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Osszefoglalas

Jelenkori életiink elképzelhetetlen milanyagok nélkiil. A széles korben elterjedt
muanyagok problematikaja viszont nemcsak az eldallitas, hanem a felhasznalast kovetden a
lebomléas 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 megljuld energiaforrast hasznalunk fel. Mindezt
szamitasba véve nyilvanvalova valik, hogy olyan modszerek kifejlesztésére és gyakorlatba
iiltetésére van sziikség, tigy a muanyagok eldallitasdval, mint a termékek életciklusaval
kapcsolatban, amelyek ezen fent emlitett negativ kdrnyezeti hatasokat csokkentik.

A kozelmultban a biotechnoldgia és a nagy ateresztoképességili technoldgidk rohamos
fejlédésével olyan 1) irdnyvonalakat ismerhettink meg, melyekkel az eldbbiekben
felsorakoztatott problematikak orvosolhatok és 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 és a hozzd tartozd
szamitogépes (in silico) metabolikus modellt felhaszndlva kiilonféle elemzéseket ¢és
vizsgélatokat végeztem a torzs szaporoddsat €s metabolikus termeldképességét illetben. A
kutatasomat két nagy fazisra bonthatom: elsé 1épésben az in silico metabolikus modell
bovitésére, és az ezzel vald elemzésekre fektettem a hangsulyt, mig masodik Iépésben
laboratériumi  koriilmények kozott vizsgaltam a torzs metabolikus termelSképességét,
egészen a borostyankdsav termelési technoldgidt megalapozd bioreaktorban végzett
kisérletekig. Gyakorlati kisérletek soran széles szubsztrat spektrumot vizsgaltam
mikrolemezes kisérletekben. Ezt kovetden nagyobb térfogatban (lombikban) elemeztem a
torzset. Végiil bioreaktorban, szabalyozott koriilményen adatokat gyljtottem a torzs
metabolikus profiljat illetéen. Az innen szarmazd adatokat pedig, visszacsatolasként egy
Gjabb szamitogépes predikcid (elérejelzés) végrehajtasara hasznaltam fel (1.Abra). Az in
silico elemzéseimbdl kidertil, hogy a modell kibdvitésével a két ujonnan integralt szubsztrat
esetében - xildéz és glicerin - is elvégezhetok mennyiségi elérejelzések a borostyankdsav

hozamara vonatkozéan. Laborkisérleteim ramutattak arra, hogy a vizsgalt baktériumtorzs



széles spektrumu szubsztrat hasznositd képességgel rendelkezik, valamint az alkalmazott

gazkeverék jotékony hatassal van a torzs biomassza és borostyankdsav mennyiségére.
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1.Abra A PhD kutatas folyamaténak sematikus abrazolasa

1. Bevezetés: a kutatas jelentosége €s kérdeskore

A Basfia succiniciproducens baktériumtorzs és az altala szintetizalt borostyankdsav
lehet az eldzdekben felvazolt problematikék egy alternativ megoldasa. A borostydnkdsavat a
vilagon szamos nagyvallalat gyartja (BASF, BioAmber, Royal DSM, Reverdia, Succinity)
kiilonféle mikroorganizmusokat €s szénforrasokat felhasznalva (Saxena és mtsai. 2017). A
borostyankdsav 2021-es globalis piaci értéke tobb mint 158 milli6 dollar volt (Hariz és mtsai.
2023).

Jelen PhD értekezés irdnyvonalat az aldbbiakban felsorakoztatott kérdéskorok adjak:

1. A Basfia succiniciproducens baktériumtorzsre specializalt in silico modell bdvitése
alkalmas lehet gliikoz mellett xiléz és glicerin alapu borostydnkdsav termelés
predikcidjara.

2. A kutatds kozpontjat képezd baktériumtorzs a korabban leirtndl szélesebb spektrumu
szubsztrat hasznositd képességgel rendelkezik és minimal tapoldat felhasznalasaval is
megfeleld sejtndvekedést mutat

3. A fermenticidos folyamatban alkalmazott géazkeverék hatassal van a Basfia

succiniciproducens sejtkoncentracid képzodésére és céltermek eldallitasara.


https://paperpile.com/c/no9iuQ/ZlgII
https://paperpile.com/c/no9iuQ/vfiq
https://paperpile.com/c/no9iuQ/vfiq

4. Egyszerti in silico metabolikus modellek, kisérleti adatokkal alatamasztva,

felhasznalhatok alapszintli termelési elorejelzések meghatarozésara.

