ (ODsos=1,75) maximalis biomassza koncentracio értékkel.

Optikai denzitas (595 nm)
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18.Abra A Basfia succiniciproducens baktériumtorzs ndvekedés dinamikaja mikrolemezes
elokisérletekben BHI tapoldatban. A - 5 g/L szubsztratkoncentracio , B - 20 g/L
szubsztratkoncentraci6 (haromszoros ismétlésben, atlagok abrazolva és szorasok feltiintetve)
Az elbkisérletek utolsd része a komplex, komponensekben gazdag tapoldatokhoz

viszonyitva egy koltséghatékonyabb, egyszeriibb kdzegben ment végbe, M9 tapoldatban
(19.Abra). Az 5 g/L koncentracidban rendelkezésre allo szubsztratok esetén egy rovid

adaptaciés fazist figyelhetiink meg. Mivel az elonevelést TSB tapoldatban végeztem a
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baktériumsejtek a komponensekben gazdagabb tapoldathoz adaptalodtak, ezzel magyardzhatd
a kezdeti adaptacios szakasz, M9 tapoldat esetén. Egy szénforrés kivételével (inulin) a tobbi
szubsztrat egy alacsonyabb meredekségli exponencialis szakaszba 1ép a fermentacid masodik
ordjaban, és ez a negyedik-hatodik fermentacios 6ra magassagédban all le, ekkor Iépnek be a
baktériumsejtek a stacioner allapotba. A maximalis biomassza koncentracié a maltozt
tartalmaz6 M9 tapoldatban figyelheté 0,61 g/L (ODsys=1,847) értékkel, amelyet a
fermentacid tizenhatodik ordjaban mértem. A legkisebb maximalis sejtkoncentraciot az
inulint tartalmazé tapoldat mutatta 0,26 g/L. (ODsos=0,792) értékkel. A maradék nyolc
szubsztrat a fent leirt két szénforrds névekedési gorbéi kozott helyezkednek el. A nagyobb,
20 g/L szubsztratkoncentracio alkalmazédsakor elmarad az 5 g/L koncentracid esetében
tapasztalt kezdeti szaporodasi “megtorpands” (adaptacios szakasz). Vizsgalva a novekedési
gorbéket, megfigyelhetjiik, hogy a beoltast kdvetden meredek exponencidlis fazis indul meg
az Osszes szubsztrat esetén, amely a kisérlet negyedik 6rdjaban stacioner fazisba 1ép at. A
maltodextrin esetén az exponencialis szakasz végével a sejtek a deklinacios szakaszba érnek,
mely a fermentacid végéig tart. A fermentaciot a maradék szubsztratok esetén a ndvekedés
stacioner fazisa koveti végig. A nagyobb szubsztratkoncentracid (20 g/L) 6t szubsztrat esetén
mutatott jelentOsebb biomassza képzddést. Gliikkdéz, manndz, laktéz, maltdéz és fruktdz
szubsztratok alkalmazasdval magasabb biomassza koncentracidt tapasztaltam, rendre 0,65
g/L (ODsys=1,97), 0,65 g/L (ODsys=1,98), 0,64 g/L (ODsys=1,94), 0,61 g/L (ODs¢s=1,85) és
0,59 g/L (ODsys=1,81) értékekkel. Az inulin bizonyult a legnehezebben hozzéaférhetd
g/L (ODsys=0,92) sejtet produkalt. A maradék négy szubsztradt (arabindz, glicerin,

maltodextrin és xil6z) esetében megfigyelhetd, hogy mindenik szubsztrat felhasznalodik.
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Optikai denzitds (595 nm)
Optikai denzitds (595 nm)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

1d6 (h) 00
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

1d6 (h)

L < " . 2 " —— ind 6 i il ik —— i
—eo—Arabinéz Fruktéz Glicerin Glitkéz —e—Inulin Arabindz Frukt6z Glicerin Glukdz Inulin

Laktéz Maltéz Maltodextrin Mannéz Xiloz —o—Laktéz —eo—Maltéz —e—Maltodextrin —e—Manndz —e—Xiléz

19.Abra A baktériumtdrzs populaciodinamikaja M9 tapoldatban mikrolemezen. A - 5 g/L
szubsztratkoncentracio, B - 20 g/L szubsztratkoncentraci6 (haromszoros ismétlésben, atlagok
abrazolva ¢€s szorasok feltiintetve)

5.2.2. Minimal ¢és komplex tapoldatok osszehasonlitasa Basfia

succiniciproducens biomassza termelésének szempontjabol

5.2.2.1. Mikrolemezes kisérletek TSB tapoldatban

Mikrolemezes vizsgalataim soran a torzsgyljtemény (DSMZ) éltal javasolt
organizmus-specifikus tapoldatot (TSB) is elemeztem. Ez a médium alapéllapotban a
szénforrasokon kiviil tartalmaz novényi és allati eredetli emésztett fehérjéket, mely szerves
nitrogénforrds a baktériumtérzs szamara. A pepton mellett két szervetlen sét is tartalmaz,
mely specifikus metabolikus utvonalak enzimeinek natrium, kalium, klor és foszfor
forrdsokat biztosit. A harom szubsztrat esetén Ot kiilonféle koncentraciot vizsgaltam:
5-10-15-20-25 g/L. A populaciodinamikéat ndvekedési sebességekben kifejezve €s a harom
alkalmazott szubsztrat esetén a 20.Abran mutatom be.

Az abrazolt eredmények lattan sziikséges leszogezni, hogy a szamitott értékek a
baktérium ndvekedésének exponencidlis szakaszaira értenddek. Mindharom alkalmazott
szubsztrat koncentraciot figyelembe véve lathatd, hogy a nodvekedési sebességek nem
mutatnak jelentds kiilonbséget. A xilozt tartalmazo tapoldat minden egyes szubsztrat koziil
kiemelkedik, mig a gliikoz és glicerin kisebb ndvekedési sebességet mutat az felhasznalt
szubsztrat koncentracidkon. Ha szazalékban fejezziik ki az szubsztratonként a legnagyobb és
legkisebb ndvekedési sebesség kiilonbségét a kdvetkezoket kapjuk: gliikkdz 9,9%, xil6z 9,7%
¢s glicerin 7,14%. Ezek a szamitott értékek azt mutatjak, hogy a gliikoz alkalmazéasakor

nagyobb kiilonbség volt a ndvekedési sebességek tekintetében, amely alapjan a torzs
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crer

amely alacsonyabb eltérést mutat. Viszont a glicerin esetében szamitott érték azt mutatja,

hogy a torzs erre a szubsztratra mutat a legkisebb érzékenységet.
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20.Abra A baktériumtérzs fajlagos novekedési sebessége mikrolemezen végzett kisérletben

A 5.Tablazat mutatja a mikrolemezen végzett kisérletekben elért maximalis
sejtkoncentraciot. A fermentacid soran az elért legmagasabb sejtek atlagolt koncentracidja a
xiloz szubsztraton volt mérhetd, 0,770,023 g/L. A sorban kdvetkezd szubsztratok a glicerin
¢s glikéz volt mikrolemez koriilményeken, rendre 0,6+0,044 g/L ¢és 0,47+0,019 g/L

biomassza  koncentraciéval. Megfigyelhetd, az alkalmazott szubsztratok

hogy

cres

crer

5.Tablazat A felhasznalt szubsztratokon képz6dott maximalis biomassza koncentracioja TSB

tapoldatban
Maximalis 5¢g/L 10 g/L 15 g/LL 20 g/L 25 g/LL
biomassza (szubsztrat- (szubsztrat- (szubsztrat- (szubsztrat- (szubsztrat-
koncentracié | koncentracid) koncentracio) | koncentracid) | koncentracido) | koncentracio)
(g/L)
Gliikkoz 0,47 0,46 0,47 0,48 0,51
Xiloz 0,8 0,79 0,79 0,77 0,74
Glicerin 0,67 0,59 0,63 0,6 0,55
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5.2.2.2. Mikrolemezes kisérletek BHI tapoldatban

Szakirodalmi hivatkozasok alapjan a BHI tapoldatot vizsgaltam, két kiilonb6zo
koncentracioban (5-20 g/L). Megfigyelhetd (21.Abra), hogy a baktériumsejtek ndvekedése
az 5 g/ szubsztrat koncentracié mellett egy hosszabb elnytlasi exponencidlis fazist
mutatnak, mig a 20 g/L. koncentraci6 esetén a szaporodasi gorbe meredeksége nagyobb. A
nagyobb szénforrast tartalmazé tapoldatban gyorsabb iitemii névekedéssel rendelkeznek a
baktériumsejtek. Mindkét koriilményen megfigyelhetd, hogy a xildéz az a szubsztrat ahol a
sejtek magasabb sejtkoncentraciot produkalnak. A xiléz esetén 5 g/L és 20 g/L szubsztrat
koncentracioval az elért maximalis biomassza koncentracidja hasonld, rendre 0,718 g/L
(ODsys=2,17), melyet a fermentacio tizedik orajaban ért el, és 0,7 g/L (ODsos=2,14), melyet a
mérés utolso, tizenkettedik o6rdjaban mértem. A gliikkoznal és glicerinnél valamivel kevesebb,
23%-al kisebb biomassza koncentracidt szamitottam 5 g/L szubsztrat koncentraciod esetén. A
20 g/L. koncentraciot vizsgalva lathatjuk, hogy a xiléz és a masik két szubsztrat (glikoz,
glicerin) kozotti eltérés kisebb, a xiloz esetén elért sejtslirliség 10%-al mutat nagyobb
értékeket. A két szubsztratkoncentracio alkalmazasakor, mindhdrom szubsztrat esetében
elmondhat6, hogy a beoltastdl szamitott négy ora utdan a tdrzs eléri az exponencialis

novekedési szakasz végét, elindul a stacioner allapot, mely a fermentacids vizsgalat végéig
tart.
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21.Abra A baktériumtérzs névekedés dinamikaja mikrolemezen BHI tapoldatban. A - 5 g/L
szubsztrat koncentracio, B - 20 g/L szubsztratkoncentracio. e - gliikoéz, A - xiléz, ® -
glicerin. A Basfia succiniciproducens sejtstiriségének valtozasa 595 nm-en

