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1. Bevezetés

A biotechnoldgia a biokémianak, a mikrobiologianek a niszaki tudoméanyoknak az
integralt felhasznaldsa annak érdekében, hogy adléngkeknek (jelleméen
mikroorganizmusoknak), valamely képességét iparmeééesi célokra alkalmazzuk. A
biotechnolégia egy interdiszciplinaris alkalmazatiomany, ahol a biomérndk feladata, hogy
a biotechnoldgiai eljardsokat a valésagban, tefrperi 1éptékben ritkodtetni tudja. Ez azt
jelenti, hogy a laboratériumi folyamatok Iéptéknlisgt meg kell oldani, az ipari terriel
technoldgiakat meg kell tervezni és meg kell vaddsj és a mar kodé technologiakat
optimalis szinten Uzemeltetni kell. A fermentor eglyan specialisan kialakitott reaktor,
amelyben & anyagok (baktériumok, sugargombak, penészgomlsiktleg ndvényi vagy
allati, emberi sejtek) alkalmazasaval téttéalyamatokat végziink, tanulmanyozunk bennik.
A fermentacios technika ebben aéadlitasi folyamatban nagyon fontos helyet foglalreért
a hasznos munkara fogott sejteket, sejtalkotokarineeket edallitia és segitségikkel
véghezviszi a termék &llitasat.

Egy piacképes termék &llitdsat a biotechnolégidban hosszu laboratorikisérletek
elézik meg, mely soran az alkalmazott mikroorganizniuzsfejlesztésen esik at az adott
termeék tdltermeltetésének érdekében. Auzdtt cél megvalositdsahoz az alkalmazott
mikrobara, annak kivalasztott anyagcsere utvonaldpamalizalt kornyezet |étrehozasa
nagy volumenben udgynevezett ipari léptékben is mlégithatd. Az esetek tobbségében
termebi léptékben nem lehet biztositani a laboratoriuniséletek soran optimalizalt
paramétereket. igy szikséges egy koztes optimadizdEpés, mely soran a kisérleti
eredményeket viszonylag kis koltséggel, de marmadbi kortilményekhez hasonlé médon
megvalosithatd. Ezt nevezik a biotechnoldgiabaiize&hi |éptéknek. Ez e Iépték az B0-t
1000 literes térfogatu bioreaktorok alkalmazadéanje

E jegyzet a biomérndk hallgatok szamara készillyme& segitségével betekintést
nyerhetnek a félizemi Iéptékben alkalmazott fermmht jellemz tulajdonsagaiba,
felépitésébe és hasznalatdba. A szak elvégzésebikgéges felizemi gyakorlat teljesitése
soran a hallgaték szembesiilnek a feladatok elvégeeskapcsolédd problémakkal, melyeket
a jegyzet mind elméleti, mind gyakorlati oldalrélegktzelit és magyaraz. A fermentor
mikodtetéséhez elengedhetetlen folyamatiranyité mmrdelhasznaldi szifithasznalatahoz
és a fermentacios folyamatok kiértékeléséhez idtssmget nyujt. Tovabba a hallgatok
megismerkedhetnek a léptéknévelés legfontosablikusit paraméterivel, melyeknek a

félizemi I1éptékben tort&noptimalizalasa elengedhetetlen a tényleges tesingy@korlatban.
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Szamolasi feladatok levezetésével szemlélteti gyyjellema tulajdonsag valtozasat a
léptéknovelés soran. A példakban vett szamolasaly mésze nem a gyakorlatbdl vett
adatokat haszndlja fel, hanem a probléma megédgsstijtanak kiindulasi adatokat.



2. Félizemi fermentor

Egy féluzemi fermentor létesitésének célja, hogy feamentécidos technologiak
alkalmazaséaval hatbanyagokat, fermentlevet és ezpgitt biomasszat allitsonéeimelynek
soran a technoldgia optimalizalasa, fejlesztéseenide és tovabbi kisérletekhez kiindulasi
anyagot biztositson. Ebben a Iéptékben az optia@bzidejét le lehet roviditeni, igy olcsén
és hatékonyan vizsgalhaté a technolégia hatasfakemegléw technolégiak és termékek
esetén azok olcsobban vizsgélhatok léptékcsokkeritdscale-down). Tovabba alkalmas
fermentlé biztositasara a kovetkerechnolOgiai Iépések fejlesztéséhez, kis menntiség
termeék eballitdsara. A fermentlé hatékonyabb feldolgozaséimgliesztéséhez szolgaltathat
megfeleb mennyiséfi alapanyagot. Alkalmas a vegyipari, biotechnol6dialyamatok,
eszkdzOk iranyitastechnikai rendszerek magas isdemutatasara, oktatdsarara. Szikség

esetén adagol¢ tartalyokkeént is funkcionalhatnak.

2.1.Fermentorral szemben tamasztott kdvetelmények
Annak érdekében, hogy egy fermentor megéeld@rilményeket biztositson a folyamatok és
az adott termék képdésenek legmagasabb kihozatalahoz, szamos altakinésumnak
meg kell felelnie. Az alkalmazott mikroorganizmusomokultiraban kell jelen lennie a
tenyészkozegben, tehat a taptalajnak és a mikrbéévakes kozegeknek sterilnek, illetve
sterilen tarthatonak kell lennie. E két kritériurhbkovetkezik, hogy a fermentornak
nyomasallo edénynek kell lenni, hiszen a sterildééska 121 °C, amihez 1,1 bar tulnyomast
kell biztositani. A talnyomas biztositasa a késkiggh a sterilen tarthatosagnak is az egyik
velejardja. A hasznos mikroba bejuttatasanak t#ésteril korilmények kdzott az alapvet
kritériumok kozé soroljuk. Ha sullyesztett, folyéko fermentaciét hajtunk végre a
folyadéknak homogénnek kell lennie, ami azt jelelntigy minden iépillanatban biztositva
legyenek az azonos koriulmények a folyadék mindgresgontjan. Ennek a kritériumnak a
megvaldsitdsahoz sziikséges a tokéletes kevertetddkroorganizmus szamara a névekedést
és termelést 8beqgit paraméterek szabalyozhatésaga aldpfedtétel. Ezek a paraméterek a
kovetkedek:
(1) Homeérseklet mérése és szabalyozasa. A szabalyozésahet bels hécserébn keresztil
es/vagy kuls hécserébvel (duplikalt fald fermentorok).
(2) Aerob fermentaciok soran steril leveogejuttatasanak mérése és szabalyozasa.
(3) A bel$) nyomas szabalyozhatésaga.
(4) Kevertetés szabalyozasa

(5) A fermentor toltottségének detektalasa.
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(6) A pH mérése és szabalyozasa
(7) Megfeleb oldott oxigén szint biztositdsa aerob fermentéeigdtén.
Ezeken tul tudnunk kell oldatokat (szénforras,agénforras, habzasgatld, sav- és lugoldatok)

kozvetlendl vagy perisztaltikus pumpaval bejuttattiel$ térbe.