2. Célkituzések

A megajulé energiaforrasok felhaszndldsa révén, a fermentacids eljarasokkal
bioszintetizalt borostydnkdsav alapul szolgal a kiilonféle biopolimerek gyartasara. A nagy
ateresztoképességli technologiak fejlodésével lehetdségiink nyilik szamitdgépes elemzések és
predikciok végrehajtasara. Ismerve egy adott mikroorganizmus metabolikus haldzatdnak 6
gerincvonalat, a vizsgalni kivant paramétert kiilonféle kornyezeti hatdsok mellett
jellemezhetjiik. Jelen dolgozat f6 célja a kiilonb6zd szénforrasok €s koriilmények hatdsanak
meghatarozasa a Basfia succiniciproducens baktériumtorzs ndvekedésére és borostyankdsav
termelOképesseégére. Az elobbiekben emlitett cél megvalositasdhoz és a kutatds
kérdéskorének megvalaszolasara az alabbi 1épéseket fogalmazhatjuk meg:

- az elsé felvetésre keresett valasz sordn a Basfia succiniciproducens
baktériumtdrzshoz tartozé6 mar Osszeallitott és szakirodalomban elérhetd
metabolikus modelljét bdvitettem, a jelen értekezésben érdekelt tovabbi két
szubsztratra (glicerin €s xildz), valamint az igy moddositott modellel in silico
elemzéseket (tomegegyensuly vizsgélat, elméleti maximum és gén delécid)
végeztem, ugy szakirodalmi, mint sajat mérésbol szamitott paraméterekre

- amasodik feltételezés bizonyitasdhoz elébb kis (mikrolemezen) majd nagyobb
térfogatban (lombikban) vizsgaltam a szubsztratok hatdsat a torzs
novekedésére, kiilonboz6 koncentraciokban és tapoldatokban

- a harmadik kérdésre keresett valasz soran, bioreaktorban elemeztem a
baktériumtdrzs ndvekedését, ahol mikroaerob ¢€s anaerob koriilményeket
biztositd gazfazisokat hasznaltam

- anegyedik felvetés megvalaszolasara a laboratdriumi kisérletekbdl szdrmazo
adatokat hasznéltam fel egy ujabb in silico elemzés elvégzésére, és az igy
kapott eredményeket felhasznalva Osszehasonlitast végeztem a modell és a

laboratoriumban zajlott folyamatok kozott



3. Anyagok ¢és modszerek

3.1. A Dbaktériumtorzs  metabolikus  termeloképességének
szamitogepes elemzese

A szamitogépes elemzések sordn a Basfia succiniciproducens baktériumtorzshoz
elérhetd legfrissebb metabolikus modellt hasznaltam (Kim ¢és mtsai. 2007). Ez az alapnak
tekinthetd modell megkdzelitdleg 60 reakciot tartalmaz, a hozzéa kapcsolodd metabolitokkal
egylitt. A céltermék bioszintézisének noveléséhez, valamint a szélesebb korli szubsztrat
hasznositas képességéhez, az alapmodellt elsé korben 0j felhasznalandé komponensekkel
(szubsztratok: glicerin és xil6z), majd 0j reakciokkal (enzimek és ezek altal katalizalt
metabolikus Gtvonalak) bdvitettem. A xil6z és glicerin felhasznéldsara 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-kindz (EC 2.7.1.17)

- glicerin-kinaz (EC 2.7.1.30)

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 gliikkdz felhasznalasi sebességét 7,7 mM
gCDM'h! értékre allitottam. A glicerin és xiloz felhasznalasi sebessége a szimulaciok soran
rendre 15,4 és 9,24 mM gCDM'h™! érték volt.

