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1  BEVEZETES

A citromsav (citric acid) piaci teriilete az egyik legnagyobb és leggyorsabban novekvé
szegmense a biotechnologiai iparnak. A citromsav eldallitasara szolgald mikrobiologiai
eljarasok soran jellemzéen az Aspergillus niger fonalasgombat alkalmazzak termeld
szervezetként melasz szénforrdson. A tobbi szerves savval ellentétben a citromsavat kizarolag
fermentacios tton allitjak el6. A citromsav mikrobialis eldallitaisa azonban bonyolult és
kornyezetvédelmi szempontbdl nem biztonsagos folyamat; ugyanis a technologia so ’My
mennyiségll, asvanyi savakat, szerves ballasztanyagokat és cianidokat tartalmazédl sZginyviz
keletkezik, valamint szilard hulladékok (elsésorban gipsz) halmozddnak fel }lﬁ‘siadis €s
mtsai. 2008).

Az elmult 40 évben a kutatok érdeklodése az €lesztdgombakra ir int potencialis
citromsav termeld szervezetekre. Az élesztégombak k%{@ Yarrowia nemzetség

modellszervezeteként ismert Yarrowia lipolytica élesztfaj ha itasi lehet6ségeseinek és a

szdmos értékes, iparilag hasznos metabolit termelésén egismerésére eldtérbe kertilt.
Kezdetben ez az éleszt6faj azért keltette fel a kuta}i(;@
t

koézegben — ami akkoriban elérhet6 és olcso

elmét, mert n-alkanokat tartalmazo
umnak szamitott — is képes citromsavat
termelni. A vilag olajpiacan bekévetkez@t valtogéSok miatt azonban ennek a szubsztratumnak
a hasznalata gazdasagilag kedvezétl&@lt, ezért 1) megoldasokat kellett feltérképezni, S

végiil a technologia fejlesztése ¢ egijulo erdforrasok hasznositdsa, mint példaul a

repceolaj, a gliikoz, a glicerin, tanol stb. eredményezett kedvezObb citromsav hozamot. A

citromsav ipari szinti el sa soran lényeges tényezd a termeld szervezet mellett a
o
megfeleld fermenticid§tapkozeg Osszetétel és egyéb technoldgiai paraméterek (kémhatés,

hémérséklet, oldot@én koncentracio stb.) kivalasztasa (Finogenova és mtsai. 2005).

Ehhez 6déan a  kutatomunkam a  Yarrowia lipolytica éleszt6faj
citromsa ¢sének megismerését, a fermentécios technikédk dsszehasonlitasat, valamint a
t ¢si tenyezOk hatdsainak és a fejlesztési lehetdségek feltérképezését célozta.



2  CELKITUZESEK

A jelenlegi tanulmany célja, hogy bemutassam a Yarrowia lipolytica élesztégomba
citromsav termelésének ¢és fejlesztési iranyvonalainak eddigi kutatdsait, mind magyar, mind
kiilfoldi tanulmanyok vonatkozésdban. A szakdolgozati kutatomunkdm soran az alébbi
részfeladatokat tliztem ki célul:

o A mikrobidlis és kémiai citromsav szintézis Osszehasonlitdsa. A termelési

lehetdségek elényeinek és hatranyainak ismertetése.

o A mikrobidlis citromsav eloallitas termeld szervezetei: a fon’alg‘)&'a és
@)

¢lesztdgomba fajok termelési profiljanak elemzése.
o A fermentécios rendszerek dsszetétele: szén- és nitrogénforra, .
o A fermentacios rendszerek kdrnyezeti tényezdinek: kémh ’%érséklet, oldott
oxigén koncentracio stb. hatasa. O
I

o A fermentécios technikdk 6sszehasonlitasa és fe lehetdségeik.

Kutatdsom soran szdmos (szam szerint 42 dar%éyar ¢s idegennyelvii (angol)
tudomanyos munkat, folyoirat cikkeket, egyetemi jégyieteket és disszertaciokat olvastam at
¢s dolgoztam fel. A hivatkozasok nagy s% tatnak, mind foldrajzi elhelyezkedést
tekintve (tobbsége az Egyesiilt Allamgkban osziilt, de vannak kutatisok az azsiai és az
eurdépai  foldrészrél is), mind %u ikaciok évszamat tekintve. Fontosabb ¢és

jelentdségteljesebb kutatasoka 1970-es években is folytattak, de a nemzetkozi

hivatkozasok javarésze a 20003c$\¢ QOIO-es évekbdl szarmazik. A folydirati cikkek keresése

és gylijtése a Science Dire
o

Scholar online adatbaziggkbol tortént. A Science Direct egy olyan webhely, amely hozzaférést

rnal of Applied Microbiology, Research Gate és a Semantic

biztosit a holland é@ier kiado tudomanyos (és orvosi) publikacidinak nagy bibliografiai
adatbéziséix mint 18 millid tartalomnak ad otthont, tobbek kozott 4.000 tudomanyos

folyoirat etbdl és tobb mint 30 millié e-kdnyvbdl valogathat kedvére az olvas6. A Journal

lied Microbiology egy nyilt hozzaférési, lektoralt, tudomanyos folyoirat, melyet az
Open Science Publishers LLP ad ki kéthavonta (évente 6 alkalommal). A ResearchGate egy
2008-ban alapitott, dijmentes internetes oldal, amely a kiilonféle tudoméanyagazatokban
tevékenykedd kutatok szamara lett kifejlesztve. Ezen portalok koziil a Semantic Scholar az
egyetlen, amely kitlinik a tobbi jelenlévo koziil, 1évén, hogy ez egy mesterséges intelligencia
altal vezérelt, tudomanyos keresdprogram, melyet az Allen Institute for Al fejlesztett ki még

2015-ben.



3  IRODALMI ATTEKINTES

3.1 Acitromsav altalanos jellemzése

A citromsav (0sszegképlete CeHgO7, molekulatomege 192 g/mol) masnéven 2-
hidroxi-1,2,3,-propantrikarboxil sav, amely a masodik legjelentdsebb fermentalt ipari termék

az etanol utan (1. abra).

N
OO, /\,‘b‘

\%

1. dbra: A citromsav képlete&let 1)

A citromsav torténete (2. 4bra) egesz% pkorig (VIIIL. szdzad) vezethetd vissza,
amikor is Abu Musa Jabir Ibn Hayyar‘ arab S

O

HO

alkimista elsoként tett emlitést a citrom

savanyu izét okoz6d vegyiiletrél. Késo rl W. Scheele (1784) svéd kémikus izolélta a

citromsavat €rett citrom levébol lyositotta. Az elsé kereskedelmi készitmény 1860-
ban késziilt. A citromsavat kalc

Zeid és Ashy 1984). A m¢é
°

sokkal torténd kicsapasos modszerrel nyerték ki (Abou-
ert egészen 1920-ig alkalmaztdk (Milsom 1987). Ekézben 1880-
ban Grimaux és Ada licerinbdl szintetizalta a citromsavat, de ez a kémiai modszer nem
eredményezte a yképes kereskedelmi forgalomba keriilés lehetOségét, ezért mas
alternativ utvonalakra volt sziikség (Max és mtsai. 2010). Egy évtizeddel késdbb,

Wehmer ) német kémikus és mikologus irta le a bioldgiai Uton torténd

avszintézist. Kisérletei soran a citromsav taltermelését Penicillium glaucum fonalas
gombafaj oxalsav fermentacidja soran mutatta ki. 1913-ban Zahorsky szabadalmat szerzett a
citromsavgyartasra, ahol termeld szervezetként a Sterigmatoocystis nigra (késébbi nevén
Aspergillus niger) fonalasgombat hasznalta (Zahorsky 1913). Ezt kovetéen az Asperillus
niger faj citromsav termelésének feltérképezésére szamos kutatas iranyult, amelynek
eredményeként egyre hatékonyabb termelési rendszereket fejlesztettek ki. Az 1900-as évek
elején Currie (1916; 1917) a szilard fazisa feliileti citromsav fermentacid sordan kedvezd

citromsav hozamokat ért el. A csokkentett nedvességtartalom a fonalasgomba anyagcsere

3



folyamatainak igen kedvez, ugyanis az természetes él6helyének (komposzt, korhado fak stb.)
tulajdonsagaihoz hasonlit. A citromsav egyre szélesebb alkalmazasi koére miatt nagy
érdeklédés mutatkozott a citromsav ipari mennyiségben torténd eldallitasa irant. Az 1950-es
években sikeriilt kialakitani a szubmerz (siillyesztett) fermentaciot, ami ipari szinten el is
terjedt. A technologia elonyeként emlithetd, hogy kevesebb helyet igényel, kevésbé

munkaigényes és nagyobb termelési hozamot biztosit (Grewal és Kalra 1995).