5.2.2.3. Mikrolemezes kisérletek minimal (M9) tapoldatban

A két komplex (TSB, BHI) tapoldat utan, egy koltséghatékonyabb médiumot (M9) is

vizsgaltam annak érdekében, hogy a kiilonb6z6 szubsztratok (gliikoz, xiloz, glicerin),
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azoknak kiilonbozd koncentracidi (5-15-30-50-70 g/L), valamint a tapoldathoz adagolt,
vitamin €s esszencialis aminosavakat tartalmaz6 élesztokivonat két kiilonb6z6 koncentracigja
(0,1-1 g/L) milyen hatéassal van a baktériumtorzs novekedésére. A 22.Abran megfigyelhetd,
hogy a térzs a magas szubsztratkoncentracion (70 g/L) is ¢életképes. Ha az elért maximalis
sejtstirliséget, valamint az adaptacids idot vessziikk alapul, a szubsztratok koziil a xiloz
emelkedik ki a legjobban. A xil6zhoz hasonlitva, a gliiko6z és glicerin esetén megfigyelhetd,
hogy a sejtek adaptacios ideje hosszabb. A xiloz esetében tapasztaltam a mikrolemezes
elemzések soran a legnagyobb sejtstiriséget a széles spektrumon mozg6 szubsztratokon és
szubsztratkoncentraciokon, igy a 30 g/L-es szubsztratkoncentracidé kiegészitve 1 g/L
koncentracioju élesztdkivonattal 1,33 g/L biomassza koncentracidt eredményezett. Az dsszes
vizsgalt koriilményt figyelembe véve a xildz mutatkozik a leghatékonyabb szubsztratnak
mikrolemezen, hasonlitva a tobbi szénforrashoz. A kapott eredmények alapjan elmondhato,
hogy a biomassza képzodését az ¢€lesztOkivonat koncentracidja hatarozza meg jelentosen
mindhdrom szubsztrat esetén, nem az alkalmazott szubsztrat koncentracidja. Az Osszes
vizsgalt koriilmény esetén a sejtstiriséget figyelembe véve elmondhatjuk, hogy az 1 g/L
koncentracioban alkalmazott ¢lesztokivonat kedvezdbb koriilményeket teremtett a torzs
populédcidodinamikdjara, mint a 0,1 g/L ¢élesztdkivonat koncentracio. Mig a xiloz €s gliikkoz
esetén a sejtslirliség novekedés rendre 11-44%-al és 22-42%-al emelkedett addig, a glicerin
esetében joval nagyobb hatdsa volt az élesztékivonatnak a sejtek ndvekedésére, az itt
tapasztalt sejtkoncentracidé gyarapodas tobb esetben is megduplazodik (93%-126%). A
glicerin esetében 0,1 g/L koncentracioban alkalmazott ¢€lesztokivonat mellett az Osszes
kiprobalt koriilményen egy joval mérsékeltebb sejtndvekedést tapasztaltam, de annak
ellenére, hogy nehezen metabolizalhatd szubsztratrol beszéliink, mégis sikeriilt a torzsnek
hatdsa a torzs viabilitasdra nézve esszencialis. A glicerin szubsztraton tapasztalt mérési
eredményeket elemezve lathatjuk, hogy az 1 g/L koncentracidban élesztdkivonatot tartalmazo
mérések esetén az 50 g/L szubsztrat koncentracid egy a ndvekedés tekintetében tapasztalt

kritikus inhibicios koncentracio.
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22.Abra Kiilonbozé szubsztrat és élesztdkivonat koncentraciok hatasa a Basfia
succiniciproducens baktériumtorzs populacidodinamikéjara mikrolemezes laborkisérletekben

60



70 g/L szubsztrat, 0,1 g/L YE 70 g/L szubsztrat, 1 g/L YE

E 14 £ 14
c =
v 11'2 vy 1,2
2 A
2 1 % 1
W
-E 038 TT T T L e T T T s 0,8 =
q e PR R T PR R ]
g 06 -_—:_—__ﬁ-.-rrn-rrTITT_rTTTﬂ'rTT“rTwTTTrTrrT _§ 06 -
o e _ LR DT =
= 04 = ‘5 04
% 0,2 Z 02
@) 0 5 10 15 20 8 0 5 10 15 20
1d6 (h) 1dé (h)

22.Abra Kiilonboz6 szubsztrat és élesztékivonat koncentraciok hatésa a Basfia
succiniciproducens baktériumtérzs populaciodinamikajara mikrolemezes laborkisérletekben.
Magyarazat: zold vonal - kontroll (baktériumsejt mentes), sziirke vonal - glicerin,
narancssarga vonal - gliikdz, kék vonal - xiloz (Bartos és mtsai. 2021)

5.2.3. Basfia succiniciproducens biomassza termelése gliikoz,

glicerin és xiloz szénforrasokon

A kovetkezd 1épésben léptéket ndveltem a részletesebben megismert koriilmények
eredményei utan, €s nagyobb térfogatban vizsgaltam a torzs ndvekedés dinamikajat. A
lombikban elvégzett kisérleteket a két komplex (TSB, BHI), illetve a minimal (M9)
tapoldatra vizsgaltam. A torzs novekedési sebességét illetben a mikrolemezen végzett
kisérletek, és a szabalyozott bioreaktoros kisérletek végrehajtasa kozott sziikségesnek lattam
egy koztes allapotot is megvizsgalni. A mikrolemezen végzett kisérletek a kiilonféle
szubsztratok alkalmazhat6sagarol nyujtanak informécidkat, de elemeztem a torzset
lombikban karakterisztikailag egy, a bioreaktoros kisérletekhez hasonld térfogatban. igy
nagyobb  térfogatban a fent emlitett tdpoldatokban, ¢és egy kivalasztott

szubsztratkoncentracidban tortént a vizsgalat a harom szénforrasra (gliikkdz, glicerin és xil6z).

5.2.3.1. Lombikos kisérletek TSB tapoldat felhasznalasaval

Elsdként a fentiekben mar targyalt komplex kozeget, a TSB tapoldatot nagyobb
térfogatban vizsgaltam. A vizsgéalatok soran 20 g/ koncentracioban vizsgéltam a
szubsztratok hatdsat a baktériumtorzs novekedési sebességére vonatkozdan. A kisérlet

eredményeit a 23.Abran figyelhetjiik meg.
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A nagyobb térfogatban vizsgalt elemzések soran kideriilt, hogy mindhdrom szubsztrat
esetén magasabb ndvekedési sebességet mutatott a  torzs a mikrolemezes
populacidédinamikahoz képest. Mig a xiloéz 1jbol kiemelkedett a tobbi szubsztrat kozil, a
gliikoz és glicerin esetében is ndvekedést lathatunk. Mindharom szubsztrat esetén a torzs az
inokulalast kovetéen emelkedd novekedési ilitemet (exponencidlis szakasz) mutat, mely a
xiloz és gliikoz esetén hat, mig glicerin esetén nyolc 6ra utan all le, és 1ép be a stacioner
szakaszba. A baktériumtorzs a legnagyobb sejtstiriséget a xiloz (ODg,=2,4) esetén ért el, ezt
kovetden a gliikozon (ODgy=1,91), majd végiil a glicerinen (ODgy,=1,71). A novekedési
sebességeket megfigyelve lathatjuk, hogy a xildz esetén tapasztalt sejtszaporulat 0,33 h!
értékkel vezeti a sort, a gliikoz kozel hozza 0,3 h'-es értékkel, mig a glicerin 0,22 h™' értékkel
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23.Abra A vizsgalt torzs populaciodinamikaja TSB tapoldatban 20 g/L
szubsztratkoncentracioval lombik térfogatban. Magyarazat: g, - gliikoz szénforrason
szamitott fajlogos novekedési sebesség, L., - X110z szénforrdson szamitott fajlagos
novekedési sebesség, Wyjicernn - glicerin szénforrason szamitott fajlagos novekedési sebesség

5.2.3.2. Lombikos kisérletek BHI tapoldat felhasznalasaval

A TSB komplex tapoldat utdn a masik komplex tapoldatot (BHI) vizsgaltam a fent
targyalt szubsztratok hozzaadagolasaval. Mivel a mikrolemezen végzett vizsgalatok soran az
5-20 g/ koncentracidk koziil az utdbbi bizonyult hasznosabbnak ezért a lombik
kisérletekhez is ezt a koncentraciét hasznaltam. A 24.Abra mutatja a BHI tapoldat esetén

tapasztalt populdciddinamikai valtozasokat, a harom vizsgalt szubsztratra.
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A BHI tépoldatban egy dinamikusabb sejtndvekedést figyelhetiink meg, a TSB
kozeghez viszonyitva. A beoltast kovetden a baktériumsejtek adaptacids fazisba 1épnek, majd
ezt kovetden indul meg mindhdrom szubsztrat esetében az exponencialis ndvekedési fazis,
mely a xiloz és gliikoz esetén két 6ra hosszusagot vesz fel, mig a glicerin esetén hosszabb
id6intervallumot figyelhetiink meg (kb. 4 ora). Az exponencialis fazist kdvetden a torzs
stacioner fazisba keriil az elemzés soran, az 0Osszes vizsgalt szubsztrat esetén. A
mikrolemezes vizsgalatokhoz viszonyitva megfigyelhetjiilk, hogy gy novekedési sebesség,
mint elért maximdlis sejtkoncentraci6 fliggvényében a lombik kisérletek kedvezdbb
eredményeket mutattak. A nodvekedés litemét figyelve lathatjuk, hogy ujbol a xilozt
tartalmazd tdpoldat esetén szamithatunk a leggyorsabb biomassza ndvekedési sebességre
(0,65 h"). A gliikkozt tartalmazo tapoldat esetén mért novekedési sebesség 0,57 h™!, mely kozel
hasonl6 a xiléznédl szamitotthoz. A glicerint tartalmazé tapoldatban szamitott névekedési
sebesség értéke a kozeg komplexitasat figyelembe véve alacsony értéket ad (0,36 h'), mely
az exponencidlis fazis elhtizodasaval magyarazhato.