2.2.Féluzemi (150L-es) fermentor felépitése

2.2.1. Fermentortest anyaga, részei

A fermentor laboratoriumi léptékben altalaban Uvgddeszil, melynek legbb ebnye a
tisztithatosag és a kénnyen kezebséy. Az liveg egy megleldsen inert anyag, az etib
valé szennyamések kioldédasa, korr6zié nem jelleinZs a fonalas gombéakra jelletnz
kitapadas is elkerllh&talkalmazasukkor. Viszont nagyobb [éptékben (2@letf) mar nem
taldlkozunk Uvegfald fermentorokkal. Ennek oka dacsony nyomas ellenallosag és a
torekenység, igy e volumen felett minden esetbenbdé készilt fermentorokkal kell
dolgoznunk.

A fémfermentorok anyaga rozsdamentes acél, melp%-han tartalmaz krémot a
korrdzié ellen. Kristalyszerkezete ausztenites,aoélyben a stabilizatorok a mangan, nikkel
eés szén. Szamosdoéehyel bir a biotechnoldgiai folyamatok soran azlabgen jellegi
kiképezése: & és korrézidallo, konnyen megmunkalhatd, nem mseriest és tartos.

A biotechnoldgidban kiemelt fontossagu a fermerels; feliletének fellletkezelése. A
mikroorganizmusok a novekedésik soran megtapadhadamaérdes acélfelileten és az
anyagatadasi tényék (héatadas, oxigén abszorpcid, tdpanyag, pH) romlaskeaiinek
hatranyos helyzetbe, tovdbbd a bioreaktorok tiegttisdgat is nehezitik. Egy felllet
érdességét Ra és RMS értekekkel jellemzik, melyioeedktorok esetében 0 am-t kell
elérni. Ez altaldban mechanikai fellletkezelésagl\elektropolirozassal oldhaté meg.

A fermentorok nem hermetikusan zart berendezéseklleésztések (fedél, bemenetek,
szondék, forgd elemek) tokéletes zardsahoz hotrazmak a tomitések, mely az abszolat
steriliths és a kornyezet védelme érdekében eldmgeitenek. A tomitések ell@rzését
nyomasteszttel lehet megvizsgalni, melyet talnyomdallett a berendezések eresztéset
figyeljuk. Tomités teszt soran a reaktort vizzetji fel és nyomas hatasara vizsgaljuk a
szivargast. A tomitéseket szivargasi fokkal jellehedjik és a 0,05 g/h/m alatti érték
tekinthed jo tomitésnek. A forgd részek tomitését — a fetorek esetén a kew@engely
tomitését- a tdmszelence latja el. Az all6 részekitesére lapos tdomités (ablak) vagy O

gyiras tdmitést (szondak) alkalmaznak.



A Debreceni Egyetem kisérleti izemének fermentdeidsratériumaban egy 150 liter
teljes/100 liter hasznos térfogatu fermentor ta@hmely aerob fermentacidk végrehajtaséra
alkalmas (1. kép). A fermentortest nyomas- és saw@telbol készult és kék fal (un.
duplikator) veszi korul. A kevér megfeleb, steril csatlakozasat egy duplacsuszibgy
tomszelence (Double Mechanical Seal, DMS) biztasitA fermentoron kialakitott
sterilezhet cHvezeték szakaszokon lehet anyagokat ki- és bejutfdatch (szakaszos) és
fed-batch (rataplalasos) fermentaciés technoldgdink alkalmazni a készllékkel.

1. kép Debreceni Egyetem Kisérleti izemének 150 litezeméntora

2.2.2. Tébmszelence
A keveitengely steril csatlakozéaséat a fermentorhoz a tétasee segitségével oldjak meg.
Kiemelt fontossagu a sterilitds szempontjabol, nmemn egy statikus eleir hanem egy
mozgo alkatrész, a kevigengely tomitését oldja meg. Tobb tipusi tomszeétehasznalnak a
fermentacios iparban. Van nyomas émlld szimeringekkel tomit dupla csuszodiyiis
tomszelence |édtiéses zardfolyadék tartallyal, illetve vizéses zarofolyadék tartallyal. A
Debreceni Egyetem kisérleti Gzemében dupla csufirdgytomszelence van viitéses
zarofolyadék tartallyal (2. kép). A zaréfolyadélattechnoldgiai §zbdl bekondenzalt viz,
nyomasat a technologiaiégpél szarmazé nyomas adja. A kondenzviz a tdmszelence

csuszogyriinek kenését is biztositja. Modés kozben allandé nyomas alatt kell lennie a



sterilitds érdekében, tovabba az élettartamat ikkemnti az esetleges nyomasesés. Nem
minden esetben kell végrehajtani a tomszelencdeztését, csak nagy leallasok (nyéri, téli),

fertozott fermentacio, illetve a tdmszelencét is éikarbantartas utan. Ha kilonésen nagy
terhelés éri a fermentacié kézben a tdmszelened@splt Ujrasterilezni. A tul gyakori

sterilezés viszont csokkenti a tdomszelence élattaat.

2. képTomszelence a zaréfolyadék tartallyal és a motor

2.2.3. Hajtas
A fermentacios ipar a keuermeghajtasdhoz aszinkron elektromos motorokat rakkal
melyre valtakozé frekvenciaju elektromos aramot deanak. Az aszinkron motorokra
rakapcsolt haldzati fesziltség a motor allérészgy szinkron fordulatszammal forgd
magneses mégalakit ki. A med percenkeénti fordulatszama:
_ 60+ fi
o
Osszefuggéssel szamithato ki, ahofaa haldzati frekvencia,  pedig a polusparok szama.

N

Ez utobbi a motor alkotérészének illetve a tekdéssmek a kialakitasatol flgg,
leggyakrabban 1,2,3,4 poluspard motorokkal taldiebznk. A nagyobb polusparszam
viszonylag ritka. Tehat az aszinkron motorok foadstamat alapvéen két tényez hatarozza

meg, az egyik a hal6zati valtakoz6 aram frekveaciajmasik pedig a motor pélusparjainak
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szama. A halozati frekvencia 50 Hz, a poélusparspadig a motor tekercselééketiigg, igy
adott motorndl az is fix. Az aszinkron motorokdolatszamanak fokozatmentes valtoztatdsa
csak a frekvencia valtoztatasaval lehetséges. Kvémciavaltd egy olyan készilék, amibe
bevezetjik a halézati aramot és a kimenetére asminknotort kapcsolunk. A halozati
frekvencia valtoztatas @tye, hogy a frekvencia tag hatarok kozott valtdetei. Ma mar
olyan mikroprocesszor altal vezérelt frekvencidedtidberendezések vannak, amelyek a
frekvencia valtoztatasan kivil szamos hajtastechpglemzt is befolyasolnak.