>

1850 1900-as évek
1700 Az elsé eleje Az elsé 2000gs ¢
A kereskedelmi szabadalom és El @ kel és
citromsav készitmény feliileti dmokkal
felfedezés elballitasa fermentacid dallitott
e (citroml¢) (A. niger) '\ ékek

1800 1900 Vlgso
A Az elsd Szubmgr;’
citromsav kémiai fermentacio
izolalasa szintézisse (A. niger)
I (glicerol)
eldallitott
termek

(fo

( ssiadis ¢s mtsai 2008)

2. dbra: A citromsav téit 2 Elegfontosabb eseményeinek idovonala

A citromsav @@. abra)yfehér, kristalyos, kellemesen savanyt izii anyag. Haromértéki

karbonsav, soOinak a pufferkapacitisa, a harom disszociacidés 1€pcsd miatt széles

hato. Komplexképzésre hajlamos, ezaltal fémionok megkotésére

tartomanyban Q J Spzé
alkalmas. M orroziv, de elég erds sav.

hajlamosak). Vizben jol olddédik, oldata kellemes savanyu iz

Biologiailag bonthatdé (a citrat pufferek
pengsze

citromsav természetes uton az ¢élo szervezetekben megtalalhatd vegyiilet, a sejtek
metabolizmusanak részét képezi (Pécs és mtsai. 2011). A citromsav a trikarbonsav ciklus
(masnéven is ismert, mint Szent-Gyorgyi-Krebs ciklus, citratkor) intermediere. Egyes
citrusfélék (lime, citrom) félig érett termésében a szdrazanyagnak akar a 8%-at is elérheti a

citromsav (Portmann és mtsai. 1971)



1989-ben a citromsav- és a citratsok Vllagtermelﬁ elil 0,5 millié tonnat tett ki.
. 2015-ben Kina adta a vilag
2005-t61 2010-ig tarté id6északban
jelentdsen megndtt a termelés, amely pedi atlanul alacsony arakhoz vezetett, amely
2015-ben 700 USD/tonna értékben érte mélypontot (CCM 2016). 2021-ben a citromsav
vilagpiaci Ossztermelése elérte a‘2 &
n@%re elérheti a 3,2 milliard USD-t, és varhatoan az
nual Growth Rate = Osszetett Eves Novekedési Réta) (4.

tonnat. Ezen tényezdk miatt a citromsav piaci
volumene az eldrejelzések s
2,78%-0s CAGR-t (Co

abra) (Campos és mtsai. 202

4. abra: A citromsav teljes éves termelésének jelene és jovoje (Campos és mtsai. 2023)



Az elmult években bekodvetkezett gazdasagi ndvekedés, az urbanizacio és az atalakult
¢letmdd miatt a készitalok €s a feldolgozott élelmiszerek iranti hajlandésag fokozodott. Ez a
citromsav iranti megnovekedett kereslethez is vezetett a kiilonboz6 iparagakban. Ezen kiviil a
mindennapi termékek elGallitasa soran a mesterséges anyagok egészségre gyakorolt
kedvezdtlen hatdsdnak csokkentésének érdeke a természetes Osszetevok hasznélatanak
iranyaba torténd elmozdulast eredményezte (Behera és mtsai. 2021).

A szerves savak a harmadik legnagyobb csoportot képviselik a fermentacios termékek
kozott. A megajuld szénforrdsokbdl mikrobidlis folyamatokkal eldallithatd, sokfé n
tovabb alakithato platform molekulaknak igen kivalo példai a szerves savak. Ha%ylr/n‘ yosan
ezeket egyes baktériumcsoportok (példaul tejsavbaktériumok), valamin asgombak
(példaul Aspergillus niger) alkalmazasaval termelik. Ezen szerv g\ els6dleges

anyagcseretermékek, bioszintézisiik az energiatermeléshez Vagy a_ndye shez kotott. A

savtermelés altalaban hidnyos anyagcserét jelez — a szénfo cidja nem megy végig
szén-dioxidig és vizig. Anaerob organizmusoknal nem rl&hlanyos hanem specialis,
kis  energianyereségli reakciok fordulnak eld % fermentativ  tejsavtermeldk,
homoacetogének). /‘)

3.2 A citromsav alkalmazasi terﬁ@ei

(
c%bs, GRAS (generally recognised as safe) mindsitésii

iteli mennyisége nincsen korlatozva. Az élelmiszeriparban

A citromsav teljesen

szerves sav. A napi maxi
elsésorban savanyusggot szabalyozé anyagként, izesitdszerként (sav-cukor arany beallitasa)
alkalmazzak E330 Mivel a citromsav sok gylimdlcs természetes Osszetevoje, igy igen
jol illeszkedik @mzerek izprofiljaba. A lekvarok, zselék, de még az édes tdltelékek
készitéséné Qsav az, amely eldsegiti a zselésedési folyamatot és kiemeli a gylimolesok
¢t. Nagyon jol oldddik, igy tomény szirupokban is alkalmazhatd. A savanyito
&Iatt tartosit, lassitja az élelmiszerek romlasat. A savanyitds az élelmiszerek
tulajdonsagaira, ezaltal a feldolgozasi paraméterekre, példaul a f6zési idére és hémérsékletre
is hatassal van. A citromsav stabilizalja az emulzidkat, megakadéalyozza a zsir elvalasat. A
sajtoknal javitja és egységesiti a textarat, csokkenti ragaddssadgot az iz befolyasolasa nélkiil
(Kiss és mtsai. 2018).

A kutatdsok soran leirdsra keriilt, hogy ugyan Onalléan nincs antioxidéns hatasa,

azonban elésegiti a kornyezetében jelenlévo tobbi antioxidans vegytilet hatasat. A citromsavat



kelatképz6 tulajdonsag is jellemzi, megkoti a fémionokat és ezzel megakadalyozza a
fémkatalizalt barnulasi és izromlasi folyamatokat. A fagyasztott és konzerv gylimolcsok
esetében mar 0,1-0,3% citromsav hozzaadasa is gatolja (vagy késlelteti) az oxigén hatasara
torténd elszinezOdést €s izromlast. A savas tartomanyban (pH 3,0-3,5 alatt) a zavarossagot
okozd pektineket is kicsapja. Natrium-citrat formdban is széleskoriien alkalmazzak, példaul
tejtermékekben (Fekete és mtsai. 2013).

A gybgyszeriparban a kalcium és vas bevitelét segiti el6 citrat-komplex formajaban. A
citromsav natrium soOja véralvadasgatld hatasti (megkdti a kalciumot a vérholn A
kozmetikumokban tartositoszerként is alkalmazzak. A tisztitd- és mososzerek gfg&lél a
viz lagyitasara polifoszfatok helyett pedig kivaléoan alkalmazhatd, nem o@e rofizaciot
(Pécs és mtsai. 2011). %

Egyéb hasznositasi teriiletei kozott emlithetd a miianya % fémipar is. A
mianyagiparban a vinil- és cellulozgyantdknal lagyitok ( o@
alkalmazzék. A fémiparban feliilettisztitasra, rozsdameptest b
helyett), galvanizal¢ fiirdok adalékaként alkalmazzak % mtsai. 2013).