3
Hglake:= 0,57 ht
25 Hxiloz= 0!'65 h
“glicerin= 0;36 ht
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24.Abra A torzs ndvekedés dinamikaja lombikban, BHI tapoldatban 20 g/L
szubsztratkoncentraciot alkalmazva. Magyarazat: ., - gliikoz szénforrason szamitott
fajlogos novekedési sebessége, L4, - X110z szénforrason szamitott fajlagos novekedési

sebess€g, Ugicenin - glicerin szénforrdson szamitott fajlagos novekedési sebesség

5.2.3.3. Lombikos kisérletek minimal (M9) tapoldat felhasznalasaval

A két komplex tapoldat vizsgalata utan a mikrolemezes kisérletekhez hasonloan a

lombik kisérleteket minimal tapoldatra is elvégeztem. Az alkalmazott szubsztratkoncentracio
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ebben az esetben is 20 g/L volt. A minimal tipoldatban kapott populdcidodinamikai
eredményeket a 25.Abra szemlélteti.

A két komplex tapoldat utdn egy komponensekben joval szegényebb tapoldatot
vizsgaltam. Jol megfigyelhetd a baktériumsejtek ndvekedési dinamikdjanak visszaesése ugy a
fajlagos novekedési sebesség, mint elért maximalis sejtstirliség (ODyy) tekintetében. Az
inokulalast kovetden ebben a tapoldatban tapasztalhaté a leghosszabb adaptacios szakasz.
Mindharom szubsztrat esetében megkozelitéleg négy oOrat tart az alkalmazkodasi fazis. Ezt
kovetden indul meg az exponencidlis szakasz. Az elért maximalis sejtkoncentracio a komplex
tapoldatokhoz viszonyitva kevesebb. Gliikkdz szubsztrat esetén 46% ¢és 92%-al nagyobb
biomassza koncentraciét mértem, rendre a TSB és BHI tapoldatokban. A xilozt tartalmazo
tapoldat esetén a TSB médiumban 84%-al tobb, mig BHI-ban 92%-al nagyobb biomassza
koncentraciot szamitottam. A glicerinnel tartalmazdo M9-es tdpoldat mutatott a legkisebb
sejtkoncentraciot. TSB tapoldatban 42%-al tobb, és BHI tapoldatban tobb mint dupla

Novekedési sebességeket vizsgalva elmondhatjuk, hogy a lombikban vizsgalt
populédcidodinamika legkisebb paramétereit kapjuk. A gliikoz és xilo6z szénforrast tartalmazo
tapoldatok esetében szamitott ndvekedési sebességek minimalis eltéréssel, rendre 0,15 h! és
0,148 h' értékeket adnak. A vizsgalt koriilményt a glicerin zarja 0,134 h™' novekedési
sebességgel. A fermentdcid soran elért maximalis biomassza koncentracidja a harom

szubsztrat esetén 0,42-0,43 g/L kozott mozog.
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25.Abra Populaciodinamikai eredmények M9 tapoldatban, lombik térfogatban 20 g/L
szubsztratkoncentracioban. Magyarazat: Py, - gliikoz szénforrason szamitott fajlogos
novekedési sebesseg, L, - X110z szénforrason szamitott fajlagos novekedesi sebesség, Wyicerin
- glicerin szénforrdson szadmitott fajlagos novekedési sebesség

53. A fermentacios koriilmények hatasa a  Basfia

succiniciproducens biomassza és céltermék képzodésérei

A lombikban elvégzett kisérleteket szabalyozott koriilmények kozotti elemzések
kovették. A bioreaktorok légterébe egyenletes térfogataramba kertilt a CO,/LEV keverék és
CO, (rendre 60/60 ml/perc és 60 ml/perc), igy szabalyozott koriilmények kozott vizsgalatra
a torzs metabolit profiljdnak elemzése, melynek meghatirozasit nagy teljesitményt
folyadékkromatografiaval valésitottam meg (26.Abra).

A nagy teljesitményli folyadékkromatografids adatokat kromatogramokbol

szdrmaztattuk, komponensenként €s tdpoldatonként a megfeleld kalibracios gorbék alapjan.
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Egy példit a mérések soran kapott eredményre a 26.Abra  mutatja.

rr v v

26.Abra Fermentaciokbol szarmazo mintak kromatogramjai 1260 Infinity
folyadékkromatograffal (A - gliikdz, B - xiloz, C - glicerin szénforrasokkal). Coregel 87H3
oszlop, RI detektor - szénforrasokra, DA detektor - szerves savakra (210 nm)
Mivel a Basfia succiniciproducens egy kapnofil tulajdonsaggal rendelkezd

baktériumtorzs (képes fixdlni €s metabolizalni a kornyezetében fellelhetd CO,-ot az
anyagcserefolyamataiba), ezért két kisérletsort végeztem el annak érdekében, hogy az ebbdl
szarmazo kiilonbségeket értelmezni tudjam. Els6é korben a bioreaktorok légterébe CO,/LEV
keveréket (60/60 ml/perc) juttattam, mikroaerob korilményeket teremtve. Masodik
alkalommal az anaerob koriilmények elérése érdekében kizardlag CO,-al (60 ml/perc)

lizemeltem, 1étrehozva azt a koriilményt, ahol a torzs érvényesitheti kapnofil tulajdonsagat.
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27.Abra A Basfia succiniciproducens metabolikus profilja és populaciodinamikaja M9
tapoldatban. CO,/LEV keverék (60/60 ml/perc) és CO, (60 ml/perc). G - bakterialis
ndvekedés exponencialis szakaszra szdmitva, a harom szubsztratra (gliikoz, glicerin és xil6z)
a két kiilonb6z6 koriilményen (CO,/LEV és CO,), S - borostyankdsav €s szubsztrat
koncentraciojanak aranya, F - hangyasav €s szubsztrat koncentracidjanak aranya, L - tejsav

........

(Baléazs ¢és mtsai. 2023)

5.3.1. Bioreaktoros fermentacio gliikoz szubsztrat felhasznalasaval

A glikéz szubsztraton tapasztalt novekedési sebességeket figyelembe véve
megallapithatjuk, hogy az anaerob koriilményen a legmagasabb novekedést (0,739 h')
észleliink. A CO,/LEV keveréket alkalmazva a torzs mérsékelt novekedést mutat, itt az elért
maximalis novekedés ratdja 0,482 h'. Az elért maximalis sejtkoncentracio hasonloan valtozik
mint a novekedési sebesség, igy mig a mikroaerob koriilményen 0,38 g/l biomassza
termelddott a fermentdcid hatodik orajaban, addig az anaerob koriilményen 0,54 g/L
biomassza koncentraciot mértem, mely 42%-al tobb biomasszat jelent. A borostyankdsav
koncentracioja a fermentaciok sordn kdveti a biomassza fajlagos novekedési sebességének
valtozasat. Anaerob fermentacid sordn a kultira maximalisan 2,6 g/L (22,2 mM)
koncentracioji  borostyankdsavat szintetizal, mikroaerob koriilmények alkalmazasaval
kevesebbet, 1,97 g/L. (16,7 mM) koncentracioban. A szubsztrat fogyasara vonatkoztatott

termékképzddés hozama anaerob és mikroaerob koriilmények esetén rendre 0,437 mM/mM

¢s 0,379 mM/mM a fermentacio egészére szamitva. A tobbi szerves sav hozamat vizsgalva
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elmondhatjuk, hogy mikroaerob koriilményen mindharom (hangyasav, ecetsav, tejsav)
esetében nagyobb hozamot szdmitottam, mint anaerob koriilményen. Igy a hangyasav
esetében 0,581 mM/mM és 0,365 mM/mM hozamot szamithatunk a fermentaciora
vonatkoztatva rendre mikroaerob és anaerob koriilményeken. A tejsav tekintetében kdzel
dupla mértékli hozamot figyelhetiink meg mikroaerob koriilményeken. Anaerob fermentaciéd
sordan 0,121 mM/mM hozamot szamitottam, mig ez mikroaerob koriilményen 0,228 mM/mM
volt. Az ecetsavat illetden ugyancsak nagy kiilonbséget vélhetiink felfedezni a mikroaerob
koriilményekre. Az anaerob koriilmények esetén 0,62 mM/mM hozamot produkalod

mikroaerob koriilményekhez képest 0,355 mM/mM értékii hozamot szamitottam (27.Abra).