A motorok teljesitmény felvételét mérni lehet ésigy kapott informaciokbdl kovetkezetni

tudunk a fermentlé reoldgiai tulajdonsagaira ésalinvaltozasarol a fermentacio soran.

2.2.4. Keveré
A keveonek a legfontosabb feladatai a homogenizalas ésyagtranszport fenntartasa, azaz
a bearamlo levdy a tapoldatban oldott vagy nem oldott tapanyagek,a keletkezett
termékek egyenletes eloszlatasa. Egy bioreaktorezésekor a kevéelemek tipusa,
elhelyezkedése, geometridja kiemelkedontossaggal bir. A kevéelemek jellemé
tulajdonsaga az altala kifejtett nyiréeami a fermentorban névekedhikroorganizmusokra
adott esetben negativ hatassal is lehet. A ferro@stéparban leggyakrabban hasznalt kéver
tipusokat a 3. kép mutatja be. Az axialis kéetgmek a folyadékot tengelyiranyl aramlasra,
mig a radialis kevéelemek a tengelyre miéeges folyadékaramlast hoznak létre.

Axialis aramlasuak

L - :‘ C_, .‘T\' "\‘_\;
(q‘}i)@ /&/ 1’ ‘t;\“) L{}:) _»[:r ‘;?
e N = 1‘2"’
(A) (B) © D)

Radialis aramlasuak

.

e Fe A

(F) (@) (H) @

3. kép(A) propeller; (B) ferde lapu turbina kewerC) Pfaudler hatrahajlitott; (D) Ekato
MIG; (E) Ekato INTERMIG; (F) Nyitott lapos kevé&r(G) Rusthon turbina; (H) Scaba
SRGT; (I) Hatrasogr lemezes
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Laboratériumi és féluzemi Iéptékben leggyakrabbaszhalt kevdielem tipus a Rusthon

turbina. A keveselemek elhelyezését a fermentorban a mérnokok zeatai alapjan a 1.

abra mutatja be. A térfogat ndvekedésével a gyattmah magasabb, karcsu fermentorokat

célszeti tervezni, ami maga utan vonja, hogy tobb kéekm beépitése szikséges. Ezek

elhelyezkedését a fermentorban a 1. abran lathalaréos 6sszefliggés szerint alkalmazzak.
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1. &bra A keveelemek méretaranya a fermentor méreteihez visaanyit kevebelemek

» Keverelem atmésje: D= 0,3-0,40>

elhelyezkedése.

* Torlolemezek szélessegea:=T0,1D-

» Alsé6 keveb tavolsaga az ferementor aljatélkHmax 0,302

* Keverbelemek egymastol valé tavolsaga: bl >Dg

» KevewBelemek szama (n): #HDk-1>n>H /Dg-2

A gyakorlatban az als6 kevmiem altalaban nagyobb atrigr, mert ennek a feladata a

levegbuborékok diszpergalasa, a tovabbi kéetamek leginkabb a homogenizalasért

felelosek.

2.2.5. Duplikator
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A duplikator szintén egy nyomasallé edény, melylkideli a fermentortestet. Ezen keresztl
tudjuk fiteni és fiteni a fermentlevet. A dmérsékletszabalyozas soran éést halozati
vizzel oldjuk meg, mely a duplikator aljan keril deendszerbe, mig étés gzzel torténik
és a duplikator fets részén keril bevezetésre. Négy szerelvény tar@akplikatorhoz és
egy keringted szivattyl. A négy szerelvény a kovetkeduplikator gz bemen, hitéviz

bemeis, hitéviz elmerd és duplikétor letrdt szelep.

2.2.6. Saziroétorony
A fermentor leve§ztetéséhez elengedhetetlen a steriltgtdeved, ezt a feladatot latja el a
szirétorony (4. kép). Ez egy eldobhatd egység, melytsata polikarbonatbdl késziilt, igy
észrevehéek a szennyédlések vagy a mechanikai sériulések. A belll talalbirobetét 0,2
um atmeéji porusokat tartalmaz. Ezek képesek kiaza leve@ben talalhaté baktériumokat,
spoérakat, porszemeket. Aiségtornyot minden fermentacio @&t sterilezni kell, mely soran
legalabb 20 percigégt aramoltatunk a $z6n, majd a kiszaritast kovetn az ataramlo levég
mar sterilnek tekinthét

4. kép Szirétorony

2.2.7. Hasadotarcsa
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Egy biztonsagi berendezés, amely a fermentorbépkileved) csivezetékére van illesztve.
Megvédi a fermentort a tul magas nyomastol azzajyta benne lésmembran egy bizonyos

tulnyomas felett elszakad.

2.2.8. CsoOvek
A fermentor iranyaba érkézilletve a kilé@ anyagaramok &sezetékeivel szemben
tamasztott dbb kovetelményei a tisztithatosdg és a sterilitdegengedhetetlen, hogy
elsforduljon tisztithatatlan helyek. Altalaban ilyemritikus pontok a csatlakozasoknal, a
szelepeknél és a né@niszereknél vannak. A csbvek anyaganak kivalasztasakoadott
vezeték funkciojat veszik figyelembe (sav vezetd@intaved, termék elvezetésére szolgal,

tartdlyokat 6sszekay.

2.2.9. Méré berendezések
Rotaméter
A fermentacios ipar szamos, a gyakorlatban jolladkahaté aramlasmék kdzal valaszthat,
melyekkel az ataramlo kozeg (folyeékony vagy gaznnyeségét lehet mérni. A teljesség
igénye neélkul ezek tipusai a kovetkkz turbinds-, szarnykerekes-, 0Orvénylevalds-,
elektromagneses-, ultrahangos-, forgédugattyGsmadmetrids-, coriolis-eli-, torlécsoves
aramlasméik. A fermentacios ipar a bemgreved mennyiségének mérésére altalaban
rotamétert alkalmaz. Egy belll kuposélos elhelyeznek egy testet (nevezzik uszonak).
Alulrél a kisebb atmeijt rész febl aramlik a mérend kbzeg. Az aramlas hatasara az Usz6
megemelkedik a &ben. A megemelkedés mértéke ardnyos a térfogatéabhmAr
automatikus szabdlyozasi igényeknek megbelelmar lehet kapni olyan rotamétert, mely
ezekbe a folyamatiranyitdo rendszerekbe analdg keteem jOI beépithéek (5. kép). A
rotaméter normalliter/perc (NL/min) mértékegysegbatri az ataramld levégmennyiséget.
A normdlliter azt jelenti, hogy a ténylegesen &tddéa mennyiséget Iégkodri nyomasu és

hémérseéklei allapotra vetiti vissza.
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5. képRotaméter