-észterek) forméajaban
passzivalasra (salétromsav
Becslések szerint az élelmiszer- és 1talgya asznalja fel az eldallitott citromsav

70%-at, a gyogyszeripar és az étrend ki oz 20%-ot, mig a maradék 10%-ot

tisztitoszerek gyartasara hasznaljak fel (@ abra)¥Cavallo 2017).

« K

Tisztitoszerek
10%

Gyodgyszeripar és
étrend-kiegészit6k
20%

Elelmiszer- és
italgyartoipar
70%

= Elelmiszer- és italgyartdipar m Gydgyszeripar és étrend-kiegészitdk = Tisztitészerek

5. dbra: Az ipar altal el6allitott citromsav fobb hasznositasi teriiletei (Cavallo 2017)



3.3  Bioszintézis és fermentacio

Az iparban hagyomanyosan Aspergillus niger fonalas tomldsgomba (Ascomycetes)
torzsekkel termeltetik a kereskedelmi forgalomban elérhet6 citromsavat. Az elmult 30 évben
azonban a kutatok érdeklédése az 10j termeld szervezetek, baktériumok (Bacillus
licheniformis, Arthrobacter paraffinens, Corynebacterium sp.) és élesztégombak (Candida
tropicalis, C. oleophila, C. guillermondii, C. parapsilosis, C. citroformans, Y
lipolytica) irant Iényegesen nétt. A termeld torzsekkel szembeni kovetel
izocitromsav ¢és a gliikonsav termelés elnyomhato6 legyen, valamint az anapl reakciok
megfeleléen miikodjenek. A potencidlis termeld torzsek mellett tovabbi \%Qk

alapanyag aranak csokkentése, igy a kiilonbozd szubsztratumok, aka

ranyvonal az
elléktermékek,
maradvanyok hasznositdsa. A tényezok, amelyek blZOHyltO& tds hatdssal vannak a

citromsavtermelésre: a fermentdciés kozeg (szénforrd ogén- ¢és foszforforras,

nyomelemek), oldott oxigén koncentracid (leveg6ztet$(erke), a pH és a hémérséklet

(Palfi és mtsai. 2020). /11;8
t

A citromsav termelés a glikolizissel v€s etét, amely sordn a szénforrasbol (1 mol
gliik6z) piruvat (2 mol) keletkezik. A p*ruvatb zt kovetOen a citromsav prekurzor anyagai,
az oxalecetsav és az acetil-koenzim- % 1 ki. A folyamat meghatarozo 1épése a Cleland-

Johnson reakcid, ahol a piruvat a A-va torténd atalakuldsa soran felszabadulo CO: a

Qek eredményeként oxalecetsav jon létre. A citrat-kor

zintdz enzim Kkatalizalt reakci®6 a prekurzor anyagokbol

masik piruvaton kotédik meg)
indit6 lépése soran a citga

citromsavat eredmén}./ Krebs és mtsai. 1953).
Az oxélec nem csupan a citromsav ciklus soran, hanem az anapleoritikus
(feltolto) a&r ere soran is keletkezik. Ennek hatasara az elméleti 66%-0s citromsav hozam
en kedvezObb 90%-o0s citromsav hozam érhetd el. A Cleland-Johnson reakcio

helyett 1?
sqQfa letkezett szén-dioxid anaplerotikus megkotését (oxalecetsav és malat képzodését) a

dekarboxildz enzim katalizdlja. Az enzim eukariotdkban jellemzben a
mitokondriumban talalhaté, azonban az Aspergillus niger esetén mitokondrialis és
citoszolikus formaban is jelen van. Az anaplerotikus szén-dioxid megkotés nagyrészt a
citoszolban jatszodik le. A citoszolban talalhatdé malat-dehidrogendz enzim hatasara az
oxalecetsav malatta (almasavva) alakul. A reakci6 NADH-igényét a glikolizis fedezi. Az
Aspergillus termeld térzseknél a glikolizis végterméke tehat nem piruvat, hanem malat (6.

abra) (Baldwin és Krebs, 1981).
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6. abra: V-ciklus (Baldwin és Krebs 1981)

Az izocitromsav a c¢itrat-ciklusban keletkezik, kozvetlentl a citromsav-szintézis utan,
[ J

az aconit-hidrataz (A nzim altal katalizalt reakcio soran. Emiatt a vad élesztokben, igy a

Yarrowia élesztg a citromsavval egyiitt termelédik (Kamzolova és mtsai. 2015). Az
12001tromsx dlagos metabolitként a citromsav hozamot csokkenti, tovabbad az
izocitro jelenléte a végtermék kristalyosodasara kedvezotleniil hat (Aurich és mtsai.
2 ywinska és mtsai. 2013). A citromsav és izocitromsav kirdlis vegyiiletek, igy azok
elvalasztasa igen bonyolult miiveleteket igényel (Heretsch és mtsai. 2008).

A citrat-szintaz (CS) az az enzim, ami a citromsavat oxalacetatbol és acetil-CoA-bol
¢€s mtsai. 2002). Ezért fontos a magas szén/nitrogén arany biztositdsa, hogy a szénfelesleg a
stacionarius novekedési fazisban a citromsav eldéllitdsara iranyuljon. Rdadasul az izocitrat-

dehidrogendaz (NAD-IDH), az izocitromsavbol a-ketoglutaratot eldéallitdé  enzim,

allosztérikusan aktivalodik az adenozin-monofoszfit (AMP) hatdsara. Ha a nitrogén
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korlatozott, az enzim AMP-deaminaz hasitja az AMP-t, és NH4" ionokat termel, melyek
viszont negativan szabalyozzdk a NAD-IDH-t. Ily médon mind a citromsav, mind az

izocitromsav felhalmozddik a mitokondriumban (Papanikolaou és mtsai. 2013).

3.4 Aspergillus niger citromsav termelése és technologiai lehetéségei

Nagylizemi méretekben harom modon: feliileti, szubmerz és  szildrd (z'z'su

>
SV

A feliileti fermentacional a fonalasgomba micéliumai a seké% 1év6 tapoldat

Sfermentacioval torténhet a citromsav gyartasa.

3.4.1 Feliileti fermentacio

felszinén szévedéket hoznak létre. A talcak feliilete 5-8 m?, ame tapoldat 5-20 cm-es

réteget alkot. A talcak anyaga aluminium vagy rozsda acél, mert a rendszer

@

1onokat oldana ki. A talcakat

r

savasoddsdnak hatdsdra maskiilonben mas fémekbdl a
egymas folott allvanyokon olyan kialakitast kamrékb@ ezik el, amelyek lehetové teszik
a kozel aszeptikus (az adott folyamatra arta aqyoorganizmusoktél mentes) mukodést
(Soccol és mtsai. 2006).

A tapoldat szénforras, jelle glikoz tartalmat 15-25 %-ra allitjak be.

Amennyiben a szénforrds melasz sznalat el6tt higitjak (15 %-os cukor tartalomig), a
e

kémhatasat pedig 3,5-re vi (befert6z0dés kockazatanak csokkentése), majd a
csiramentesités ¢€s tisztitd 10noktol mentesités) utan a lehiitott tapoldatot a talcakba
szivattyuzzak. A fomkig:)m a leoltasa megoldhat6 kozvetleniil spora szuszpenzioval (100-

150 mg spora/m?) int a levegdvel befuvatott sporakkal is. A citromsavfermentacio

1d6tartama ala

A

a steril leveg6t fuvatnak (Pécs és mtsai. 2011).
asi spora koncentracio leroviditi a termékképzés elotti novekedési szakaszt
és admo 14t inkabb a fonalas novekedés iranyéaba tolja el (a pelletképzddés helyett). A
termel@yfonalasgomba sporulacidja csokkenti (vagy gatolja) a citromsavképzodést. Ezért a
koriilményeket tgy allitjdk be, hogy a micélium hosszabb ideig novekedjen a sporazas
meginduldsa nélkiil. Ez az ammoniumion-koncentracid novelésével €s nemionos detergensek
hozzaadasaval érhet6 el (Pécs és mtsai. 2011).