5.3.2. Bioreaktoros fermentacio glicerin szubsztrat felhasznalasaval

A glicerin, egy nehezen metabolizalhatd szubsztratnak bizonyult a fermentacid soran,
ugy a fajlagos novekedési sebességeket, a maximalis biomassza koncentraciot, illetve a
termel0dott szerves savak hozamat illetéen is. A glicerin felhasznalasaval és a mikroaerob
koriilmények biztositasaval, a torzs hatékonynak bizonyult, az anaerob koriilményekhez
képest. Kozel haromszoros fajlagos novekedési sebesség kiillonbség van a mikroaerob és
anaerob koriilmények kozott. A torzs mikroaerob fermentacios koriilményen 0,182 h
fajlagos novekedési sebességet mutatott, ellenben az anaerob médon miikddo rendszer esetén
csak 0,05 h' sejtnovekedési iitemet szamitottam. Ehhez a szubsztrathoz tartozé maximalis
sejtkoncentracié a mikroaerob koriilményen miikodd reaktor esetében 0,46 g/L volt, mig
anaerob moddon 0,17 g/L értéket szamitottam. A céltermék hozamat figyelembe véve
lathatjuk, hogy itt is jelentds kiilonbség van mikroaerob és anaerob mddon lizemelt reaktorok
esetében. A borostyankdsav hozamat illetden elmondhatd, hogy mikroaerob kériilményen
kozel hatszoros mértékii hozamot szamitottam viszonyitva az anaerob koriilményekhez, igy
eredményiil rendre, 0,184 mM/mM ¢és 0,033 mM/mM értékii hozamot kaptam. A CO,/AIR
ellentétben az anaerob koriilményeken miik6dd reaktorban elenyészd, 0,15 g/L koncentracid
érteket szdmoltam, mely az egész kutatdsban fellelhetd minimum borostydnkdsav
koncentraci6. A fennmarad6é harom szintetizal6dod szerves sav koziil csak a hangyasavra
sikertilt eredményeket kapni, a tejsav €s ecetsav a fermentacidt kovetd analizis sordn nem volt
identifikdlhatdo. A hangyasav hozamat vizsgédlva felfigyelhetliink arra, hogy az anaerob

kortilmények (0,056 mM/mM) hasznosabbnak bizonyulnak a mikroaerob koriilményekhez
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(0,02 mM/mM) viszonyitva, hiszen két és félszer nagyobb hozamot tapasztalhatunk
(27.Abra).

5.3.3. Bioreaktoros fermentacio xiloz szubsztrat felhasznalasaval

A harmadik és egyben utols6 vizsgalt szubsztrat a xiloz volt. Ezt a szénforrast
alkalmazva nagyobb fajlagos novekedési sebességet kaptam a mikroaerob (0,235 h')
koriilményekre mint az anaerobra (0,188 h''), viszont az elért maximalis sejtkoncentracid
kozel hasonld volt, rendre 0,72 g/L és 0,71 g/L értéket eredményezett. Ugy a CO,/LEV
keverékkel, mint kizarolag CO, géazfazissal atdramoltatott bioreaktorokban tapasztalt
fermentacio tizedik 6rdjaban az elobb emlitett maximalis sejtkoncentraciot tapasztaltam. A
folyadékkultiraban mikroaerob koriilményen nagyobb fajlagos sejtnovekedési sebességet ért
el a baktériumtorzs, addig a borostyankdsav koncentracioja alacsonyabb (1,95 g/L) volt. Az
anaerob koriilményen, alacsonyabb biomassza koncentraciot mértem, és ezzel szemben
magasabb (2,13 g/L) céltermék koncentraciot detektaltam. A képzddott borostyankdsav
szubsztratra vonatkoztatott hozama mikroaerob koriilmények esetén 0,23 mM/mM volt, mig
anaerob kornyezetben megkdzelitdleg 20%-al magasabb volt ennek értéke 0,277 mM/mM. A
szintetizalodott egyéb szerves savak viszonyat vizsgalva lathatjuk, hogy hangyasav és ecetsav
megkozelitdleges hasonld hozamban keletkezik, mig a tejsav hozama ezektdl joval
alacsonyabb. A hangyasav hozamat elemezve lathatjuk, hogy 0gy mikroaerob (0,373
mM/mM), mint anaerob (0,371 mM/mM) koriilményen nincs jelentds eltérés. A
legalacsonyabb hozammal a tejsav keletkezett, megkozelitéleg 5,5-7-szer kisebb értékii
hozamot szamithatunk a hangyasavhoz viszonyitva, igy mikroaerob koriilményen 0,067
mM/mM, mig anaerob kdrnyezetben 0,049 mM/mM hozamot eredményezett. Az ecetsav
hozama kozel allt a hangyasav hozaméhoz, ahol a mikroaerob és anaerob koriilmények kozott
kozel 10%-os eltérést figyelhetiink meg. CO,/LEV gazkeverékkel dusitott bioreaktorban
torténd fermentécio esetén 0,335 mM/mM, mig kizarélag CO,-al 0,367 mM/mM hozamot

szamitottam (27.Abra).
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5.4. A bovitett in silico metabolikus modellel torténo elemzések

kisérleti adatok alapjan

A bioreaktoros laboratériumi kisérletekbdl szamitott paraméterek ijonnan alapnak
szamité informéciokkal szolgaltak egy mésodik szamitogépes modellezéshez. fgy a modellt
nem a szakirodalombol vett adatokkal vizsgaltam, hanem a sajat kisérleteimbdl szarmazé
paraméterekkel. A kisérlet soran mért optikai denzitas értékekbdl, és a fogyott szubsztrat
mennyiségekbdl azokat a szubsztrat felhasznalasi sebességet szamitottam, melyek aztan a
modell beviteli értékei lettek. Mivel az in silico elemzéseket anaerob koriilményen végeztem,
igy az anaerob laboratériumi eredményeimbdl szamoltam azokat a beviteli paramétereket,
amelyekkel a modellt Gjboli elemzésnek vetettem ala. A laboratoriumi kisérletekben, a
kontrollalt és anaerob bioreaktoros elemzések sordn a baktériumtorzs novekedésének
exponencialis szakaszaban szamitottam a modell szdmara biztositott paramétereket. Az

exponencialis novekedési szakaszban felhasznalt szubsztrat koncentracidja a képzddott

crer

crer

crer

szarmaz6 adatokbdl kapott predikciok, ¢€és a laboratoriumi kisérletekbdl kapott
eredményekbdl.

A 28.Abran lathatjuk, hogy a szakirodalombol vett szubsztrat felhasznalasi
sebességek (glikoz, xildz, glicerin - 7,7-9,24-15,4 mM gCDM'h") esetén a prediktalt
borostyankdsav képzddési sebessége szubsztratonként rendre 5,57-5,79-4,52 mM gCDM'h'.
A 28.Abra csoportosan megjelenitett utolso oszlopai jeldlik a sajat fermentaciobol szarmazod
mérési  eredményeimet, melyeket visszavonatkoztattam a modellben hasznélatos
mértékegységre, a termékképzdodési sebességre. Glikdéz esetén megfigyelhetd, hogy a
szakirodalmi bemeneti adatra kapott szdmitogépes elérejelzés borostyankdsav képzodési
sebessége alacsonyabb, mint amit a laborkisérleteimbdl kaptam. Ennek magyardzata lehet,
hogy a gyakorlati kisérletek esetén a tdpoldat €élesztOkivonatot is tartalmazott, mely ndvelte a
hatassal lehetett. A szakirodalombodl vett bemeneti paraméterekre elvégzett in silico
elemzések alapjan elmondhat6, hogy a rendelkezésre allo szén 72,3%-a borostyankdsavva
alakult. Az in silico elemzések alapjan a xil6z szubsztrat esetén a felhasznalhat6 szén kozel

63%-a fordult borostyankdsav képzddésére. Glicerin szénforras alkalmazasaval szdmithatunk
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a legkisebb szubsztrat-termék atalakulasra, ennek mértéke 29,3%.
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28.Abra Basfia succiniciproducens szubsztrat felhasznalasi sebességének és a
borostyankdsav képzddési sebességének (szakirodalmi adatokkal végzett in silico predikcidok
és sajat laboratoriumi adatok hasonlitasa) grafikus abrazolésa. = (A) - szakirodalombol
szarmaz6 szubsztrat felhasznélasi sebesség, %7 (B) - szakirodalombol szdrmazo szubsztrat
felhasznalasi sebességekre elvégzett szamitdgépes predikcidk alapjan kapott borostydnkdsav
képzddési sebességek, IM(C) - sajat laboratoriumi kisérletekb6l szarmazo szamitott
borostyankdsav képzddési sebességek

A kovetkezd és egyben utolsé elemzésem soran a szamitogépes elemzéseimet a

laboratoriumi kisérletekb6] szarmazo, vonatkoztatott értékekre végeztem (29.Abra). Az igy
kapott bemeneti paraméterekrél elmondhatd, hogy mindharom szénforrds esetén nagyobb
értéket szamitottam, mint a szakirodalom alapjan hasznalt értékek. Gliikoz esetén 2,46%-al,
xiloz esetén 32%-al, mig glicerin esetén 47%-al nagyobb szubsztrat felhasznalasi sebességet
szdmitottam. Mivel az in silico elemzések linearis matematikai egyenlet megolddsnak
mindsiilnek, emiatt a szakirodalomhoz viszonyitottan nodvelt bemeneti szubsztrat
felhasznaldsi sebességekre aranyosan nagyobb borostyankdsav képzddési sebességeket
kaptam. Igy gliikoz esetén 7,89 mM gCDM'h"' bemeneti értékre 5,7 mM gCDM'h’', xiléz
esetén 12,2 mM gCDM™'h' szubsztrat felhasznalasi sebességre 7,63 mM gCDM'h'!, mig a
glicerin esetén 22,7 mM gCDM'h! értékre 6,64 mM gCDM'h' borostyankdsav képzodési
sebességet eredményezett a szamitogépes predikcid. In silico elemzésekre gliikkdz, xiloz és
glicerin szénforrasok esetén a szubsztrat-termék konverzi6 rendre 72,2%, 62,5% ¢és 29,2%

aranyu volt a mérésekbdl szarmaztatott paraméterekre elvégzett predikciokra.
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29.Abra Basfia succiniciproducens szubsztrat felhasznélasi sebességeinek és a
borostyankdsav képzddési sebességeinek (mérési adatokbol vonatkoztatott paraméterekre
elvégzett in silico predikciok, és laboratoriumi adatok hasonlitasa) grafikus abrazolasa. e
(D) - méréseimbdl szarmaztatott szubsztratok felhasznalasi sebessége, ##(E) - méréseimbdol
szarmazd szubsztratok felhasznélési sebességeire elvégzett szamitogépes predikciok alapjan
kapott borostyankdsav képzédési sebességek, Il (F) - sajat laboratoriumi kisérletekbol
szarmaz0 szamitott borostyankdsav képzodési sebességek