Tomegmés bélyeqgek

A tartalyokban tarolt anyagmennyiséget szint- vagyegméréssel lehet meghatarozni. A
szintmérés egysziiltb és olcsébb megoldas, azonban szamos esetbealk&mazhatd. A
fermentor tdmegét és a benne défolyadék siriiségét ismerve konnyen kiszamithatdé a
folyadék térfogata. A tartdlymérlegeknél a mérldigc€’. kép) a tartalyon kivil helyezkedik
el. A mérlegek kialakitdsanak egyik fontos szemjaord mérend tartadly szimmetriaja.
Teljesen szimmetrikus folyadéktartalyok esetémrialymnak csak egy részét kell mérlegcellara
helyezni (6. kép). A tartalymérleg felépitésénely egasik Iényeges szempontja, hogy a
mérlegcelldkat egy sikban kell rogziteni. A do&lla analég aramkimenetén a témeggel
aranyos 4-20mA-t vagy 0-20 mA-t allitsel

6. képMérocellak elhelyezése szimmetrikus tartaly eseténfikiont, SF: fél Uszo, FX:
Uszo
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7. képMérécella

pH elektréda
A kémhatds mérésének kivételesen pontos mobdszemotenciometrias elektrokémiai

mérésmod, amelyhez két elektréda szikséges. Miyeletektrdd potenciéljat mindig csak
egy masik elektrodhoz viszonyitva lehet meghatdroza kozo6ttuk kialakuld
feszlltségkulonbség mérésével, ezért a omiéktrodot egy referenciaelektroddal
galvanelemmé kapcsoljak dssze. A galvanelem elekitoros erejéll a pH kiszamithato,
illetve a pH mérésére szolgald készllékek azonrdl ggységekben jelzik a mérési
eredményt. Ennek érzékenysége elérheti 0,001 pHéegy. Az egyik elektréda érzékeny a
kémhatasra, a masik, a kontroll vagy referenciktelda pedig nem. A referencia elektroda
belsejében ezist/eziist klorid talalhatd, amelyilgpgbértéket és valtozatlan potencialt mutat.
Az elektréda kulsején so-hid biztositja az ezistablkapcsolatat a vizsgalanddé mintaval,
amely igen érzékeny terlilet. A pH érzékeny elelédtdtvegmembran boritja (kb. 100 mikron
vastagsagu).

A gyakorlatban ma mar szinte kizarélag kombinalekeibdas pH mémiszereket
alkalmazunk. Ezek legfontosabb jelletjez hogy a méf elektroda és a referencia elektroda
egy elektrodatestbe van beépitve. A mérés eredmékyénegbizhatésagat javitia és
pontossagat noveli a két elektréda egymashoz vakelkége, illetve a so6-hid és a pH
érzékeb kozotti lecsokkent tavolsag. A kombinalt elektrétalaban Bmérséklet érzékét

is tartalmaz, amely leh&té teszi a miszer szamara a mérés soranéané@rsékleti hatasok
kompenzéciojat.

A pH-érzékeny Uvegelektrdd kiulonleges 6sszatétedgy elektromos veziképesség es kis
olvadaspontu lvedl készitett membran. Az lGvegmembrarosebb fall Uvegése van

forrasztva. Az lvegelektrod Iényegében egy vékady fiveggébmb (membran), amely az
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oldat H ionjaival ioncsere egyensulyt alakit ki. A memtoarkialakulé potencialt a két
oldalan lew H" ionkoncentraciok aranya hatarozza meg. Ha az idregdelsejében allandé
H* ionkoncentraciét biztositunk (pl. megféelpufferoldattal valé feltoltés révén), az
elektrodpotencial valtozasa egyedill a kil ionkoncentraciotol, azaz az oldat pH-jatél fog
fliggeni. Savas oldatok esetén a pozitiv tdlEzabad hidrogén ionok {Ha bel$ pufferhez
képest pozitiv mV potenciélt hoznak létre, mig Eigidatoknal a belspufferhez képest
kisebb koncentracidju hidrogén ionok negativ mViepetalt hoz létre.

Az elektrédanak ki kell birnia a sterilezés soramagas 120-130 °C-ot és az ezzel jar6 1,1-

1,3 bar nyomast, ezért a kombinalt elektrodak kisritasa altalaban & fali Gvegasbol

készulnek.
Belsé puffer (KCl) Referencia elektroli
Uvegtest
Ag/AgCl huzal Ag/AgCl huzal

pH érzékeny tivegmembran

8. képKombinélt pH elektréda felépitése

9. kép Kombinalt pH elektroda

Homérséklet méy

A fermentlé mérsékletének pontos mérése elengedhetetlen, hism@nden
mikroorganizmusnak van egyimeérséklet optimuma, amelyen a névekedés a legiivieiiz,
vagy bizonyos esetekben anhmérséklet a termékképdéest befolyasolhatja. dnewveszkdzok
lehetnek folyadéktoltds, elektromos ellenalladsémérk, termoelemek és sugarzasiérA
sugarzasmék kivételével a Bmék a sajat Bmérsékletiket jelzik. A fermentécios iparban
a folyékony kdzeg dmersékletének mérésére ellenallémbroket alkalmaznak. KMkodésiuk
alapja, hogy a fémek elektromos ellenallasamérséklettel valtozik. A fémek vezetése jo

kozelitéssel linearisansra lhmérséklet csokkenésével. Ha a huzal ellenédllaséatirhédjuk,
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meghatarozhatjuk a huzabmérsékletét. Olyan anyagbol késziilt huzalokat aikahak,
amelyek a Bmérséklet hatasara jelésen valtoztatjak az ellenallasukat. Folyékony kékeg
homérsékletét altalaban Pt 100-as szenzorral méekymak elnevezése abbdl adodik, hogy a
szenzor ellendlasa 1@D 0 °C-on. Ezeknek az eszkdzoknek aimgeé amellett, hogy nagy
pontossaggal mérnek, analég kimenetein kdnnyenithegek a folyamatszabalyozasba. A
szabdlyozés altaldban PID kontroller segitségévednik.