A citromsav fermentéaci6 altalaban 8-12 nap alatt jatszodik le. A 1¢ feldolgozasanak
elsé Iépése a micélium elvalasztasa a folyadéktol. Félfolytonos fermentacional friss tapoldatot

adnak a micélium szévedékhez, ezaltal csokkentik a novekedés lag szakaszanak hosszat. A

10



micélium ismételt hasznalata attol fiigg, hogy a torzs mennyire hajlamos autolizisre (Pécs ¢€s
mtsai. 2011).

A feliileti technologia egyik valtozata a tobblépcsds fermentacié (7. abra). A tapoldat
az egymas folotti talcak kozott gravitacidosan folyik lefelé és a legalsordl elvett fermentlét
dolgozzak fel. A talcak kozott folyamatosan steril levegdt fuvatnak at. A konverzié hatasfoka
cukorra szamolva 65-75 %, a ,reaktor” produktivitisa 7-8 kg citromsav/m3*nap.

Alacsonyabb, mint a szubmerz eljarasnal, viszont a koltségek is kisebbek (Darasa 2016).

E :
3 2 €
Water Salts °cs 8 3
Traceelements < § £ § Water
Molasses —— Eam
— N
Sterili-p——
2ation E
Fermentation
chamber
Oxalic Citri s lon
itric ), acid
acid acid CRAreoal | grchange
removal precip-
itation Evaporation
Crystallization

®¥.ébra: Feliileti fermentacio (Darasa 2016)

3.4.2 S@Yézisﬁ fermentacio

A szilard fazisu fermentacio (solid state fermentation, SSF) (8. abra) a kornyezet
szempontjabol elényds, mert csdkkenti a hulladék kibocsatast. A kiilonb6z6 magas szénhidrat
tartalmi mezOgazdasagi €s ipari hulladékok (cellulozban gazdag rostok, szalma, korpa,
cukornad bagasz stb.) hozzaadott értéket tartalmazd termékekké alakithatok egy vagy tobb
cellulozbontd torzs (mono- vagy kevert kultira) alkalmazasaval. A megfeleld
termelékenységhez meg kell oldani a megfeleld levegdztetést, ezzel a metabolikus ho

eltavolitasat és a paratartalom szabalyozasat.
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8. dbra: Szilard fazist fermentacié (Manan és Web&ﬁb

Nagyon fontos a szemcseméret megvalasztasa. Ki szemcsemeret noveli a
kitermelést és csokkenti a fermentacid iddétartamat. ntaciot legtobbszor talcakon
hajtjak végre. A szilard anyagot gbzzel sterilizalja d a feliiletére oltjak a sporakat
(Kumar ¢és mtsai. 2003). A fermentacié 10-15 aptart a szubsztratum bonthatdsagatol és
a lebontdsi sebességtdl fliggden. A peneSZgombak mar a sporak csirdzasatol kezdve
extracellularis enzimeket, mint hgnoc@i’ bontd enzimeket (cellulazok, hemicellulazok)
termelnek és a citromsav mellett (Ma&; ebb 2017).

3.4.3 Szubmerz ferment 10

A citromsav, ésének tulnyomo részét szubmerz fermentacioval (9. abra) allitjak
elé. Ennek sza (&we van a feliileti vagy a szilard fazisu fermentaciohoz képest, igy
kisebb a mu ngény, nagyobb a konverzi6 és a produktivits, alacsonyabbak a koltségek,
Kisepb-a 626dés kockazata (Stanbury és mtsai. 2013).

szubmerz fermentacid szigortian szabalyozott kornyezeti koriilmények kozott
torténik. A steril, fémionoktdl mentesitett tapoldat cukortartalma 15-20 %, ami altalaban
melasz, szachar(')z, gliiko'z vagy fruktéz. Nitrogén forrasként ammoénium szulfatot vagy
kiilonosen a vas, a cink, a réz és a mangan ionokét. Kritikus a mangéanion koncentracidja, ezt

2 ug/l alatt kell tartani. A fermentor beoltdsa tOrténhet spdra szuszpenzidval vagy
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eldszaporitott pelletes tenyészettel. Ez utobbi esetben a lag szakasz €s az egész fermentacio

mintegy 12 o6raval lerdvidiil (Pécs és mtsai. 2011).

Bm—o:

ADE e

— | X,

| Q
J KK

B %
\Rotov
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4

9. dbra: Szubmerz fermentaciod wé 2000)
A fermentacids id6 a szénforrastol %(n‘lé)het 5-8 nap, de elnyulhat akar 10-15
cg

napra is. A fermentacid soran el('i'bb

novekedési szakasz figyelhetd meg, a
cukorhasznositas a sejttomeg néveke& olgalja (2-3 nap a pelletek képz6dés). Azutan a
termékképzési fazis (5-8 na )‘ amaz intenziv citromsavtermelés mellett csak kis

sejtnovekedés észlelhetd.

o
35 A citroms?@yerésének folyamata
A t

en a folyamat végén 10-13 % citromsav halmozodik fel. A technoldgia
masodik Q a, a feldolgozas a tisztitott céltermék kinyerése. A miiveletsorban meg kell
szaBadul

szilard fazistol (sejtek), a termékhez hasonld kis molekuldju szennyezésektdl (pl.

oxalsav) és nem utolsd sorban a vizt6l.

1. A biomassza elvalasztasa
A szlirhetdség szempontjabdl a pelletes szerkezet az idealis, a szuszpenzidé newtoni
folyadékkeént viselkedik. A micéliumokat altaladban vakuum dobszilirével valasztjak el.
Ha sziir@segédanyagra is sziikség van, az 4svanyi anyagok helyett gyakran ndvényi

melléktermékeket (pelyva, szalmatdrek) hasznalnak.
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2. Oxaldtmentesites

A citromsav-fermentacié soran a leggondosabban vezetett fermentacids technologia
mellett is mindig képzddik kis mennyiségli oxalsav. A szlrt fermentlé elsé kezelése
ennek elvalasztasara szolgal. Az elvalasztas elve azon alapul, hogy a kalcium-oxalat
rosszul oldédik vizben, igy az oxalsav mésztejjel reagaltatva Kicsaphato. A gondot az
jelenti, hogy ugyanez igaz a citratra is, abbol is csapadék képzddik. A megoldas a
kalciumhidroxid fokozatos hozzdadasa, amivel ,,megtitraljuk” a fermentlev €s
kalcium-hidroxid bevitelével az oxalat levalik, mig az egybazist (mo -%um-
citrat (a harombazisuval ellentétben) elég jol oldodik. O

3. A citromsav kicsapdsa xﬂ
A citromsav elvalasztasanak klasszikus moddja a kicsapas ium-citrat formajaban.
Ehhez tovdbbi mésztejet adagolnak az oldatba, ami % mértékben semlegesiti a
savat és trikalcium-citrat képzodik. A kicsap@etét befolyasold technologiai

paraméterek: (b
o acitromsav koncentracioja /‘)
o ahdmérséklet %

o apH

o akalcium-hidroxid a as iteme (Pécs és mtsai 2011).

3.6 AYarrowia nemzetse altalanos jellemzése

A legutobbi henetikai besorolas szerint a Yarrowia nemzetség (10. abra) a
Saccharomyce talyban, a Saccharomycetales rendben helyezkedik el és a
Wickerham&(%vércsoportja (Kurtzman 2011). A nemzetség modellszervezeteként is
ism Y@via lipolytica igen széleskoriien vizsgalt élesztégomba fa;.