Elsd korben a szubsztrat, valamint az oxigén felhasznalasi sebességét szabtam meg. A
szubsztrat felhasznaldsi sebességet az elObbiekben targyalt értékekre, mig az oxigén
felhasznalasi sebességét (oxigén = 0 mM gCDM™'h") nullara éllitottam, ezaltal megteremtve
a szamitogépes modellben az anaerob koriilményeket teljesitd feltételt. Masodik esetben
elemeztem a céltermék maximalis képzddési sebességét, ami abban 4llt, hogy egy korlatolt
biomassza novekedési sebesség (ennek értéke 0,1 h' volt) mellett, mennyi az elérhetd
maximalis céltermék képzodési sebesség. Harmadjara a szamitogépes elemzések soran a
piruvat-formiat-liaz  (E.C. 2.3.1.54), valamint a laktat-dehidrogenaz (E.C. 1.1.1.27)

metabolikus utvonalainak eliminalasat végeztem, rendre Apfl és Aldh. Utoljara a kisérletbdl



szdrmazo adatokat felhasznélva szubsztrat felhasznalasi sebességeket (gliikoz, glicerin, xiloz:

7,89-22,7-12,2 mM gCDM'h™") szamitva futtattam a modellt.

3.2. A kutatasban hasznalt baktériumtorzs laboratoriumban torténdo
vizsgalata

A németorszagi Leibniz Intézettdl (DSMZ) vasarolt baktériumtdrzset harom
térfogatban elemeztem. Eldszor mikrolemezen a térzs széleskori szubsztrat hasznositd
képesség vizsgaltam, majd nagyobb, lombikban végzett kisérletekben a kutatasban érdekelt
harom szénforrast (glikoz, glicerin és xiléz) komplex (TSB, BHI) és minimal (M9)
tapoldatokban a sejt novekedést elemeztem. Harmadjara kontrollalt koriilmények kozott,

bioreaktorban vizsgéltam a torzs ndvekedését valamint metabolit termelését.

3.2.1. Mikrolemezen végzett laboratoriumi kisérletek

A mikrolemezes kisérleteket Fluostar Optima mikrolemez olvasd berendezést
(FluoStar Optima, BMG Labtech, Ortenberg, Németorszdg) haszndlva, a lehetséges
fermentacios koriilmények, tipanyagok mindségi €s mennyiségi vizsgalatdban kaptak
szerepet. A kisérlet soran tiz kiilonb6z0, potencidlisan alkalmazhat6d szubsztratot vizsgaltam,
melyek a kdvetkezok: arabinoz, fruktdz, glicerin, gliikoz, inulin, laktéz, maltodextrin, maltéz,
mannoz ¢és xiloz. A nodvekedéshez optimalis koncentracid érték meghatarozdsahoz ezen
szénforrasokat kiilonb6zd koncentracioban (5-10-15-20-25-30-50-70 g/L) vizsgéaltam. A
kisérletek soran harom kiilonb6z6 tapoldatot (TSB, BHI, M9) vizsgaltam. A kisérletsorokat

parhuzamosan, hdromszoros ismétlésben végeztem.

3.2.2. Lombikban végzett laboratoriumi kisérletek

A torzsrol alkotott kép felbontasanak ndveléséhez 1éptéknovelést alkalmaztam. A
kiilonb6z6 mikrolemezben elvégzett kisérletek soran kapott eredmények alapjan a 20 g/L
kezdeti szubsztrat koncentracio bizonyult a hasznosabbnak, igy a lombikos elemzések soran
is 20 g/L szubsztratkoncentracioval dolgoztam. A 300 mL Ossztérfogati 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).