Oldott oxigén szenzor

A folyadékban oldott oxigén mennyiségi meghatarazaszéles korben elterjedt Clark-féle
elektrédaval torténik, mely tikddését tekintve egy elektrokémiai médszeren atamérés.
Ez az oxigén érzékela legegyszébb esetben egy munkaelektrodat és egy elleneleitrod
tartalmaz. Mindkét elektréda elektrolizis-rendseerthelyezkedik el, amelyet gazaterészt
membran valaszt el a mintatél, amely csak az oxgzémara atjarhatdé. A munkaelektroda az
oxigén-molekulakat hidroxid-ionokka redukalja. Ehraz elektrokémiai reakcionél aram
folyik az érzékalben az ellenelektrodatol a munkaelektrodahoz. Asmartenzitas és az
oxigénkoncentracio kozott jol definialt figgvénykaplat all fenn. Minél tébb oxigén van a
mintdban, annal nagyobb az aramjel. Az oxigéméniszer oldhatésagi flggvény
figyelembevételével szamitja ki efita jelldl az oldat oxigén-koncentraciojat.

Cella Reakcio
Anb6d 2Ag + 2CI = 2AgCl + 2é
Katod 26+ GQ+H0O0>20H
Teljes reakcié | 2e + %2 Q + H,O + 2Ag + 2C1> 2 OH + 2AgCl + 2¢é
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Elektrolit-
oldat o

Andd

Katbid

Gazitereszto membran

10. képOldott oxigén szenzor felépitése

11. képOldott oxigén szenzor

Az elmult években kezdtek elterjedni az optikaieslvmikddd oldott oxigén szondak. Az
optikai eljarasok énye a gyorsasag, a multifunkcionalitas, a kis U#tmtési koltség, de

emellett még szamos probléma megoldéas var a szérgeges elterjedésehez.

Nyomasmés
A fermentor bel§ nyomasanak méréséhez olyan érzghetl kell alkalmazni, mely gyors,

megbizhatd, pontos és a folyamatszabalyozasbatbeBpEzen kritériumoknak leginkabb a
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villamos eli és piezoelektromos nyomasieifelelnek meg. A ,piezo” szo gorodg eretlet
nyomast jelent. A piezoelektromos anyagok fellletérechanikai igénybevételekor
elektromos toéltés kialakulasa figyelbetmeg. A keletkezett elektromos toltés és az
alkalmazott huzo-, ill. nyomoéékozott linearis 6sszefligges figyelbaneg.

A bels nyomas pontos detektalasa és szabalyozasa a téamdenmegedizé sterilezeési
miiveleteknél és maga a fermentacié folyamata alatktitimtetett szereppel bir. A béls
nyomas meghatarozza, hogy az oxigén, a szén-diorithyire oldodik a fermentlében. Ha
nagyon habzik a tenyészet, a domtéri nyomas n@edevissza lehet szoritani a habzast,
viszont a magas Ckoncentracié a tenyészet ndvekedésére és prodéakava is negativ

hatassal lehet.

Tovabbi més berendezések:

Elmert leveg 0sszetételének elemzése:

Az elmerd leved elemzése is hasznos informacidkkal szolgal a fetomkan zajloé
folyamatokrél. Az egyes gazokat jellegzetes tulagimaik alapjan ismerik fel és mérik meg a
mennyiséguket. Az oxigént a paramagneses sajatHaggn, a szén-dioxidot jellegzetes
infravoros elnyelése segitségével. Gazelik@at elterjedten alkalmaznak
tomegspektrométert, amivel minden ill6 komponenssifeerhet és a koncentracidja
meghatarozhato.

Ha az elmeé gazban metanolt vagy etanolt detektalunk, akka kivetkeztethetliink, hogy
anaerob folyamatok mennek végbe, ami a nem megfelejieén szintl arulkodik. Az egyik
legfontosabb paraméter az elMegazok Osszetételét iltggn a CQ szintje. A respiracios
hanyados, amely a termelt @@ TR) és a felvett oxigén hanyadosa (OUR), inforidtéad a
novekedeés intenzitasardl illetve a hasznosulo szead milyenségél. Ha a respiracios
hanyados egy korili érték, akkor az egy8zeukrok fogyasztaséat feltételezhetjik a
fermentorban. Ha ez az érték egy alatti, akkormdieen nehezebben hasznosul6 szénforras
metabolizmusa torténik. Ez abban az esetben leldekés szamunkra, ha cukrok mellett
valamilyen néveényi olajt kevertiink a taptalajpaadoias megfékezésére. Ebben az esetben a
respiracios hanyados csokkenése a cukor kimerdlé&stinformaciot.

Oldott szén-dioxid mérése:

Az oldott oxigén mérésével ellentétben az oldoénsdioxid nem csak fizikai, hanem kémiai
folyamat is, igy a Henry térvénnyel nem irhaté |éolyamat. A mérés elve a pH mérésre

vezethed vissza. Egy membrannal elvalasztott térben natbikarbonat puffer van, melybe
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a szén-dioxid atdiffundal és megvaltoztatia a pukkémhatasat. A pH valtozas merédeb
visszaszamolhat6 a fermentlében jelerd Isx€n-dioxid szintje.

A motor teljesitményfelvételének mérése:

A bekevert teljesitmény mérése fontos informacibkkzolgaltathat a fermentacié soran
altalaban valtozo fermentlé viszkozitasarol désiusegéél, aminek kovetkeztében adott
fordulatszdm mellett kisebb vagy nagyobb energialeliet a kevéit forgatni. A
kevebmotorra szerelt teljesitményndérvalamelyest informaciét ad a fermentorban, a
folyamat soran bedallt aktudlis viszkozitasrol. Heitlscale-up parameéter is. Lényeges eltérés
van a levefztetett és nem levégtetett fermentor atkeveréséhez szikséges
teljesitményfelvétel kozott, ez a kisérletek alagaamithato is.

NIR szonda:

A NIR (near infrared) spektroszképia a mérésekhezelektromagneses sugarzas kozeli,
infravoros tartomanyat hasznalja fel. A NIR-t métegedten alkalmazzak mégazdasagi-,
élelmiszer-, gyégyszer-, olajipari termékek vizsgdira, valamint az orvosi diagnosztikaban,
am csak az utdbbi ében kezdett elterjedni a fermentaciés eljarasokredfobb ebnyei az
on-line tzemmaddba hasznalhaté a NIR technikanajoasges folyamatos informacionyeres,
melynek pontossdga megkozelitheti a kromatografid®dszereket. Hagyomanyosan a
fermentorbdl mintat vettek, a minta megfélaiokészitése utan valamilyen kromatografias
modszerrel mutattak ki az egyes komponensek koram@at. Ezzel a technikaval mintavétel
nélkil, folyamatosan kaphatjak az informaciot amfentorban torténteél. A vizsgalati
modszer azon alapul, hogy 6sszehasonlitidk egybkara felvett anyag spektrumat a
mintdéval. A mintara jutd monokromatikus sugarzafiamhosszat valtoztathatjak, és azt

vizsgaljak, hogy mely hullamhosszaknal milyen izigksl a fényelnyelés mértéke.