&/artalan szaporoddsa multilateralis sarjadzassal torténik. Sejtjei gdmb vagy elipszoid
alaktiak, gyakran megnyultak. Kornyezeti viszonyoktol fiiggéen hifakat hoz létre, amelyek
kozepén helyezkedik el a mikroporussal rendelkez6 szeptum. Anamorf alakja a Candida
lipolytica. A Y. lipolytica erés lipolitikus és proteolitikus-aktivitassal rendelkezik. A
kornyezetében taladlhatd zsirokat, lipideket, fehérjéket szén- és energiaforrasként igen

hatékonyan hasznositja, ami miatt az ¢lelmiszerek romlasat idézi eldé. Groenewald és

munkatarsai (2013) kutatasuk sordn szamos élelmiszermatrixban, mint tejtermékekben
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(sajtok, joghurtok), huskészitményekben, tovabba iiditéitalokban, alkoholos italokban
(borok), gylimolcsokon és zoldségeken, majonézben, salata ontetekben, hiitott és fagyasztott
¢lelmiszerekben is izolaltak. Hazai és nemzetkozi kutatdsok alapjan lathatéva valt, hogy az
emlitett élelmiszerekben igen gyakori €lesztégombafaj. Fleet (2006) tanulmanyaban leirtak
alapjan az élesztéfaj a joghurtok esetén a mikrobiota 15%-at, a hiitott koriillmények kozott
tarolt baromfihus és —belsdségek esetén 39%-at, marhahus esetében pedig akar 69%-at is
kiteheti. A Yarrowia élesztok életképességét emellett kommunalis és ipari szennyvizekben is

kimutattak.

7/ 0
( ,é(g )
o5

\§ .\O,OQ\

10. abra: Yarrowia lipolytica élesztotelepe aptalajon (Plate Count Agar) (baloldal) és
a sejtek mikroszkopikus (1000x nagﬁ@felvétele (jobboldal) (Zinjarde és mtsai. 2014)

{

Kedvezdtlen tulajdonsj '%ére ma mar az élelmiszeriparban, a biotechnoldgiaban

€s mas ipari agazatokban i itjak az anyagcsere-termékeit (Patrignani és mtsai. 2011):
o enzimek (lipaz, pr
o pigmentezﬁr} pjoxidansok (karotinoidok),

(citromsav),

o szer@
o (N oholok (mannit, eritrit),

o @inosavak (lizin)
Y. lipolytica olajos élesztd, ami azt jelenti, hogy sejtjei tobb mint 20%

zsirtartalmuak. A lipideket tobbnyire triacil-gliceridként (TAG) taroljak. Ezen fizioldgiai

az, foszfataz, inulinaz, stb.),

tulajdonsaga teszi 6t kiilonosen érdekessé a lipidszarmazékok eldéllitasaban. A termelés
optimalasa, valamint a genetikailag modositott torzs(ek) lehetdséget adnak a nagy
mennyiségli eikozapentaénsav (EPA) eléallitasara (Portmann és Wilson 1971). Az Eurdpai
Elelmiszerbiztonsagi Hatésag (EFSA) (2019) biztonsdgosnak nyilvanitotta és elfogadta a

lengyel Skotan S. A. vallalat altal fejlesztett Y. lipolytica éleszté biomasszat tartalmazo
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étrend-kiegészitd (3 g/nap 10 éves kor alatt és 6 g/nap fiataloknak ¢és felndtteknek)
kereskedelmi forgalomba hozatalat (Szlics 2019). Az éleszt6faj egyéb alkalmazasi potencidlja
kozott emlithetd a tisztitoszer- és gyodgyszeripar, de akar a kdrnyezetvédelemben (olajos
szennyvizek kezelése) bioremedaciods célokra is hasznosithato.

Az ¢€lesztéfa) Gjszert kutatési teriiletei korében az elmult évek publikacidinak jelentds
része a bioszintézis Utvonalak (metabolit termelést befolyasold tényezdk) részletesebb
feltérképezéséhez, valamint a genetikailag modositott torzsek fejlesztéséhez (expresszids
rendszerek) kapcsolodott (Zhu és Jackson 2015). Az ipari agazatok szerves sav irdnfiyl e
egyre nagyobb mértékben né. A Y. lipolytica kivaloan hasznosithatd gazdasagila ¢kes
szerves savak: piroszOlésav, citrat-kor intermedierjei (citromsav, i@r sav, o-
ketoglutarsav, borostyankésav) termelésére (Gaillardin és mtsai. 2000).

A'Y. lipolytica ipari alkalmazasanak uttoréje a British Petrole volt. 1957-ben
kezdett el a kivalé mindségli fehérje, ugynevezett ,,single cell'pgo (SCP), egysejtfehérje-
eldallitas tertiletén tevékenykedni annak érdekében, ho &VGI(V(’)' népesség szamara
elegendd tapanyagkészletet biztositson. Az ezt kév%%e’kben kezdték el a Candida
lipolytica-t és a C. tropicalis-t e teriileten alkalm;jui;.t%rdinién épitettek egy évi 100.000
tonna termelésére alkalmas {izemet, azonbav@ bizonyitott biztonsagossaga ellenére az
olasz hatésdgok megtagadtdk az engedélye . E kudarc és a nyersanyagok aranak
nagymértékii emelkedése miatt a BRA ontott, hogy SCP termékeit human élelmezésre
as l%[Ok

valo alkalmazisa helyett takarmanyozéasara fejleszti tovabb, ehhez

kapcsolodoan kiemelkedd sza

mtsai. 2013).
2009-t61 a ICW Skotan SA vallalat termel Europaban Y. lipolytica biomasszat

takarmany¢lesztg (@31() hasznalat céljabol (1200 tonna/év) (Rywinska és mtsai. 2013).
Mi\%@g munkatarsai (2012) tanulmanyabol kideriil, hogy a Y. lipolytica még az

kalmazott ~ Aspergillus  niger-nél is hatékonyabban alkalmazhato

mértékll biztonsagi vizsgélatot végzett (Groenewald és

altalano

avtermelésre. A citromsav termeléséhez magas citrat-szintaz-aktivitas (CS) és mas
trikarbonsav-ciklus (TCA) enzimek alacsony aktivitasa sziikséges, hogy elkeriilhet6 legyen a
citromsav tovabbi metabolizmusa a cikluson keresztiil (Finogenova és mtsai 2002,
Kamzolova ¢és mtsai 2011). A citromsav bioszintézise emellett egy olyan folyamat, ami csak
kozvetett modon kapcsolodik a novekedési szakaszhoz, ezért sziikséges a novekedés és a

szintézis idOben vagy térben torténd szétvalasztasa (Elmer és Gaden 1959).
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Ezen kiviil egyéb szerves savak termelésére is kivaloan alkalmas, példaul
izocitromsav, o-ketoglutarsav, pirosz6l6sav, borostyankdsav és ecetsav termelésére is (Zhou
¢s mtsai. 2012).

A'Y. lipolytica-t mannit-, eritrit- és arabinit termelésére is alkalmazzak (Tomaszewska
¢és mtsai. 2012). A Y. lipolytica-val termeltetett eritritet felhasznaljak élelmiszeradalékként,
édesitoszerként, izfokozoként, nedvesitOszerként, stabilizatorként, siiritdanyagként,
kelatképzoként és allomanyjavitoként (Groenewald és mtsai. 2013).

Mivel a Y. lipolytica nagy mennyiségii lipidet képes felhalmozni sejten
ugynevezett lipidtestekben, igy a kutatdsok mar lipofil komponensek tultenpj?%re is
iranyultak. A linolénsav a legf6bb Y. lipolytica-val termeltetett tobbszordsen n zsirsav,

de a génsebészet segitségével fejleszthetdk olyan rekombinans torzsek Is%yek tultermelik

példaul az eikozapentaénsavat (EPA), dokozahexaénsavat, arac
linolénsavat vagy a y-linolénsavat is (Zhang és mtsai. 2012).