3.2.3. Bioreaktorban végzett fermentaciok

A lombikban elvégzett kisérleteket kovetden, a fermenticids folyamatokat nagyobb
térfogatban, és jobban kontrollalhaté korilmények 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. A bioreaktor Ossztérfogatdnak (1500 mL) kétharmadét kihasznéalva
(1000 mL tapoldat), a kezdeti optikai denzitast 600 nm-en 0,3 értékre Camspec M330 tipust
(Spectronic Camspec Ltd., Garforth, Leeds, Egyesiilt Kirdlysdg) spektrofotométerrel
allitottam be. A kezdeti szubsztrat koncentracio 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 és 1 M-os HCI-ot hasznalva. A reaktor
szintli fermentacidk sordn két kiillonb6zo koriilményt vizsgaltam, egyik reaktort mikroaerob
modon (60/60 mL/perc széndioxid/levegd (CO,/LEV) keveréke), mig a masikat anaerob
koriilmények kozott tizemeltem, minek biztositasahoz a 1égtérbe 60 mL/perc térfogatarammal
szén-dioxidot (CO,) juttattam. A tapoldat elsavasodéasanak, és az ezt kovetd nagy mennyiségii
NaOH médiumba keriilésének megakadalyozéasa érdekében a gazfazist reaktorok légterébe
vezettem. A fermentéacid folyaman két dranként vettem mintat (5 mL) a reaktortérbdl 12 o6ran
keresztiil, majd rogzitettem az optikai denzitds valtozasat, valamint az dsszegyiilt adatokbol

novekedési sebességeket szamitottam.

3.2.4. Nagy teljesitményii folyadékkromatografids mintaelemzés

A fermentécid soran gyiijtott mintdkat 1260 Infinity (Agilent Technologies Inc., Santa
Clara, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) automata, nagy teljesitményi folyadékkromatografon
analizaltam. A mintdkban fellelhet6 komponensek elvalasztasahoz Coregel 87H3 oszlopot
hasznéltam, melynek miikodési hémérséklete 50 “C volt. A mintéban fellelheté szénhidratok
¢s szerves savak detektalasara rendre RID (Refractive Index Detector) és DAD (Diode Array
Detector) detektorokat alkalmaztam. Mozgo6ftazisként 0,004 M kénsav oldatot, 0,6 mL/perc
térfogataramban hasznaltam. Az analizishez a szénhidratok esetében 20 g/L-es, mig a szerves
pontos kalibracios egyenest vettem fel. Az oszlopra torténd injektalast kovetden
kromatografids csticsokat kaptam, az igy generalt kromatogramokat retencios id6 alapjan

értékeltem a standard kalibracids egyeneseihez viszonyitva.



3.2.5. Szamitasok

Ugy a mikrolemezen és a lombikban, mint a bioreaktorban tortént sejtnevelések soran
a fajlagos novekedési sebességet az alabbi linearis differenciadlegyenlettel (1) hataroztam
meg:

wx=dx/dt(l)
az 1do (dt) figgvényében.

Ugyancsak mindhdrom (mikrolemezen, lombikban és bioreaktorban) koriilmény
esetében, az optikai denzitds ¢és sejtek koncentracioja kozotti Osszefiiggést, Basfia
succiniciproducens baktériumtorzsre specifikusan, a Becker ¢és kutatocsoportja altal
megallapitottak szerint szamitottam:

gCDM [g/L]=0.331 X OD600 (Becker és mtsai. 2013)
4. Eredmények

4.1. Metabolikus modell bovitése és a metabolitok termelésének

eldrejelzése

A biomassza ndvekedési sebesség mellett a predikciok soran, egyéb mas metabolitok
is képzddtek: borostyankdsav, ecetsav és hangyasav. Ezeknek képzddési sebességét “mM
gCDM'h™"” mértékegységben kaptam meg. A 0,3 h' novekedési sebességgel bird biomassza
esetében gliikoz szubsztraton a hangyasav képzddési sebessége volt a legnagyobb, 6,88 mM
gCDM'h! értékkel. Xiloz és glicerin felhasznalasi sebessége 9,24 mM gCDM'h! és 15,4
mM gCDM™'h! volt. A biomassza ndvekedési iiteme, rendre 0,26 h™' és 0,448 h' értékii volt.
Mindharom szubsztratot (gliikoz, xildz, glicerin) vizsgalva a hangyasav képzddési sebessége
a legtobb, mig xiloz 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 (rendre 5,57 - 5,79 - 4,52 mM gCDM'h'), de értéke
megkozelitdleg azonos volt az ecetsav képzddési sebességével.

Korlatolt biomassza képzddési sebesség mellett (u=0,1 h™), gliikdz és xildz esetén
hasonld, 12,06 mM gCDM'h'!, mig a glicerin esetén valamivel kevesebb 11,72 mM

gCDM'h™ volt a borostyankdsav képzédési sebességet szamitottam.