2.2.10.Beavatkozék

Szelepek, csapok

A csapok bels szerkezete mindtssze egy lyukas golyébadl all, etd@°-al elforgatva
lehet nyitni/zarni. A csap é&hye Aaltaldban az alacsonyabb alaki ellenallas,dblesar,
egyszefibb kezelés. Lehetnek kézzel 6¢g bemeh focsap, [itéviz fécsap), vagy
automatikusan Gkddtethebek (duplikator Kitéviz be/ki, ¢z be csapok). A féllizemben a
fermentor bel§ nyomasat szabalyozo szerkezet is egy gombcsaplya glfordulasanak

meértékeét és igy a gaz aramlasat is fokozatosaehet allitani.
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A szelepek zarasat és nyitasat a szelepzar végéaglaptanyér végzi el, amely
melegesen a szelepllésre mozgathatd fel és le. Hapothan a szeleptanyér az Ulésre
szorul, mig onnan tavolodva egyre kevésbé akadalyarz aramlast. Az automatizalt
rendszerekben jelletien a membranszelepek terjedtek el, amelyeket anfdlé kozegek
nyitasahoz és zarasahoz lehet alkalmazni. A pnekmsatnembranszelepekikddtetéséhez
siritett leved@t hasznalnak, melynek leiffb ebnye az elektromos vezérieszelepekkel
szemben, hogy nem fordulhatéeklektromos zéarlat. Ezek a szelepek keétallasuak és
megfelelnek az aszeptikus, steril és ultra tisAkalmazasoknak (12-13. kép). A kézi
membranszelepek ezzel szemben fokozatos atarabilEssitanak, melyeket az adagolo
csonkokon talalhatunk (14. kép).

A goézvezetékek végein kondenzviz levalasztd szelepe&lsizeti alkalmazni (17. kép).
Minden ilyen szeleptipus automatikusan vezeti gbzbdl keletkezett kondenzatumot, de a
g6zt nem engedi at. Az Uszo6golyés kivitedzelepek riikddése fliggetlentl asfoktol vagy a
nyomastol a folyadékszint alapjarikddik.

A fermentorba bejutd levégmennyiségét a rotaméterrel tudjuk meghatarozniataramlo
levegy szabalyozasahoz pedig olyan preciz, pontos éssayoreagald szelepet kell
alkalmazni, mely rovid idn bellil képes a folyamatiranyitdé rendszeren megagivéket
beallitani (15-16. kép).

13. képPneumatikus membranszelep

12. képPneumatikus membranszelepek
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17. képKondenzviz levalaszto szelep

15. képLeved aramlasanak
szabalyozoszelepe

16. képSzabalyozdszelep
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Perisztaltikus pumpa

A perisztaltikus pumpak alacsony viszkozitdsu fdBkok tovabbitdsat végzik. A pumpa
gorgdi elére haladva maguk &t 6sszenyomjak a tomt, igy kényszeritve a toithen lew
folyadékot az élre haladasra (18. kép). A taptalaj adagolasa igyilest tovabbithatd a
fermentorba. Géatat szab dikddésének a fermentor Bdakerében uralkodd nyomas nagysaga.
Altalaban maximum 0,7 bar tilnyomés ellenében ailkahatéak ezek a pumpak. Taptalajon
kivil a pH szabalyozashoz haszndlt sav- és lugdd@stgoilletve a habzas gatlasahoz
sziikséges anyagok bejuttatasat is ezzel az estkélzeevégrehajtani. (18. kép)

18. képPerisztaltikus pumpa

2.3.Fermentor miktdéséhez sziikséges segédaramok
loncserélt viz

Az ioncseréb berendezés didleges feladat a haldzati viz keménységéértdelelagnézium
és kalcium ionok eltavolitasa, mely a berendezessiovesedését, rosszabb esetben
dugulasat idézné &I A viztisztité berendezés élgpcdjeként egy kationcser&bszlopon
halad at a hal6zati viz, majd asléyyitott viz egy 5 és @m-es aktivszenes finomgsn
érkezik a reverz ozmozis berendezésre. Ipari |@gtéla fermentaciohoz halozati vizet
hasznalnak a taptalaj oldoszereként, de a félllEptékben még 8hydsebb lagyitott vizet
alkalmazni. A vizlagyito feladata a lagyitott viddlitasa gzgeneratorhoz és az RO —hoz.
RO készilék feladata a nagy tisztasagu \Walklasa.
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Haldzati viz
Halozati viz lehet a taptalaj oldészere, de a fatorehitésére és a tomszelence zaréfolyadék
tartdlyanak titésére is hasznéalhato.

Goz
A gézgenerator allitja éla bzt ioncserélt vizbl, mellyel a fermentoriitését lehet
megoldani. Elengedhetetlen a fermentor sterilezzséletve az egyes szakaszok sterilen
tartdsahoz. Altalaban 3-4 baraszyalkalmazunk, melynekdmérséklete 130-145 °C koriil
van.

Technologiai- és fiszerleved
A 2 baros technoldgiai levégés a 6 baros tiszerlevedt olajmentes kompresszor allitj@el
A vezetékekbe jutoisitett leved teljesen por és vizmentes. A technoldgiai lévelgisorban
a fermentor beménlevedjét szolgalja és igy a bélsyomas emelkedését is ezen segédaram
segitségével érhetjuk el. Aliszerleved a PLC niikddtetéd pneumatikus membranszelepek

nyitasat zarasat biztositja.
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3. A folyamatiranyité rendszer mikdodeése

3.1.Yokogawa Centum CS300 felhasznaldi szihkezelése
A kisérleti Uzemben a vezérhllomason rikods PC képern§in keresztil indithatjuk el az
egyes szamitdégépes tineleteket, valamint azok #kodéséhez szikséges paramétereket
ezeken keresztll tudjuk modositani. A folyamatifhyendszer a Yokogawa Centum
CS300, melyen a szabalyozas és a vezérlés tolerszialosul meg.

0. szint: méb és beavatkoz6 egységeki@gmerek, szelep- és szabalyozé vezérlések),
analég kapcsolat a PLC-k felé. Példaul: pH-énéotaméter, (néhany imzer 6nmagaban is
képes szabalyozasra)

1. szint: PLC, (Programable Logic Controller) (aognamok futnak rajta), Ethernet
kommunikéaciéval, Yokogawa Centrum CS3000

2. szint: SCADA vagy DCS (Distributed Controll Ssst), flexibilis, redundans, és
tapegységekkel izemel, mikrosekundumos reakdwéidendelkezik.