A Y. lipolytica-t alkalmazzak karotinoidok terme eé is, amit élelmiszerek és
takarmanyok természetes szinezOanyagaként és stab'%?ént hasznalnak fel (Bailey és
mtsai. 2008; Sharpe és mtsai. 2008). P&‘

Szintén hasznalhato aromavegyﬁlet%'/l]m/:l 3-hydroxy-y-dekalakton, 2-feniletil
acetat ¢és y-dekalakton el6éllitéséra,‘ utobbi jellegzetes barackize van (Bialecka-
Florjanczyk és mtsai. 2012).

A Y. lipolytica alkalmas t€r, &és ipari fehérjék és enzimek termelésére is. LIP2

t, konjugalt

lipaza az exokrin hasnyalmiri cgtelenség terdpids anyagaként szolgalhat (Turki és mtsai.

2010). Hasznaljak lizosz

alis tarolasi betegségek kezelésénél hasznalhatd enzimek
termelésére (Geysens&\/ervecken 2011) és gyodgyszerek koltséghatékony gyartasaban
hasznalatos ep 6 lazok termelésére is (Botes és mtsai. 2007).

&O
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4  EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

4.1 Tapkozeg osszetétel hatasa

4.1.1 Szénforras

A szénhidratok korében tobbnyire konnyen hasznosithato cukrokat, mint gliikozt,
fruktozt, szacharozt, valamint Osszetettebb agro-ipari melléktermékeket/hulladékokat, mint

melaszt, buzakorpat, kukoricacsutkat, sét akar tropusi gylimolcs6k maradvanyai

banan, szoja és anandsz) hasznositanak a Y. lipolytica citromsavtermelésének ta
soran. A technologia koltségeinek szempontjabol kritikus tényezé az ala Jellege és
amennyiben az alapanyag természete igényli, gy az elkezelés kivitele pQ;lelasz kivalo
szénforrés, szachar6z tartalma mintegy negyven szdzalék és nitrogé a is elegendd.
Gondot jelentenek azonban az altalaban jelentés mennyiségi, u@pa termesztése soran a
talajbol folvett fémionok, mint a vas, a mangan ¢és a cink jo A szénhidratban (celluloz,
hemicellul6z) gazdag agro-ipari ndvényi marad@ komplex tapanyagforrasként
S

lehetdséget kindlnak a mikrobidlis citomsavterr?ztf/‘

mennyiségben €s viszonylag olcsébban térté%h Oségére.
Az 11. ébra Osszefoglalja azok‘it a szénforrasokat (celluldz, szennyviz, keményito,

tejsavo, etanol, olajok, glicerin, g% amelyeket a leginkabb hasznaltak citromsav

tekintettel ezen anyagok bdséges

7

elballitasahoz a Y. lipolytica e tég@; énforras tipusa és mennyisége is jelentés mértékben
befolyasolhatja a citromsav h , a termelékenységet és a citromsav/izocitromsav aranyt

is (Fickers és mtsai. 2.005).
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Yarrowia lipolyticdval torténé citromsavtermeléssel
kapcsolatos publikacidk szama a szénforras tikrében

Glikoz | ——
Glicerin (nyers) [IEE—

Olajok |G
~l.li
g Etanol [
L
c . /
@ Tejsavo [l
wv
Keményits [N
Szennyviz [N
Celluloz [N
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Publikaciék szama
11. abra: AY. lipolytica-val torténd citroms éssel kapcsolatos publikaciok
szdma ¢és szénforrasainak tipusai azel évtizedbdl. (Liu és mtsai. 2014)

Kedvezé termelési profilt eziflgig az® olajok, alkoholok, glikoz, glikoz-hidrol,

keményit6 €s cellul(')z-hidrolizétuino z, invertcukor-keverékek vagy akar az agroipari

ésé@di. 2014).

a Y. lipolytica NBRC 1658 és a Y. lipolytica 57 torzs

szennyvizek esetén irtak le (Li

Yalcina és munkatar

citromsav termelési profiljatvhasonlitottak Ossze gliikkoz taptalajon. A Y. lipolytica 57 torzs

nagy citromsav hoz@redményezett.

Az alab Q tablazat néhany vad tipust és mutans Y. lipolytica torzs
1

citromsavt%

nek eredményeit szemlélteti kiillonb6z6 szénforrasokon.
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1. tablazat. A citromsav termelékenység és a citromsav/izocitromsav arany alakulasa

173

kiilonb6z6 szénforrasokon (Cavallo és mtsai 2017)

2
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4.1.2 Nitrogénforras

A'Y. lipolytica egyforman jol hasznositja a szervetlen és a szerves nitrogénforrasokat:
az ammonium ¢€s a nitrat sokat, a karbamidot, a melasz nitrogén tartalma vegylileteit. A
nitrogén limitacid hatdsdra az izocitromsav-szintézis csOkkenthetd. A  szabalyozé
mechanizmusoknal mar emlitésre keriilt, hogy az NH4" ionok korlatozott jelenléte noveli a
foszfo-fruktokinaz aktivitast, ezzel serkenti a sejtek novekedését ¢és fokozza a
citromsavtermelést. Az anyagcsere soran az ammonia elfogyasztasaval a kozeg savan&(?i:(,

ami fokozza a citromsavképzodést, mig a pigment és nyalkaképzddés csokken. EttW b

a termék és egyszer(ibb a feldolgozas (Kavscek és mtsai. 2015). /‘)

4.1.3 Foszforforras X
Az oldhat¢ foszfatok a foszfo-fruktokinaz deregulalasat eredmg ik, ezaltal beinditjak a

glikolizist és eldsegitik a citromsav és oxalsav képzddést (13. § Mostafa és mtsai. 2012).

S 100 !
E‘n 90 - s Citromesy | — | Fehg?ﬂll:oim: — L i
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a — [
.ﬁ 30 - =
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A & & &

Foszforforras

13. abra: A foszforkoncentracio hatasa a citromsavtermelésre

(Mostafa és mtsai 2012)
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4.1.4 Nyomelemek

A vas, a mangan és a cink ionoknak szabalyozo6 hatast fejtenek ki a morfologiara és a
citromsavtermelésre is (Kumar és mtsai. 2021)

Finogenova és munkatarsai (2002) arrdél szamoltak be, hogy az alacsony
vaskontcentracié az izocitromsav képzOdését, tovabba lassu sejtbiomassza novekedést, és
piruvat-karboxilaz aktivitas csokkenését eredményezte. Mig, ha nagy koncentracioban
biztositott a vas jelenléte, ugy mivel az az akonitaz enzim kofaktora is, az a citromsav tovabb
alakulasat fokozza. Az optimalis koncentracié a szaporodasi szakaszban ~2000 p /ITter,
késObb, a savtermeld szakaszban viszont csak 50-200 pg/l. A melasz szénforra cben a

vastartalmat ioncserével csokkentik. Menet kozben a vasionokat K-ferrociar@)zzéadéséval

lehet megkotni, komplex forméaban pedig konnyen eltavolithato a r&v ¢l. Morgunov és

munkatarsai (2018) kisérleteik soran arr6l szamoltak be, hogy az 4 178galt Y. lipolytica

intenziv citromsavtermeléséhez nagy mennyiségii (2,0 — 2,5 ntracellularis vasra volt
sziikség. Azonban, ha a sejten belil a Vasfrakcié%e' 7,0 mg/g értéket, Ggy a
citromsavtermelés teljesen gatolt volt.