A 30.Abra a szubsztrat-termék atalakulast szemlélteti. Eredményeimet az elemzett
harom szénforrasra (glicerin, gliikkdz, xiloz), a két vizsgalati koriilmény esetén taglalom. Az
Osszehasonlitasban a szamitogépes predikcidkat, valamint a laboratoriumban elvégzett
kisérletekbdl szdrmazé eredményeket mutatom be. Az oszlopdiagramokon a biokonverzidkat
lathatjuk, mig a pont dbrazoldsok a novekedési sebességeket mutatjak, rendre a szamitogépes
predikcidkra és a laborkisérletekre. A szdmitdsaimat a szaporodéas exponencialis szakaszara
vonatkoztattam.

A kutatasban vizsgalt harom szubsztratot elemezve, a kovetkezéket mondhatjuk el.
Gliikoz esetén a szénre vonatkoztatott hozamok kozotti eltérés csupan 25%, a szamitdgépes
predikcidk és a gyakorlati kisérletek esetében. Az in silico elemzések esetén 0,48 mol C/mol
C, mig a laboratoriumban elvégzett kisérletek esetén 0,39 mol C/mol C hozamot szamitottam.
Ellenben a laborkisérletek esetében tobb mint kétszeres fajlagos ndovekedési sebesség
kiilonbséget figyelhetiink meg, 0,3 h' és 0,7 h™' értékben, rendre in silico és laborkisérletekre.
Xiloz szubsztrat felhasznalasaval szamitogépes predikciokkal 0,26 h' novekedési sebesség

mellett 0,5 mol C/ mol C hozamot szdmitottam, mig a kikisérletezett eredmények esetében

72



joval alacsonyabbat, 0,18 h' sejtszaporodasi sebességet és 0,11 mol C/mol C hozamot. A
laborkisérletek sordn a harom vizsgalt szénforrds koziil a glicerin alkalmazasanal
tapasztaltam a legkisebb sejtnovekedési sebességet és termék-szubsztratra vonatkoztatott
hozamot. Emellett a glicerin esetében volt a legnagyobb eltérés a szamitdgépes predikciok és

gyakorlati kutatas kozott.
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30.Abra Szénre vonatkoztatott hozam a harom felhasznalt szubsztrat esetén. In silico és
laborkisérletek eredményei
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6. Kovetkeztetések és eredmények tovabb

fejleszthetosége

Kutatomunkdm kozpontjat az in silico szimulacidk és gyakorlatban kikisérletezett
metabolikus termel6képesség elemzése képezte. A modern biotechnoldgia elengedhetetlen
része a valésag szamitdogépes leirdasa, mely egy-egy folyamathoz jelentds
koltséghatékonysaggal jarul hozza. Jelen PhD fényében két nagy részre oszthato: elsd az in
silico elemzések mig a méasodik a laborban elvégzett kisérletek. A szdmitogépes elemzések is
tovabb bonthatok. Elsd 1épésben a rendelkezésre 4116 torzsre specifikus modellt bévitettem uj
paraméterekkel és egyenletekkel. Ezt kovetéen a szakirodalomban fellelhetd szubsztrat
felhasznalasi sebességekkel kiilonbozd elemzéseket végeztem. A szamitogépes elemzések
masodik fazisat a laborkisérletek utan hajtottam végre, az itt haszndlt értékeket mar a sajat
mérési eredményekbdl szarmaztattam. A laborban elvégzett kisérletek sordn mikrolemez
térfogattal, lombikos vizsgalatokkal, és bioreaktorban torténd fermentaciokkal elemeztem a
torzset, vizsgéalva szubsztrat hasznositd képességét és metabolikus profiljat. A kutatomunka
folyamatanak sematikus megjelenitését a 31.Abra mutatja be.

A borostydnkdsav kiemelt fontossdgi alapmolekula, melyet az ipar széles
spektruméban hasznélnak, igy a mezdgazdasagban, élelmiszeriparban, gyogyszeriparban és
nem utolsosorban kiilonféle bioldgiailag lebomlé milanyagok gyartasdban is. A szdzad elejéig
a sziikséges mennyiséget jorészt kémiai szintézis révén allitottak eld, kdolajat hasznalva.
Fontossigit mi sem bizonyitja jobban, minthogy az Egyesiilt Allamok Energiaiigyi
Minisztériuma altal kozzétett 12 legfontosabb alapmolekulak listajaban ott taldljuk a
borostyankdsavat. Azért, hogy a petrolkémiai iparra nehezedd kornyezetkarositdé negativ
hatasokat ki lehessen kiiszobolni, széleskorti kutatdsok zajlanak vilagszerte. A biologiai
eléallitashoz sziikséges mikroorganizmusokat, tovabbiakban raciondlis génszerkesztéssel
moédositva, akar a mar miikod6é kémiai szintézisek hozamahoz hasonld borostydnkdsav
hozam érhet6 el.

Dolgozatomban egy kevésbé ismert, de mégis nagy potencidllal rendelkezd
baktériumtorzset vizsgaltam ¢&s valasztottam ki, amely egy fontos szerves savat, a
borostyankdsavat termeli anyagcsere folyamatai soran. A Basfia succiniciproducens egy
kapnofil, marhabenddbdl izolalt és a nemzetkozi adatbazisokban is nyilvantartott baktérium.

A biotechnologia versenyképességét a kovetkezd harmas hatdrozza meg: hozam, termelési
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sebesség ¢és lehetségesen elérhetd maximalis céltermék koncentracid. A kihivas abban rejlik,
hogy olyan alapanyagokat hasznaljunk fel a bioszintézisre, melyek nemcsak a kapott termék
fenntarthatosagat tartjak szem eldtt, de versenyképessé tegyék az egyéb iparagakbol
szarmazo melléktermékeket. Példaként emlithetd a gliikoz, xiloz és glicerin, melyek rendre a
cukorgyartasbol, lignocelluloz alapu technologiabol és biodizel gyartasdbol szarmazéd
melléktermékek.

Az 1d0 mulasaval egyre tobb olyan megkozelités lat napvilagot, melyeknek
koszonhetden bioldgiai rendszereket tanulméanyozhatunk €s racionalisan szerkeszthetiink.
Ezeknek a megkozelitéseknek jelentds képviseldje a rendszerbiologia, mely altal a genotipus
¢és fenotipus kozotti komplex kapcsolatokat elemezhetjiik, olyan metabolikus modellek
felhasznalasaval, melyek az adott organizmust tobb-kevesebb részletességgel irja le. A
genomléptékli metabolikus modellek vagy GSM-ek (Genom-scale model) matematikai
egyenletekbdl szarmazo elemzések elsé 1épése az adott organizmus metabolikus haldzatanak
leképzése révén (MatLab, COBRA). Igy a minél részletesebben leirt modellek a
laboratériumban  elvégzett kisérletek eldrelathatd eredményeit egyre pontosabban
prediktdljak. Ennek az ok-okozati 0Osszefiiggésnek végeredménye a kisérletek

egyszertisddése, valamint anyagi vonzatanak csokkentése.
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31.Abra A kutatas folyamaténak sematikus 6sszefoglaloja
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A 31.Abran 6sszefoglalt kutatomunka részletes magyarazata:

sikeresen megtortént a xiloz és glicerin szubsztratok és ezek metabolizmusanak (EC
5.3.1.5 - xiléz-izomeraz, EC 2.7.1.17 - xiluléz-kinaz ¢és EC 2.7.1.30 - glicerin-kinéz)
in silico modellbe torténd integralasa

gliikoz, glicerin és xiloz szubsztratok esetén tomegegyensuly elemzés vizsgalata

az elobbiekben targyalt szubsztratokra elvégzett elméleti maximumok, valamint a gén
delécios technikdk (Apfl és Aldh) révén elvégzett predikciok

5-20 g/L szubsztratkoncentracid mellett tiz kiilonféle szubsztratra (arabindz, fruktdz,
glicerin, gliik6z, inulin, laktéz, maltéz, maltodextrin, manndz, xildz) elvégzett
mikrolemez térfogata eldkisérletek harom kiilonb6z6 tapoldatban (TSB, BHI, M9)
TSB tapoldatban mikrolemezen harom szubsztrat (glikoz, glicerin, xil6z) esetén
5-10-15-20-25 g/L koncentracidval elvégzett kisérletek

BHI tépoldatban mikrolemezen az eldbbiekben felsorolt harom szubsztrat esetén 5-20
g/L koncentracioval elvégzett kisérletek

M9 koltséghatékony tadpoldatban mikrolemez térfogatban a harom szubsztrat esetén
5-15-30-50-70 g/ szubsztratkoncentracioval és 0,1-1 g/ koncentracioji
¢élesztokivonattal elvégzett kisérletek

lombikban elvégzett kisérletek a harom tapoldat (TSB, BHI, M9) esetén 20 g/L
szubsztratkoncentracioval, a harom szubsztratra (gliikoz, glicerin, xil6z)
bioreaktorban, szabalyozott koriilményen M9 tapoldatban a harom szubsztratra
(gliikoéz, glicerin, xildz) elvégzett kisérletek, 20 g/L szubsztratkoncentracioval 60
ml/min CO, és 60/60 ml/min CO,/LEV géazkeveréket alkalmazva

nagy teljesitménytli folyadékkromatografids mintaelemzés

a laborkisérletekbdl szdrmaz6 adatokbol 0 in silico bemeneti paraméterek generalasa

¢s tomegegyensuly elemzés

Az elObbiekben részletezett in silico és laboratdériumi koriilményeken végbemend

szamitogépes predikciokbol és fermentéacids kisérletekbdl nyert adatok alapjan, az alabbi

kovetkeztetéseket tudjuk felsorakoztatni:

1.

sikeresen megtortént az in silico modellbe a szdmunkra kiemelt fontossaggal birod
szubsztratok (glicerin, xil6z) és metabolikus utvonalainak (xildz-izomeraz - EC
5.3.1.5, xiluléz-kinaz - EC 2.7.1.17 és glicerin-kinaz - EC 2.7.1.30) integralasa. A
metabolikus modell szakirodalmi forrdsok alapjan ezidaig a gliik6z szénforras esetén

volt elérhetd (Becker és mtsai. 2013).
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10.