A piruvat-formidt-lidz génjének eliminalasakor a biomassza novekedési sebességére
vonatkozéan mindhdrom alkalmazott szubsztrat esetében csokkenést figyelhetiink. A
legkisebb biomassza képzddési sebesség csokkenést a glicerin esetében észleliink, ennek
értéke 10,5%, melyet a xiloz 15,4%-al és a gliikoz 16,7%-al kovet. fgy a Apfl esetében a
gliikoz ¢€s xiloz szubsztratok alkalmazasakor a borostyankdsav képzodési sebessége rendre
67,59%-al és 68,1%-al emelkedik az alapallapothoz (vad tipus - mutéaci6 nélkiil) viszonyitva.
A glicerin esetében kevesebb, viszont jelentds novekedés tapasztalhatd, a céltermék

képzddési sebessége 64%-al nott.

4.2. Kiilonb6z6 szubsztratok hozzaférhetdoségenek elemzése, a
tapoldatok €s szubsztratok biomasszara, valamint metabolit termelésre

gyakorolt hatasanak vizsgalata kiilonb6z06 koriilményeken

A laboratériumban  végzett  eldkisérleteim  (mikrolemezes  elemzések)
eredményeképpen a felhaszndlt szubsztratok (arabinéz, fruktdz, glicerin, gliikoz, inulin,
laktéz, maltdz, maltodextrin, manndz, xil6z) egy (inulin) kivételével, mindenik alkalmas a
Basfia succiniciproducens torzs nevelésére, ugy 5 g/L, mint 20 g/LL alkalmazott
szubsztratkoncentracio6 esetén.

A lombikban végzett kisérleteim ramutattak arra, hogy a gliikoz és xilozt tartalmazé
komplex TSB tapoldatokban a baktériumtorzs hasonld fajlagos novekedési sebességet
mutatott. Amikor glicerint tartalmaz6 tapoldatot hasznaltam, alacsonyabb meredekségli
novekedési szakaszt figyeltem meg. BHI komplex tapoldatot hasznalva mindharom
szubsztratot felhasznalva, egy erdsen meredek novekedési szakaszt (exponencidlis szakasz)
figyeltem meg. M9 tapoldatban, mindhdrom szubsztrat felhaszndlasadval megkozelitdleg 0-4
ordig tart az adaptacidos fazis, amit enyhe meredekséggel jellemezhetd nyolc oras
exponencialis szakasz kovet.

A sejtnovekedési sebesség tekintetében a bioreaktorban elvégzett kisérletek soran
glilkéz szénforrast tartalmazé minimal tapoldat (M9) esetén az anaerob koriilményeket
biztosito, kizardlag CO, géazfazist tartalmazo kisérletek mutattak elonyds eredményeket. A
glicerint és xilozt tartalmazo tapoldatok felhasznaldsakor a CO,/LEV gazkeverék mutatkozott
hatékonyabb koriilménynek, ezeknél magasabb volt a baktériumtorzs fajlagos novekedési
sebessége. A borostyankdsav hozamanak tekintetében a gliikoz és glicerin esetén volt

hasznosabb a gazkeverék (CO,/LEV) alkalmazasa. Xilozt tartalmazoé tapoldatban az anaerob



koriilmények esetén tapasztaltam magasabb borostydnkdsav hozamot, 0,277 mol/mol

értékben.

5. Megbeszéles

A tobb kutatocsoport altal Osszeallitott és szakirodalomban fellelheté metabolikus
modellt felhaszndlva, els6 és fontos 1épésként a kutatasban érdekelt szénforrasokra (glicerin,
xil6z) bévitettem a rekonstrukcidt - metabolikus modellt. Legjobb szakirodalmi ismereteim
alapjan, els6ként integraltam az in silico modellbe a fent emlitett két szénforras
hasznosithatosaganak metabolikus utvonalait. Ezidaig a gliikoz szénforrds esetén végzett
elemzésre kaphattunk eredményeket, Becker és munkatarsainak koszonhetéen (Becker és
mtsai. 2013). Az altalam bdvitett modell alkalmas a biomassza novekedési sebességének,
valamint a kiilonféle szerves savak képzddési sebességeinek predikciojara, mely hasznos
kapcsolddast mutathat a laboratoriumban végzett gyakorlati kisérletekkel.