3. szint: Operatori é&llomas: A terepen elhelyezsettdmitogép, monitorral,
billentyiizettel és egérrel.

A Yokogawa cég egy nemzetkozileg is elismert ipagrés- és iranyitastechnikai, illetve
laboratoriumi  méréstechnikai  eszkozoket, valaminizekbez kapcsoldddan atfogo
megoldasokat és szolgaltatasokat kinalé vallalat.Yékogawa rendszer egy grafikus
folyamatirdnyitdsi szoftver, amely letheé teszi az automatikus nyit-zar szelepek
pneumatikus iranyitasat PLC vezérelten, az egygédéeamok ki-és bekapcsolasat, szamos
mivelet automatikus lefutasat (sterilezés, fermentackitrités, mosas), fontosabb
paraméterek elldémzését és szabdalyozasat. A szoftver szamos furdci@ndelkezik: az
egyes készulékeket grafikusan be lehet hivni, trenalak segitségével kovethiktaz egyes
mémmiszereken mért paraméterek valtozasai. Az interniepssolatnak koszonléein a

reakciok felligyelete az épullet mas résékeagy akar otthonrdl is kénnyen elvégezhet

Miveleti &bra

A miuveleti abran lathatéak az alap- és részetetek egymasra épulése. Alaphelysdétb
minden alapriivelet indithato. A sterilezésimelet végeztével a feleved miveletbe kerdl

a rendszer, ahonnan az oltds indithatdé. Az oltéstetsen a készilék a fermentalas
miiveletébe automatikusan all at. Mintavétel csaklslieved €s a fermentéalas imeletisl
indithatd, mig a részleengedés csak fermentalasbol.
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sterilezés

I Mintavétel | IRészIeengedés

2. dbraMiveleti abra

Készulék abra

A grafikus fellleten a reaktor egystsitett folyamatabrgjan kénnyen attekintheodon

| Mosés I

egyszerre kapunk informacioét a reaktor allapotielié@rol €s a szelepek allasal

Az abrardl a készllékhez tartozo wiérok és beavatkozok allapotat, az alapparaméte
tudjuk leolvasni. Az egyes imeleteket innen indithatjuk. Csak az indithatdiveletek
nyomogombjai latszanak. Innen érhetjik el a parartéilat, az adagolasi paretereket és

az alarm abrat. A tavvezérieszelepek é€s a szabalyozd panelek allapotat ezein

1 1
e

3. dbraKésziilék abra
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A szoftvert sokan kedvelik egys#eattekinthebsége miatt. Ha a fellletre tekintliink, azonnal
latszik, mely eszkdzok/szelepekikddnek és melyek vannak zart allasban. Egy szddkepra

van nyitva, ha a szine megegyezik a b&lép kilé@d civezeték szinével, az eltészin zart
allast jelez.

0114329

P A
#40114306

0114330

A 'E":lE
Ml A I

hAAN

4. abraRészlet a készulekabrarol (XV0114323 szelep nyi¢otbbbi zart allapotban van)

Minden szabalyozott paraméterhez tartozik egy dyaba panel. Két értéket olvashatunk le

er5l a panelél, a PV érték az adott pillanatban mért érték, &z (Set value) a megadott
értéket jelzi.

5. abra A bemerd leved) szabalyozo panele

Minden egyes a szabalyozasban széregkerelvénynek, motornak, tavadonak és

szabalyozénak egyedi jel6lése van melyek a kovékkez

A tdvado kodja Magyar elnevezése
XVv0114301...30 automata nyit-zar szelepek
FC0114301 Beménleved
aramlasszabalyozéja
PC0114301 Nyomasszabalyozé
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TC0114317 Homérséklet szabalyozo
TC0114317/B
SC0114301 Kevérfordulatszam
szabalyozé
WT0114325 Témegméravadodja
QCPH0114320 pH szabalyozé
QCPHO01143C
QCP020114321 oldott oxigén néer
QCPO0O201143R oldott oxigén szabalyozo6
keve® fordulatszamaval
QCP0O201143A oldott oxigén szabalyozé
leved mennyiségével

A szabalyoz6 panelre kattintva a dialogusablakathatjuk meg, ahol megvaltoztathatjuk
manualis médban az SV értékét és a szabalyozoyarfat hatarértékeit. Az éppen
folyamatban 166 mivelettl fliggéen valtoztathatjuk meg, hogy az adott szabalyozas
automata (AUT), cascad (CAS) vagy manudlisan (MA$®Pabalyozott legyen. Kézi
vezérléshez mindig ki kell valasztani a manualisnimddot.
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FC0114301

6. abra Dialogusablak

Paraméter abra
Az abrardl a keészllék paramétereit tudjuk leolvasai alapjeleket, alapparamétereket

megvaltoztatni. A fermentacio, a feltaras és ailei®¥s alapparamétereit tudjuk valtoztatni.

Az egyes niveletek megkezdésestt kell beallitani.
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PARAMETEREK I-01143

(FERMEN
]

Alarmok Adagolas

7. abraParaméter abra

Alarm abra

Az abrardl a legfontosabb alarm paramétereket Bszadjuk tartozo jelenlegi mért értéket
tudjuk leolvasni, az altalunk leggyakrabban hagzalarmfajtak paramétereit megvaltoztatni.
A PV az aktualis értéket, a HH a nagyon magas, aillekve PL a folyamatban meég

megfeleb, de magas illetve alacsony, az LL a nagyon alacse®L pedig a + eltérés alarm
értékeit adja meg.
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ALARM BEALLITASOK T-01143

150.0 220 -30.0 0.0
140.0 -0.1 00 a0
-0.01 0.0 0.0
-0.1 00 a0
0o a0

‘ 4.00 0.00

Paraméterek Adagolas

8. dbra Alarm abra

Trendvonalak megjelenitése:

Az allapotjellem#ket a szoftver folyamatosan rogziti, lebsgiget teremtve az egyes
miveletek soran fell&phibak azonositasara és kijavitasara. A kovéthemramétereket egy
perces gyakorisaggal rogziti és jeleniti me@mérséklet (°C), bemeénlevegdmennyiség
(NL/min), bel$ nyomas (bar), fordulatszam (rpm), tomeg (kg), pHL4), dQ (%). Ezeken

az alapparamétereken kivul tovabbi érzékehlkalmazasaval tisztdbb képet kaphatunk a
lejatszodo folyamatokrol. llyen érzékkl az elmef leved gazelemezése, a fermentlé
viszkozitdsanak mérése, NIR alkalmazasa, vagy amefesitményfelvételének detektalasa.
A rogzitett paramétereket diagramon jeleniti meggaftver, melybl fontos informaciokra

tudunk kovetkeztetni a fermentorban zajl6 folyarkabb

Néhany fontosabb felhasznaldi stikezeleshez elengedhetetlen nyomégomb jeldlések:
&

Felhasznalo valtas/bejelentkezéshez
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Ezzel tudjuk megjeleniteni a toolbox menusort, neigkséges a fermentor irdnyitasahoz.