Yalcina és munkatarsai (2009) tanulma organ a Y. lipolytica K57 torzs esetében a
citromsavtermelés fermentacios kézeghez a nk so6tol nétt, nagyobb termelékenységet
0.008 g/liter cink-koncentraciénal érték €

A fémion koncentracio Szgm ol fontos a bioreaktor anyaga is. Ha a fermentor
@1 késziil, akkor a sav hatasara vas és mas fémionok

nem jO mindségli rozsdamen

oldodnak ki (Yalcina és

A tapkozeg hatasandle Osszegzéseként az alabbi tibldzat az egyes komponensek

hatarértékeit és hat anyat szemlélteti a Y. lipolytica citromsavtermelésére vonatkozoan

(2. tablaza‘f)\o
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2. tablazat. Tapkozeg egyes komponenseinek hatasa (Soccol és mtsai. 2006)

Tényez0 neve Pozitiv hatds Szint Negativ hatds
Szachar6z Keményitd
Glikkoz Xiloz
Szénforras Fruktoz 14-22% Arabindz
Galaktoz X SZO,Tb,,[t
Pirosz6l0sav
Foszforforras Kalum-dihidrogén-foszfat (023_055183/“_)
Ammonium-nitrat (bv
Nitrogénforrés Pepto_nszulﬁt 25%alatt | Magas koéi‘}“"iék
1-4,0 g/lL i 1é
AT E— (0,1-4,0 g/lL) (blom@t tmelés)
Karbamid
Cink alacson
Nyomelemek Réz y
— (0,02-0,
Magnézium-foszfat
Metanol A %
Alacsonyabb rendli Etanol
n-propanol -4%
alkoholok 7
Izopropanol A
Metil-acetat
Olajok és zsirok q ~ | 0,053%
Feso@ 0,01-0,1 g/L
: - 9H,0 0,001-0,02 g/L
Ionok és asvanyi sok
-4 H,0 0,005-0,05 g/L
A==ZnS0, - 7 H,0 0,002-0,008 g/L

&gye egyiiletek

Y Kalcium-fluorid

Kalum-ferrocianid

(bx Natrium- fluorid

Kwvaterner ammonium

vegyliletek

Kalium

3-hidroxi-2-naftoinsav

4-metil-umbelliferon

Benzoesav

2-naftoinsav

Vas-cianid

EDTA

Vermikulit

H20,

Amin-oxidok
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4.2 Homérséklet

A Yarrowia lipolytica altalaban 32—34°C kozott képes ndvekedni (Nicaud 2012), de az
optimalis homérséklet 26°C és 30°C kozott van (Cavallo és mtsai 2017). Ez a homérséklet
azonban nem feltétleniil azonos a metabolitok termelésének optimalis novekedési
hémérsékletével (Bozdemir €s Ozbas 2010).

A hémérsékletet jellemzden 28-33 °C tartomanyban szabalyozzak, e folott az

képzddése no, alacsonyabb héfokon pedig lelassul a folyamat. Moeller és munkati 07)

megfigyelték, hogy a Y. lipolytica H222 térzs a 30°C és 34 °C kozot anyban
kedvezObben novekedett, mig a citromsav-termelésnek a 30 °C Hasonl6
eredményeket figyelt meg Yalcin, Bozdemir és Ozbas (2010) is. és munkatarsai

megfigyelhetd volt gliikoz tartalmu szubmerz rendszerben

(2002) kisérletei soran a Y. lipolytica N1 novekedése és Cltror? V‘1 ¢se még 35 °C-on is

4.3 Kémhatas /‘;b

Egyéb kornyezeti tényezo, amelyet‘ szabal\Qni kell a citromsav termelése sordn, az a
fermentacios rendszer kemhatasana& lasa. Az élesztdk esetében az optimalis pH-
0

tartomany magasabb, mint a fOtIQ mbaknal (pH=2-3). Ennek magyarazata, hogy a
pH=4,5 alatti értékek befolyasqMhatjdk az élesztésejt membranjanak permeabilitasat, ami mind

a szubsztratum, mind a alacsony transzportjat eredményezi (Morgunov és mtsai.
o

2013). Zhang és muMmkatarsai (2018) kisérleteik soran szintén megerdsitették, hogy Y.

lipolytica W29 tértén a pH szabalyozasaval a citromsav és a lipidtermelés fokozhatd. A

pH tehat - a vad tipust torzsek esetén - nagy hatassal van a citromsav/izocitromsav

aranyra.

gklrodalmak alapjan a Y. lipolytica optimalis pH-tartomanya 4,5-7 kozott talalhato
(Moeller és mtsai. 2007, Morgunov, Kamzolova és Lunina 2013). Kamzolova és munkatarsai
(2008) a tapkozeg kémhatasanak vizsgalata soran megallapitottak, hogy a pH szabalyozas
serkentette a citromsav transzportjat a sejtmembranon keresztil, mig az izocitromsav
transzportja mar pH-fiiggetlennek bizonyult. Esetiikben a Y. lipolytica VKM Y-A 2373 torzs
megkdzelitdleg egyenld aranyban termelt citromsavat és izocitromsavat pH=4,5 értéken, mig
pH=6 értéken tilnyomorészt izocitromsav keletkezett. Finogenova és munkatarsai (2000)

altal végzett kisérlet soran a Y. lipolytica NBRC 1658 és Y. lipolytica K57 torzs citromsav-
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termelését pH=4,2 — 8,5-0s tartomanyban kovették nyomon, majd megallapitottdk, hogy a
citromsav-termelésnek a pH=5.2 — 7.0 tartomany, a 30 °C és 2 g/L. NH4Cl jelenlét kedvezett.

4.4  Levegoztetés és oxigénigény

A Y. lipolytica oxigén igénye nem nagy, de nagyon érzékeny az oldott oxigén szint
csokkenésére. Ha csak atmenetileg, de néhany percre az oldott oxigén koncentraci6: 20-30
relativ % ala csokken, akkor a citromsavtermelés lelassul és megall. A levegdztetés n('%se
utdn az anyagcsere, a sejtek novekedése ujraindul, de a citromsavtermelés nem, \%psak
nagyon kis sebességgel (Pécs és mtsai. 2011). /‘)

A tal nagy aramlasi sebesség hatdsira csokkenhet az anapleroti@reakciékhoz
sziikséges szén-dioxid szint, masrészt erés parolgast idézhet elé%t a kevertetett
reaktorokban 0,5-1 liter/perc arammal taplaljak be, de tiszta oxigé atasara is lehetGség

van. A termelési folyamat elején kevesebb levegé is elegendd azonban novelni kell a

levegéztetés mértékét. Az oxigén bevitelét jele efolyasolja termeld torzs

oxigénigénye, a hdmérseklet, a nyomas és a tapanyag @S ele is.

A Y. lipolytica szigoruan aerob élesztd,{ezént a levegdztetés alapveté fontossagh

tényez6. Az elégtelen oxigénellatds a CS mikodésképtelenségéhez vezethet, igy

kozvetleniil befolyasolja a citromsav sz‘@’ist (Il’chenko és mtsai. 2002, Rywinska és mtsai.

2012). q &

Tobb publikacio szerzdj g@itiv hatassal szamolt be arrdl, hogy az oldott oxigén

nagyobb mennyisége a szintézisnek kedvez, az izocitromsav szintézist pedig

csokkenti (Okoshi ésemtsai. 3987, Rywinska és mtsai. 2012). A citromsavtermelési optimum
az 50-80%-os telit Ntartoményon beliil bizonyult kedvezének (Morgunov, Kamzolova és
Lunina 2013). é‘Awben kevertetett és levegOztetett reaktorban valosul meg a citromsav-
termelés, 0 evertetés sebessége is hatassal van az oldott oxigén szintre. A magasabb
for tsém inditott kevertetés a levegdbuborékok rdévidebb tartozkodasi idejét
eredm@pyezi a fermentacios rendszerben, ami a termelés csokkenéséhez vezet (Makri, Fakas

és Aggelis 2010).