I1.

valtozo szubsztrat felhasznaldsi sebesség mellett a szamitogépes elemzések soran
eltérd biomassza novekedési sebességet kaptam, emellett gliikdoz és xiloz esetén
hasonldo képzddési sebességgel eredményezett borostydnkdsavat, mig glicerin
alkalmazaséval lathattuk a legkevesebb célterméket

a képz6do szerves savak koziil mindharom szubsztrat esetén (gliikkoz, glicerin és
xiléz) az in silico elemzések soran a hangyasav képzddési sebessége volt a
legmagasabb

elméleti maximum szamitasakor in silico predikcidk soran azt tapasztaltam, hogy ha
gyakorlatban korlatozhat6é lenne a képzddd biomassza novekedési sebessége, tobb
mint kétszeresére lehetne ndvelni a borostyankdsav képzddési sebességét
laboratoriumban végzett eldkisérleteim eredményeképpen a felhasznalt szubsztratok
(arabinoz, fruktoz, glicerin, gliikoéz, inulin, laktéz, maltéz, maltodextrin, mannoz,
xiloz) egy (inulin) kivételével, mindenik alkalmas a Basfia succiniciproducens torzs
nevelésére, ugy 5 g/L, mint 20 g/L alkalmazott szubsztratkoncentracié esetén.
Bdvitettem a szakirodalomban leirt felhasznalhatd szubsztratok sorat, ahol ezidaig a
gliikoz, xiloéz és glicerin mellett, a galaktozt, szacharozt, trehalozt és mannitolt
hasznaltak (Scholten és Dégele 2008; Kuhnert és mtsai. 2010).

a tapoldat komplexitasabol adodoan a TSB és BHI kozegek esetén 2-4 ora volt az
exponencialis szakasz elérésének iddintervalluma. M9 minimal tapoldatot alkalmazva
ez az 1d0 kitolodik a 4-6 oraig

laborkisérletek eredményei alapjan elmondhatjuk, hogy a mikrolemezes elemzések
esetében a xiloz, mannoz €s maltéz volt az a harom szénforras, amelyek esetében a
torzs maximalis biomassza koncentraciot produkalt

az inulin, mint alkalmazott szubsztrat minimal (M9) tapoldatban az eldkisérletek
soran a leggyengébb fajlagos novekedési sebességet mutatta

komplex TSB tapoldat esetén a vizsgalt 5-10-15-20-25 g/L koncentraciok esetén nem
tapasztaltam jelentés kiilonbséget a baktériumtorzs fajlagos novekedési sebesség
tekintetében

ugyancsak komplex BHI tapoldatot hasznalva az 5 és 20 g/L-es alkalmazott
szubsztratkoncentaciok koziil, a 20 g/ mutatott biztaté eredményt

M9 tapoldatot alkalmazva az 5-70 g/L koncentracio intervallumban vizsgaltam a torzs
novekedését. Megallapitdsom szerint a 50 g/L szubsztratkoncentracié egy inhibicios

hatarérték
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

mikrolemezen végzett kisérleteim eredményeképpen a xil6z alapu M9 tapoldat volt a
legproduktivabb  (elért  maximalis  sejtkoncentracié  tekintetében),  ami
eredményeképpen ugy 0,1 g/L mint 1 g/L ¢élesztOkivonatot alkalmazva maximalis
biomassza koncentraciot sikeriilt elérni, viszonyitva a tobbi szénforrashoz

a lombikban végzett kisérleteim rdmutattak arra, hogy a gliikdz és xilozt tartalmazo
komplex TSB tapoldatokban a baktériumtérzs hasonlo fajlagos novekedési sebességet
mutatott. Amikor glicerint tartalmazé tapoldatot hasznaltam, alacsonyabb
meredekseégli ndvekedési szakaszt figyeltem meg.

BHI komplex tapoldatot hasznalva mindhdrom szubsztratot felhasznélva, egy er0sen
meredek novekedési szakaszt (exponencialis szakasz) figyeltem meg

M9 tapoldatban, mindharom szubsztrat felhasznalasaval megkozelitdleg 0-4 oraig tart
az adaptacios fazis, amit enyhe meredekséggel jellemezhetd nyolc 6ras exponencialis
szakasz kovet. A vizsgalat soran valdsziniisithetéen a komplex tapoldatban elonevelt
sejteknek nagy valtozast jelentenek a minimdl koriilmények, ezért jelentkezik egy
hosszabb (maés tapoldatokhoz viszonyitva) adaptacids szakasz.

a sejtnovekedési sebesség tekintetében a bioreaktorban elvégzett kisérletek soran
glikoz szénforrast tartalmazd minimal tépoldat (M9) esetén az anaerob
koriilményeket biztositd, kizarolag CO, gazfazist tartalmazo kisérletek mutattak
elényds eredményeket. Erre a szakirodalomban is taldlunk vonatkozé informacidkat
(Lange és mtsai. 2017; D’ambrosio, Alfano, és Cimini 2021)

glicerint és xilozt tartalmazd tapoldatok felhasznaldsakor a CO,/LEV gazkeverék
mutatkozott hatékonyabb koriilménynek, ezeknél magasabb volt a baktériumtorzs
fajlagos novekedési sebessége. Minimal tapoldat (M9) és a felhasznalt szubsztratok
esetén a szakirodalmat megkozelité eredményeket értem el (Eleni és mtsai. 2021;
Stylianou €és mtsai. 2020; Dimitrios €s mtsai. 2018).

borostyankdsav hozamdanak tekintetében a gliik6z és glicerin esetén volt hasznosabb a
gazkeverék (CO,/LEV) alkalmazéasa. Xilozt tartalmazé tapoldatban az anaerob
kortilmények esetén tapasztaltam magasabb borostyankésav hozamot, 0,277 mol/mol
értékben. A témaban relevansan tevékenykedd kutatécsoportok borostyankdsavra
vonatkoztatott hozamaihoz kozeli értéket sikeriilt elérnem a fermentaciok soran

(D’ambrosio, Alfano, és Cimini 2021)
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Jelen kutatasban elvégzett kisérletsor eredményeképpen mélyebb belatast nyerhettiink
a Basfia succiniciproducens baktériumtorzs modellezésérél, gy a szadmitogépes
elemzéseket, mint a laboratériumban elvégzett kisérleteket figyelembe véve. Legelso
1épésben a torzsre specifikus in silico modellt bovitettem, a tudomény €s szamomra érdekelt
szubsztratokkal ¢és azok metabolizmusanak ttvonalaival, majd kiilonféle predikciokat
hajtottam végre. A szamitogépes modellezést kdvetden a laboratoriumi munkat tekintve
elészor mikrolemezen vizsgaltam a torzs viabilitdsat és novekedésdinamikajat, széleskori
szubsztratok felhaszndldsaval. Az itt nyert eredményekbdl tovabb elemeztem a
baktériumtérzset nagyobb térfogatban, hasonld koriilményen és tapoldatokban. Az igy nyert
informéciokat felhaszndlva szabalyozott koriilmények kozott, bioreaktorban neveltem a
sejtkultirat és az innen szarmazé mintakbdl kiilonféle analiziseket végeztem.
A jovében megvaldsitandod tervek két nagy fazisra bonthatok:
- Dbioreaktorban torténd optimalizalds, a kutatasban szerepld tovabbi szénforrasokra és
azok hasznosithatosagara vonatkozoan
- kompetitiv Gtvonalak gatlasa, a baktériumtorzs szamitogépes elemzései ramutattak

arra, hogy céltermékkel versengd metabolikus utvonalak eliminaldsaval novelhetd

ennek hozama
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7. Megbeszélés

Kutatdsomban a Basfia succiniciproducens baktériumtorzset vizsgaltam, ugy az in
silico metabolikus termeld képesség szempontjabol, mint a laboratériumban végzett kisérleti
munkak segitségével. A szamitogépes modell felhasznalasaval tomegegyensily elemzéseket
végeztem, valamint a céltermék elméleti maximumat vizsgaltam. In silico gén elimindcios
technikakat alkalmazva, olyan metabolikus Utvonalakat allitottam le, melyek révén a szén
fluxusédnak felhasznalasaval novelhetd a céltermék képzOodési sebessége és a biomassza
novekedési sebessége. A laboratoriumbol szdrmazd sajat kutatasi adataim felhasznaldsaval
elvégeztem a szamitogépes modell elemzését laboratoriumi adatok alapjan, hasonlitva a
szakirodalomban fellelhetd értékekkel. A laboratériumban végzett munkak soran elobb kis
térfogatban, mikrolemezen bizonyitottam a torzs széles szubsztrat hasznositd képességét,
ahol tiz kiilonb6z6 szénforrast felhaszndlva vizsgéaltam a torzs viabilitasat. A mikrolemezen
végzett kisérleteket nagyobb térfogatban, lombikban folytattam, a harom, kutatas
szempontjabol relevans szubsztratra (gliikoz, glicerin és xildz) vonatkoztatva. A kontrollalt
fermentacios koriilmények biztositdsa céljabol szabalyozottan, bioreaktorban végeztem a
fermentaciot, ahol biztositottam az allanddo kémhatast, homérsékletet, kevertetést, ¢és
kiilonbozé gazfazisok és azok keverékeinek aramldsit. Az innen szdrmazo mintakat
nagyhatékonysagu folyadékkromatografiass modszerrel elemeztem, a szubsztratok,
végeztem.