A szamitogépes koriilmények kozott végzett szimulaciok, és azok eredményei alapjan
elmondhatom, hogy a pfIB gén eliminacidjaval optimizalt baktériumtdrzsben ésszeri
elvégezni a borostyankdsav eldallitast glicerin és xildéz szubsztraton is, gyakorlati
korilmények kozott, igy hozzajarulva a céltermék hozamanak noveléséhez, ugyanakkor a
fenntarthat6 szubsztratok tovabbi felhasznalasdhoz.

A laboratériumban végzett mikrolemezes €s lombikos kisérletek eredményei alapjan
elmondhatom, hogy a vizsgalt tiz szubsztrat koziil kilenc a Basfia succiniciproducens altal
felhasznalhatd szénforrasnak bizonyult. Hasonlo téméban a szakirodalom szerint Kuhnert és
kutatocsoportja tevékenykedett, ahol a baktériumtorzs szénforras preferenciajat vizsgaltak
(Kuhnert és mtsai. 2010), amely alap tanulmény eredményeit jelen munka keretében a
laktéz, maltodextrin ¢és fruktdoz szénforrasként wvald alkalmassagénak bizonyitasaval
egészitettem  Kki. Emellett szamos tanulmany ismert, ahol kiilonféle ndvényi
hidrolizatumokat felhasznélva, Ggy sejttomeget, mint borostydnkdsav képzddést figyeltek
meg (Cimini és mtsai. 2016; Maria és mtsai. 2016; Anna és mtsai. 2018). Ezen eredmények
lattan sziikségszertinek tiinik, hogy tovabbi kutatdsokban a laktoz, fruktdz vagy maltodextrin
tartalmu komplex, ipari tapoldatok formdjaban megujulé alapanyagokat Basfia alap
biotechnologiai folyamatokban hasznaljuk.

A Dbioreaktorban torténd fermentacidé soran két kiilonb6zd koriilményt vizsgaltam.
Els6 esetben mikroaerob koriilmények elérése érdekében 60/60 mL/perc térfogataramban

szén-dioxid és levegd keverékét (CO,/LEV) juttattam a reaktor légterébe, mig masodik
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esetben kizarolag szén-dioxidot 60 mL/perc térfogataramban. A gliikkdz szénforrés
felhasznalasaval a két koriilményre eltéré eredményt kaptam: az anaerob koriilmények jobban
hozzéajarulnak a baktérium fajlagos novekedési sebességéhez. A baktériumtorzs 53%-al
nagyobb fajlagos novekedési 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
borostyankésav hozamat illetden a glikoz és glicerin szénforrdsok alkalmazéasanal a
mikroaerob koriilmények bizonyultak hatékonyabbnak. Gliikéz szénforras kezdeti 20 g/L
glicerin esetében 0,184 mol/mol hozamot. Xildz szénforras alkalmazasaval a borostyankdsav
hozama 0,277 mol/mol értéket mutatott, ugyancsak kezdeti 20 g/L szubsztratkoncentraciod
alkalmazaséval. Az 1igy szamitott, szubsztratra vonatkoztatott termék hozama a
szakirodalomban fellelhetd adatokhoz hasonlosdgot mutat, ahol gliikkéz, glicerin és xiloz
szénforrasokat felhaszndlva 0,31-0,93 mol/mol hozammal bioszintetizéltak borostydnkdsavat
(Stylianou €s mtsai. 2020; Scholten, Renz, és Thomas 2009; Mahsa és mtsai. 2019).
Meglatasom szerint a bioreaktorban végzett fermentacios kisérletekbdl szarmazo
adatok, kiilondsen az alkalmazott gazkeverék Osszetételének hatasa a biomassza, illetve
céltermék hozamra értékes informacidkat szolgaltat biotechnologiai  eljarasok

kidolgozéasahoz.