45 Kiilonbozo fermentacios technologiak

A fermentacios technologiakat tekintve a rataplalasos (feed-batch) és az ismételt inokulum
leoltas (repeat-batch) bizonyulnak igéretesebb lehetdségeknek a termelékenység novelésének

szempontjabol. Arzumanov ¢és munkatarsai (2000) altal végzett kisérletsorozatban a Y.
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lipolytica VKM Y-2373 torzs citromsavtermelését kovették nyomon szakaszos technika
esetén. Az inokulum ismétldd6 rataplalasa soran a tapkdzegbdl az élesztésejteket
1dokozonként eltavolitottak (24, 48 és 72 oras ciklusokban) és friss inokulummal (20, 50 és 80
%) azt ismételten leoltottak. A technika jobb eredményeket mutatott, mint 6nmagaban a
szakaszos fermentacid, és a citromsav hozamot is sikeresen novelte. A termelés soran a
citromsav hozam korilbeliill 10%-kal volt magasabb. A rendszer 32 napon at megtartotta

miikodoképességét. Kedvezdbb citromsav hozamot a 72 dranként, 50-80 % inokulum leoltasi

rata mutatott, ez esetben a citromsav koncentracio elérte a 105 g/liter értéket.
%ltlca

A folyamatos citromsav termelés optimalasat szilard hordozohoz rogzite

esetén tobbek kozott glikkoz szubsztratumon is nyomon kovették (Kautol sai. 1991,
Rane és Sims 1995). Ekkor ugyan nagyobb citromsav koncentréc%

¢lesztOsejtek életképességének és aktivitdsdnak hosszabb tadvon torténd

etdé el, de az
ntartasa nehéz.
Arzumanov és tarsai (2000) emellett arra is ramutattak, folytonos rendszerek
id6tartama az alapanyagtol is fiigg, igy példaul az etanglo t&)’ gyorsabb iitemben zajlik
le, mint gliik6zon. %’

Carsanba és munkatarsai (2019) a vad t1 |polyt|ca torzsek korében jelenleg
magasabb citromsav-termelést a K57 torzs el Jelenleg azonban nincs masik vad
tipust Y. lipolytica torzs, amely elérte Vqlna a citromsavra jellemz6 72,12 g/liter koncentraciot
¢s a 0,77 g/g hozamot gliik6z szubs jelenlétében, szakaszos fermentacid soran. A Y.
lipolytica K57 torzs akar nag "Ze&)

tartalmt ndvényi maradvanyo

msavtermelésre is alkalmas lehet magas szénhidrat

A citromsav/izocitr sav szintézis szabalyozasdnak masik lehetséges iranyvonala a
mutans Yarrowia tor alkalmazasa. Mind az akonit-hidrataz (AH) gének megszakitasa,
mind az 1zoc1t:t- (IL) tultermelése az izocitromsav szintézis csokkenésé¢hez és a

citromsav ckedéséhez vezethet (Forster és mtsai. 2007).
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5 (OSSZEFOGLALAS

A gyodgyszer-, élelmiszer- és vegyipar széles korben alkalmazza a citromsavat, mivel
biztonsagos anyagként ismerik el, emellett kellemesen savas izli, magas a vizoldhatosaga,
valamint egyebek mellett jo kelatképzo és pufferképzé képességgel rendelkezik. A citromsav
sz¢les felhasznalasi skalaja és az uj, feltorekvd alkalmazasai indokoltta teszik a globalis
termelésének éves novekedését, ezaltal a mikrobidlis kutatasi (és ipari) teriilet folyfonos

fejlédést igényel, hogy kielégitse a folyamatosan novekvd keresletet. (b

Bar a jol bevalt technologia 4talakitdsa (a penészgombdkkal torté /lénelésbél
atalakulni az élesztdgombakkal torténd termelésre) jelentdés beruhdza r@jéma, de az
eréfeszités kompenzalhato, ha a citromsav termelése egy biofinomito %t részévé valik,
amelyben az enzimeket, az egysejtli fehérjéket és az egysejtii Olaj gyidejiileg allitjak elo,
igy a folyamat jovedelmezdbb és kornyezetbaratabb lenne és mtsai 2017). Es mig az
Aspergillus niger, mint legfébb ipari citromsavtermel'ﬁg%gé névényi- és emberi patogén
(kérokozo), addig a Yarrowia lipolytica megkapta (aﬂ mindsitést (Generally Recognized

as Safe = 4altalanossagban elismerten biztonsggo

Az A. niger és a Y. lipolytica W moédon termelik a citromsavat, valamint ipari
nb

felhasznalasukban, alkalmazasukban &9 ségek mutatkoznak:

Metabolizmus: Az A. n oxidativ trikarbonsav (TCA) cikluson keresztiil termeli

a citromsavat, mig a Y. lip a glioxilat- és a trikarbonsav (TCA) ciklusokon keresztiil.
o

Szubsztratu MZnéléS: Az A. niger a szénforrasok széles skalajat fel tudja

hasznalni, beleg gliikozt, szacharozt, valamint a melaszt a citromsav eléallitdsdhoz, a Y.

lipolytica vi a cukrokon kiviil zsirsavakat, szénhidrogéneket és glicerint is képes
haszfiosi Ezen szubsztratumok alkalmazasakor a citromsav hozam elérheti a 140 g/L

mennyiséget is. (Yuzbasheva és mtsai. 2021)

Ipari alkalmazasuk: Az iparban a legelterjedtebb citromsavtermelé az A. niger,
felhasznaljak az élelmiszeriparban, a gyogyszeriparban, valamint a tisztitoszerek gyartasahoz
is. Ezzel szemben a Y. lipolytica potencialisan alkalmazhatd biolizemanyagok és mas egyéb

biotermékek eldallitasara.
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A Y. lipolytica optimalis novekedési homérséklete 34 °C alatt van ¢és
nagymennyiségben képes tobbek kozott citromsavat, izocitromsavat és a-ketoglutarsavat
termelni, illetve meglehetdsen tolerans az alacsony pH-értékkel szemben (a ndvekedéshez €s
citromsavtermelés maximalizalasdhoz optimalis kémhatds a 4,5-7 pH-értéktartomanyban
helyezkedik el). Egy ipari, folyamatos technolédgiai folyamat megvaldsitasa azonban a mai
napig nehézségekbe iitkozik. Mivel azon higitasi aranyokkal, ahol a Y. lipolytica kultara
maximalis fajlagos termelékenységgel rendelkezik, ott lehetetlen kinyerni elég magas

termékkoncentraciot a kozegbdl (Arzumanov és mtsai 2000).

A publikéciok attekintése azt bizonyitja, hogy a kutatok nagy erdfeszitéseket tettek
annak érdekében, hogy a citromsavtermeléshez felhaszndlt draga nyers kat olcsobb
szubsztratumokkal helyettesitsék. Ez kiilonds modon a Y. Iipolyticag )79 torzseire igaz,

hiszen a Yarrowia képes citromsavat termelni példaul mezdga: melléktermékekbdl

vagy maradvanyokat is felhaszndlhat a hatékony termelés . glicerint vagy ndvényi

olajokat). A termelékenységet fokozhatja a taptalaj © ¢ is, viszont a szubsztratum

kivalasztasa mellett feliigyelni kell a kornyezeti ctereket is (pl. homérséklet és

kémhatas) (Cavallo és mtsai. 2017).
Annak ellenére, hogy a citromsa( nagﬁni eloallitasa tovabbra is foként A. nigerrel

torténik, a Y. lipolytica egy lenyﬁgi')zﬁ’g6 tiva lehet az ipar szamara, koszonhetéen annak,
hogy a fonalasgombakhoz képest k0 b a tenyészthetdsége, magasabb a termelékenysége,

a felhasznalt szubsztratum

vonatkoz6 mindségi kovetelmények alacsonyabbak

(gazdasagosabbak), valami . lipolytica egysejtiiségébdl adodoan kdnnyebb a torzsképzés
o

lehetdsége. Ezen poZitiv tényezOk mind hozzdjarulnak ahhoz, hogy az élesztokkel

(ktilonoskeéppen i owia lipolyticaval) torténd citromsavgyartds az ipar szamara egy

kedvez6 al% egyen.
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