A tobb kutatdcsoport altal Osszedllitott és szakirodalomban fellelhetd6 metabolikus
modellt felhaszndlva, els6 és fontos 1épésként a kutatasban érdekelt szénforrasokra (glicerin,
xil6z) bdvitettem a rekonstrukciot - metabolikus modellt. Legjobb szakirodalmi ismereteim
alapjan, els6ként integraltam az in silico modellbe a fent emlitett két szénforrés
hasznosithatosaganak metabolikus utvonalait. Eziddig a gliikdéz szénforrds esetén végzett
elemzésre kaphattunk eredményeket, Becker és munkatarsainak koszonhetéen (Becker és
mtsai. 2013). Az altalam bdvitett modell alkalmas a biomassza ndvekedési sebességének,
valamint a kiilonféle szerves savak képzddési sebességeinek predikcidjara, mely hasznos
kapcsolodast mutathat a laboratoriumban végzett gyakorlati kisérletekkel.

A bovitett szamitdgépes modellel torténd tomegegyensuly elemzések utan elvégeztem

a szamitdgépes gén elimindciokat is. A piruvat-formiadt-lidz a piruvat acetil-koenzim-A ¢és
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hangyasav irdnyaba torténd konverzid biokatalizatora, ezaltal kozponti szerepe van a gliikkoz
metabolizmusdban. A szamitogépes modell vizsgalata sordn célszerlinek lattam olyan
(borostyankdsav) képzddési sebessége novelhetd. A gliikéz szénforrasra elvégzett gén
eliminacios elemzések eredményei alapjan elmondhatom, hogy a borostyankdsav képzddési
sebesség kozel 50%-al novelhetd az alapallapothoz (vad tipus - mutacido nélkiil) képest.
Ugyanez elmondhato a glicerin és xildz esetében, ahol rendre 56,1% ¢és 46,8%-0s ndvekedés
szadmithato.

A szamitogépes koriilmények kozott végzett szimulaciok €s azok eredményei alapjan
elmondhatom, hogy a pflB gén eliminicidjaval optimizalt baktériumtorzsben ésszerti
elvégezni a borostyankdsav eldallitast glicerin és xildz szubsztraton is, gyakorlati
kortilmények kozott, igy hozzajarulva a céltermék hozamanak noveléséhez, ugyanakkor a
fenntarthat6 szubsztratok tovabbi felhasznalasdhoz.

A laboratériumban végzett mikrolemezes és lombikos kisérletek eredményei alapjan
elmondhatom, hogy a vizsgalt tiz szubsztrat koziil kilenc a Basfia succiniciproducens altal
felhasznalhatd szénforrasnak bizonyult. Hasonl6 témaban a szakirodalom szerint Kuhnert és
kutatécsoportja tevékenykedett, ahol a baktériumtorzs szénforras preferenciajat vizsgaltak
(Kuhnert és mtsai. 2010), amely alap tanulmdny eredményeit jelen munka keretében a
laktéz, maltodextrin ¢és fruktéz szénforrasként vald alkalmassaganak bizonyitdsaval
egészitettem  Kki. Emellett szdmos tanulmany ismert, ahol kiilonféle novényi
hidrolizatumokat felhasznalva, ugy sejttomeget, mint borostyankdsav képzodést figyeltek
meg (Cimini és mtsai. 2016; Maria és mtsai. 2016; Anna és mtsai. 2018). Ezen eredmények
lattan sziikségszertinek tlinik, hogy tovabbi kutatasokban a laktdz, fruktdz vagy maltodextrin
tartalma komplex, ipari tapoldatok formajaban megujuld alapanyagokat Basfia alapu
biotechnologiai folyamatokban hasznaljuk.

A Dbioreaktorban torténd fermentacidé soran két kiilonb6zd koriilményt vizsgaltam.
Elsd esetben mikroaerob koriilmények elérése érdekében 60/60 mL/perc térfogatdiramban
szén-dioxid ¢és levegd keverékét (CO,/LEV) juttattam a reaktor légterébe, mig masodik
esetben kizardlag szén-dioxidot 60 mL/perc térfogataramban. A gliikoz szénforras
felhasznalasaval a két koriilményre eltérd eredményt kaptam: az anaerob koriilmények jobban
hozzajarulnak a baktérium fajlagos ndvekedési sebességéhez. A baktériumtorzs 53%-al
nagyobb fajlagos ndvekedési sebességet mutatott a kizarolag szén-dioxiddal atdramoltatott
bioreaktor esetében. A torzs a masik két szubsztrat (glicerin és xiloz) felhasznaldsa esetén a

mikroaerob koriilményeken mutatott nagyobb fajlagos novekedési sebességet. A
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borostyankdsav hozamat illetden a gliikoz és glicerin szénforrdsok alkalmazédsanal a
mikroaerob koriilmények bizonyultak hatékonyabbnak. Gliikkoz szénforras kezdeti 20 g/L
glicerin esetében 0,184 mol/mol hozamot. Xiloz szénforrés alkalmazéasaval a borostyankdsav
hozama 0,277 mol/mol értéket mutatott, ugyancsak kezdeti 20 g/L szubsztratkoncentracio
alkalmazéasaval. Az 1igy szamitott, szubsztritra vonatkoztatott termék hozama a
szakirodalomban fellelheté adatokhoz hasonlosagot mutat, ahol gliikéz, glicerin és xiloz
szénforrasokat felhasznalva 0,31-0,93 mol/mol hozammal bioszintetizaltak borostyankdsavat
(Stylianou és mtsai. 2020; Scholten, Renz, ¢s Thomas 2009; Mahsa ¢s mtsai. 2019). A
biomassza képzddés €és a borostyankdsav hozamanak noveléséhez ugyanakkor sziikség van a
gazkeverékek — Osszetételének, valamint adagoldsi sebességének  optimalizalaséra.
Ugyanakkor a kutatasi munka egyik f6 célja az in silico modell pontositasa, finomitasa illetve
a laboratoriumi kisérletek soran nyert adatokkal vald Osszehasonlitasa volt, nem az ipari
szintli borostyankdsav termelés. Meglatdsom szerint, a bioreaktorban végzett fermentacios
kisérletekbdl szarmazé adatok, kiillondsen az alkalmazott gdzkeverék Osszetételének hatdsa a
biomassza, illetve céltermék hozamra értékes informaciokat szolgaltat biotechnologiai
eljarasok kidolgozasahoz.

A laboratoriumban kikisérletezett eredményekbdl a szamitégépes modellel ismét
szimuldcidokat végeztem, az 0j, bdvitett modell kisérleti adatokkal vald Gsszehasonlitasa
céljabol. A szakirodalombdl vett adatokra végzett szimulaciok, €s a gyakorlatban kapott
novekedési sebességek, valamint termékképzddési sebességek nem mutattak szamottevo
kiilonbséget. A borostyankdsav képzddési sebessége szakirodalmi adatok alapjén,
szamitogépes predikciok sordn gliikkdz, xiloz €s glicerin esetében rendre 5,57-5,79-4,52 mM
gCDM'h™! értéket mutatott. A laboratoriumban, bioreaktoros fermentaciok soran képzddott
borostyankdsav sebessége gliikoz, glicerin és xiléz szubsztratok esetében rendre
6,27-5,1-5,05 mM gCDM'h™" értéket adott.

Amikor a modellt a sajait méréseimbdl szarmaztatott szubsztrat felhasznalasi
sebességekkel futtattam, ismételten nem mutatkozott jelentds kiilonbség a szamitdogépes
elemzések, és a laboratériumban elért értékek kozott. A borostyankdsav képzodési sebessége,
a kutatasbol szarmazod adatok alapjan, szamitogépes predikciok soran gliikoz, xil6z és glicerin
szubsztratok esetében rendre 5,7-7,63-6,64 mM gCDM'h' értéket mutatott. Itt
megjegyzendd, hogy a szamitégépes modellek validdlasa laboratoriumban elvégzett
kisérletekkel, a rendszerbioldgidban alkalmazott metabolikus modellek megbizhatosagahoz

¢s a predikciok pontositasahoz jarul hozza.
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1.