6. Tézispontok

1. In silico modell kibdvitése és predikciok - a szamitogépes modell, valamint a valosag
kapcsolatdinak minél pontosabb leirasanak legfontosabb alapkdve, a minél részletesebb
modell megalkotasa. Minél részletesebb egy mikroorganizmust leir6 metabolikus modell, a
benne taldlhaté metabolikus utvonalak komplexitdsa annal pontosabb, igy szamitogépes
predikciok végezhetok el. Legjobb tudasom szerint elsOként integraltam a szamitogépes
modelljébe a glicerin €s xil6z hasznosuldsat biztositd utvonalakat. Az elsé megfogalmazott
hipotézisre a kdvetkezOk adnak valaszt: a szamitogépes modellbe integralt két ) szubsztrattal
(glicerin és xildz), és ezek biokémiai felhasznaldsanak matematikailag leirt egyenleteivel,
ujabb kapcsolddasi pontokat hatdroztam meg a szamitogépes modellezés és a valosag kozott.

2. Basfia succiniciproducens baktériumtorzs sz€les spektrumu szubsztrat metabolizalo
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képessége - eldkisérleteimbdl kidertilt, hogy a torzs a rendelkezésre allo szénforrasok koziil,
egy kivételével (inulin) képes volt mindeniket felhasznalni. Masodik feltevésre adott
valaszként elmondhatom, hogy a mikrolemezen elvégzett kisérletek alapjan a kovetkezd
szubsztratok alkalmasak a baktériumtorzs nevelésére: arabindz, fruktoz, glicerin, gliikoz,
lakt6z, maltodextrin, maltdéz, mannoz ¢és xiloz. A komplex (TSB, BHI) és minimal (M9)
tapoldatok szénforrasokkal vald tarsitasa esetén jol megfigyelhetd sejtnovekedést fedeztem
fel. A minimal tapoldat alkalmazasakor valik evidenssé, hogy a torzs az inulint nehezen tudja
metabolizalni. A tobbi kilenc szénforras alkamazasa azonban bizonyitja, hogy a kiilonféle
forrasokbdl szdrmaz6é monoszacharidok mindenike alkalmas a torzs nevelésére.

3. A baktériumtorzs €s alkalmazott gazkeverék kapcsolata - bioreaktorban elvégzett
vizsgalataim eredményeképp elmondhatom, hogy bizonyossdgot nyert a feltételezés,
miszerint nagyobb borostyankdsav hozam elérése érdekében a torzset mikroaerob
koriilmények kozott sziikséges tartani a fermentécid ideje soran. Mikroaerob koriilmények ¢és
glicerin, valamint xil6z szénforras alkalmazasakor a baktériumtorzs ndvekedési sebessége
joval nagyobb értéket mutat (glicerin €s xiloz esetén rendre tobb mint haromszoros és kozel
40%-os kiilonbség az anaerob koriilményekhez képest). Ahogy a gézkeverék hatassal van a
biomassza képzddésre, ugy ez megfigyelhetd a tobbi termelddott szerves sav esetében is.
Mikroaerob koriilmények esetén és glicerin szubsztrat alkalmazasakor, igy a biomassza
koncentracioja, mint a borostyankdésav hozama joval nagyobb (tobb mint haromszoros és
OtszOrds) volt. Xiloz felhasznalasakor a biomassza képzddés tekintetében is a mikroaerob
koriilmények bizonyultak elonydsebbnek. A céltermék hozamat illetben az anaerob
koriilmények mutatkoztak hatékonyabbnak.

4. Insilico és a gyakorlat - utols6 hipotézisem azt a témakdrt boncolgatja, hogy
egyszerl, részletekben nem gazdag modellek is alkalmasak lehetnek alapszintii predikciok
elvégzésére. Kutatdsom soran in silico és laborkisérleteket végeztem annak érdekében, hogy
a Basfia succiniciproducens baktériumtdrzs metabolizmusdra minél szélesebb betekintést
nyerhessek. Elsé korben szakirodalmi adatok alapjan a szamitégépes modellel predikcidkat
végeztem . Laborkisérleteim soran a gyakorlati adatokbol bemeneti paramétereket alkottam a
modell szamara, és ezekkel végeztem 1Ujabb elemzéseket. Végiil elmondhatd, hogy a
laborkisérleti adatokbol szarmazé 1j bemeneti szubsztrat felhaszndldsi sebességekre elvégzett

elemzések a valosaghoz kozeli elérejelzéseket mutatjak.
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