8. Tézispontok

In silico modell kib&vitése és predikciok - a szamitogépes modell, valamint a valdsag
kapcsolatinak minél pontosabb leirasanak legfontosabb alapkdve, a minél
részletesebb modell megalkotdsa. Min¢l részletesebb egy mikroorganizmust leird
metabolikus modell, a benne taldlhatd metabolikus utvonalak komplexitasa annal
pontosabb, igy szamitdégépes predikciok végezhetok el. Legjobb tuddsom szerint
elsOként integraltam a Basfia succiniciproducens szamitégépes modelljébe a glicerin
¢és xil6z hasznosulasat biztosité Utvonalakat. Az elsé megfogalmazott hipotézisre a
kovetkezOk adnak valaszt: a szamitogépes modellbe integralt két 0j szubsztrattal
(glicerin és xil6z), és ezek biokémiai felhaszndldsdnak matematikailag leirt
egyenleteivel, Ujabb kapcsolddasi pontokat hatdroztam meg a szamitogépes
modellezés és a valdsag kozott. Az Gjonnan definidlt és integralt szubsztratokra
végzett predikciok eredményeképpen, az alapmodellben mar szerepld gliikkéz
szubsztrathoz hasonléan biomassza ndvekedési sebességére és borostyankdsav
képzédési sebességére vonatkozé adatot kaptam. gy biomassza tekintetében gliikoz,
xildz és glicerin esetén rendre 0,3 h', 0,26 h' és 0,448 h'! novekedési sebességeket
prediktaltam. A borostyankdsav képzddési sebességét illetden a kapott eredmények a
kovetkezok: 5,57 - 5,79 - 4,52 mM gCDM™' h'l.

A modositott modellben, olyan reakcidegyenleteket elimindltam, amelyek
akadalyozzak a céltermék képzddési sebességét. A piruvat-formiat-lidz  gén
delécidjakor, a glikkoz és xiloz szubsztratok alkalmazasakor, a borostyankdsav
képzddési sebessége rendre 67,59%-al és 68,1%-al emelkedik az alapallapothoz (vad
tipus - mutacio nélkiil) viszonyitva. A glicerin esetében valamennyivel kevesebb, de
itt is jelentds novekedés tapasztalhato, a céltermék képzOdési sebessége 64%-al nott.
A kapott eredményeim alapul szolgalhatnak egy késdbbiekben elvégzett
laboratériumban torténd anyagcesere mérnokségi kutatasnak.

Basfia succiniciproducens baktériumtorzs széles spektrumu szubsztrat metabolizalo
képessége - elokisérleteimbdl kideriilt, hogy a torzs a rendelkezésre allo szénforrasok
koziil, egy kivételével (inulin) képes volt mindeniket felhasznalni. Méasodik feltevésre
adott valaszként elmondhatom, hogy a mikrolemezen elvégzett kisérletek alapjan a
kovetkezO szubsztratok alkalmasak a baktériumtorzs nevelésére: arabinoz, fruktoz,
glicerin, gliikkdz, laktdz, maltodextrin, maltdéz, mannoz és xiléz. A komplex (TSB,

BHI) ¢és minimal (M9) tapoldatok szénforrasokkal vald tarsitdsa esetén jol
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megfigyelhetd sejtndvekedést fedeztem fel. A minimal tapoldat alkalmazésakor valik
evidenssé, hogy a torzs az inulint nehezen tudja metabolizalni. A tobbi kilenc
szénforras alkamazdsa azonban bizonyitja, hogy a kiilonféle forrasokbdl szarmazéd
monoszacharidok mindenike alkalmas a torzs nevelésére. Széleskorli szubsztrat
hasznositd képessége vonzd kutatdsi “alannyd” teszi a PhD értekezésben targyalt
baktériumtorzset.

Megvizsgalva a kutatdsban szerepld baktériumtorzs természetes ¢letformajat

kijelenthetjiik, hogy a kérédzok benddje tdpanyagokban gazdag életteret jelent. Ezzel
ellentétben a minimal tapoldat, kiilonféle asvanyi anyagok €s szubsztrat tartalmaval
egy drasztikus valtozast jelent a torzs viabilitdsara €s céltermék bioszintézisére. A
kutatds sordn hasznalt minimal (M9) tapoldat esetén szamottevd ndvekedési
sebességeket értem el a baktériumtdrzzsel, a harom szubsztrat (gliikoz, glicerin és
xildz) esetén: 0,48 h'', 0,182 h' és 0,235 h'. A borostyankdésav és egyéb metabolitok
termelése bizonyitjak, hogy a térzs a minimal koriilmények ellenére képes életben
maradni.
Baktériumtorzs ¢€s alkalmazott gazkeverék kapcsolata - bioreaktorban elvégzett
vizsgalataim eredményeképp elmondhatom, hogy bizonyossagot nyert a feltételezés,
miszerint nagyobb borostyankdsav hozam elérése érdekében a torzset mikroaerob
koriilmények kozott sziikséges tartani a fermenticié ideje soran. Mikroaerob
kortilmények és glicerin, valamint xil6z szénforras alkalmazéasakor a baktériumtorzs
novekedési sebessége joval nagyobb értéket mutat (glicerin és xiloz esetén rendre
tobb mint hdromszoros és kozel 40%-os kiilonbség az anaerob koriilményekhez
képest).

Ahogy a gazkeverék hatdssal van a biomassza képzdédésre, ugy ez
megfigyelhetd a tobbi termelddott szerves sav esetében is. Mikroaerob koriilmények
esetén ¢és glicerin szubsztrat alkalmazasakor, ugy a biomassza koncentracidja, mint a
borostyankdsav hozama joval nagyobb (tobb mint hdromszoros és 6tszords) volt.
Xiloz felhasznalasakor a biomassza képzddés tekintetében is a mikroaerob
koriilmények bizonyultak eldnydsebbnek. A céltermék hozamat illetéen az anaerob
koriilmények mutatkoztak hatékonyabbnak. Gliikoz szénforras hasznalatakor érdekes
megjegyezni, hogy mikroaerob koriilményen joval kisebb sejtndvekedési sebességet
(0,482 h'") mértem, kozel fele annyit, mint anaerob koriilményen (0,739 h'), ennek
ellenére a borostyankdsav hozama tobb mikroaerob kondicid esetén (0,437 mM/mM),

mint anaerob koriilményen (0,379 mM/mM)
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4. In silico és a gyakorlat - utolso felvetésem azt a témakort boncolgatja, hogy egyszert,
részletekben nem gazdag modellek is alkalmasak lehetnek alapszintli predikciok
elvégzésére. Kutatdsom soran in silico ¢€s laborkisérleteket végeztem annak
érdekében, hogy a Basfia succiniciproducens baktériumtérzs metabolizmusara minél
sz¢élesebb betekintést nyerhessek. Elsé korben szakirodalmi adatok alapjan a
szamitogépes modellel predikcidkat végeztem. Laborkisérleteim sordn a gyakorlati
adatokbol bemeneti paramétereket alkottam a modell szadmara, és ezekkel végeztem
ujabb elemzéseket. Végiil elmondhato, hogy a laborkisérleti adatokbdl szarmazo 1;j
bemeneti szubsztrat felhasznalasi sebességekre elvégzett elemzések a valdsaghoz
kozeli eldrejelzéseket mutatjdk. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az egyszerii
szamitogépes modellek is alkalmasak arra, hogy alapszintli predikcidkat végezziink

egy mikroorganizmus lehetséges viselkedését illetden.
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Melléklet

I.  Kutatas soran hasznalt vegyszerek €s anyagok

Tapoldatok Gyarto
TSB RS Micromedia International (Dakka, Bangladesh)
BHI Beckton, Dickinson and Company (Franklin Lakes,

M9 (minimal médium)

New Jersey, Amerikai Egyesiilt Allamok)

CaCl, Merck (Darmstadt, Németorszag)
MgSO, VWR (Radnor, Pennsylvania, Amerikai Egyesiilt
Allamok)
Eleszt kivonat (YE) Roth (Karlsruhe, Németorszag)
Na,HPO,*2H,0 ChemPUR (Karlsruhe, Németorszag)
K,HPO, Merck (Darmstadt, Németorszag)

NH,Cl Chimopar (Bukarest, Romania)
MnCI1*4H,0 Merck (Darmstadt, Németorszag)

ZnCl, Merck (Darmstadt, Németorszag)
CuCl,*2H,0 Merck (Darmstadt, Németorszag)
CoCL*6H,0 Chimreactiv (Bukarest, Romania)

Na,Mo0,*2H,0 Merck (Darmstadt, Németorszag)
FeCl;*6H,0 Fluka (BioChemika) (Charlotte, Eszak-Karolina,
Amerikai Egyesiilt Allamok)
Szubsztratok Gyarto
L-Arabin6z Merck (Darmstadt, Németorszag)
D-Fruktéz Roth (Karlsruhe, Németorszag)
Glicerin VWR (Radnor, Pennsylvania, Amerikai Egyesiilt
Allamok)
D-Gliiko6z Riedel-de Haén (Honeywell) (Charlotte,
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Inulin

Laktoz

Maltodextrin

Maltédz

Mannéz

Xiloz

Bioreaktoros és HPLC soran

felhasznalt kémiai vegyszerek

Eszak-Karolina, Amerikai Egyesiilt Allamok)
Sigma-Aldrich (Saint Louise, Missouri, Amerikai
Egyesiilt Allamok)

Merck (Darmstadt, Németorszag)

Sigma-Aldrich (Saint Louise, Missouri, Amerikai
Egyesiilt Allamok)
Sigma-Aldrich (Saint Louise, Missouri, Amerikai
Egyesiilt Allamok)
Merck (Darmstadt, Németorszag)
Fluka (BioChemika) (Charlotte, Eszak-Karolina,
Amerikai Egyesiilt Allamok)

Gyarto

NaOH

HCl

H,SO,

0,45 um membranszird

Sigma-Aldrich (Saint Louise, Missouri, Amerikai
Egyesiilt Allamok)
Merck (Darmstadt, Németorszag)

Sigma-Aldrich (Saint Louise, Missouri, Amerikai
Egyesiilt Allamok)
TPP (Trasadingen, Sviajc)
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