F
Arhp
-

A folyamatiranyité rendszer altal vezérelt készalékozott tudunk valtani.

A miiveletek napl6zasanak megjelenitése

&

A mért adatok diagramon valé megjelenitése

|

Készilékabraba megjelenitése

th|rh|

A folyamatiranyité rendszer altal vezérelt készalékdzott tudunk valtani.

3.2.Miiveletek a folyamatiranyitd rendszeren
3.2.1Alapmiiveletek
A folyamatiranyité rendszeren az alabbi al@peieteket tudjuk inditani a fermentoron:
Alaphelyzet: Minden beavatkozé eszkdz kézzel vdaéte Alaphelyzetben
hajthatjuk végre a tomszelence sterilezését, azerek behelyezését, a duplikator feltdltését,
a taptalaj elkészitését és Osszekeveréseét.
Ures @z0s sterilezés: A levégzird sterilezésével parhuzamosan a készulék Ures
allapotaban torténsterilezési mvelet, mely a késziilék teljes sterilitAsahoz eldhgéetlen.
Sterilezés: A készllék sterilezése a taptalajjglittg Ezen nivelet soran a taptalaj
homérsékletének 121 °C-ot, 1,1 bar nyomast el kelleéés ezt az allapotot legalabb 20
percig tartania kell.
Feldleved: A sterilezett taptalaj védelme a leoltas megksedg A fermentacios
paraméterek bedllitAsanak letsgige.
Fermentalds: A fermentacié folyamata a megadotarpéterek mellett. Az oltas
pillanatatdl kezddik és a kezél személyzet allithatja le a leengedéssel majd algpbtbe
valo atallassal.

Feltarads: A maradék fermentlé inaktivalasa kb 8@hCGetssleges ideig.

33



Mosas: A fermentor tisztitasitimelete a fermentaciot kovn.

Kilrités: A fermentor tartalmanak teljes leengedése

3.2.2. Részmiveletek

Mintavétel: Mintave¥ csonkon tortéd kisebb mennyisdg fermentlé vétele a
készulekisl. Maximalisan a készilék abran megadott téimminta vehei.

Részleengedés: Megadott toridgrmentlé leengedése a mintat@sonkon keresztil.

Oltas: Az inokulalashoz sziikséges nyomaseseéssitjato

3.2.3. Elékamra miiveletek
Az elskamra a fermentorba bearamlo6 és ldlégmyagok niveleteire alkalmas, 3-4 szeleppel

hatarolt sterilezhéttér.

Az abrakon felintetett szelepek szine és a vezeték szine kulénbkkor az adott szelep zart

allasban van. Ellenkézsetben nyitott allasban vannak a szelepek.

Oltokéri  nyomatas: az oltokéron keresztil tortén be-, illetve kinyomatas a

nyomasviszonyoknak megfebein

Oltokori nyomatas

: -
Goz
4—
Oltokor “
[‘.\
]
Mintavevo

Oltokoéri gvzOlés:Az oltdkdrhoz tartozd szerelvények sterilezésstitkehetve.
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Oltokor gozolés

Goz

~

Oltékor 3
T

Mintavevo

Oltékori készenlétAz oltdst megeizé készenléti mivelet

Oltokor készenlét
\
1
! v
. A
Goz
e
Oltokor t
Mintavevd

Gbézzar: A mintave\b szerelvényeit @gzel teliti, a mintavev kézi szelep nyitasaval a
g6zaramlas manualisan szabalyozhato.

Gozzar

:

Goz

Oltokor ’I
1
Y

Mintavevo

Lefavatas Az oltokor és a mintavévszelepei nyitva.
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Lefuvatas

B S
1
Géz
Oltokor I L
:
T

Mintavevo

Mintavewy nyomatas:A mintavew csonkon keresztill torténhet ezerivelet soran a be-,

illetve kidramlas a fermentorbdbb

Mintavevo nyomatas

Goz

Oltékor ’I
T
Y

Mintavevo

Mintavew készenlétA mintavew szerelvényei nincsenekzgar alatt.

Mintavevo készenlét

Goz
m—
>
Oltokor I
Mintavevo
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3.3.Fermentécids paraméterek szabalyozasa

A fermentoron a folyamatiranyité rendszerrel abbidparamétereket merjik, és az adatokat
régzitjik egy perces gyakorisaggal:

Homérseklet

Levegmennyiség

Belss nyomas

Fordulatszam

TOomeg

pH

do;
Az elébbi paraméterek kozul a kovetkéet tudjuk szabalyozni:

Homérseklet

Levegmennyiség

Belss nyomas

Fordulatszam

pH

do;

3.3.1. A keveré fordulatszamanak szabalyozasa
A kevelt meghajté motor fordulatszamat a frekvenciavakgitségével szabalyozhatjuk.
valtoztatasaval érhetjik el a fokozatmentes fotdnéam szabalyozast. Célszeneghatarozni
egy minimalis fordulatszamot, mely a maximalis fdedszamnak a 10%. A megfdiel
fordulatszam kivalasztasa szamos téfi£lgg.
(1) Homogenizalas: a fermentlé oldott és nem oldott pamenseinek j6 elkeveredéséhez,
a koncentraciok egyenletes eloszlatasahoz szik&égesedési id meghatarozasaval
szamolhatjuk ki az ehhez megféleminimalis fordulatszamot. Erre azeért van
feltétlentll szikség, hogy a kulénkbanyagatadasi folyamatok mindenditt egyforma
sebességgel folyjanak, és a biologiai torténésdiessegeit a lehetlegkisebb
mértékben korlatozzak.
(2) Leved diszpergalasa a folyadékban két folyamatot jelen&igy buborékok
diszpergalasa, mellyel a buborékok oxigénatadaKiletét, a fajlagos fellletét

novelhetjik. Tovabba a buborékokat egyenletes&rlebszlatni a rendszerben.
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(3) Gaz- és folyadékfazis elvalasztasa: a Kép#t anyagcseretermékeket (O
tartalmaz6 buborékok eltavolitdsa, mely az oxigémaipciohoz teljesen hasonlé
Osszefluiggésekkel leirhatd anyagatadasi folyamat. |éptékndvelés soran a
folyadékoszlop magassagaval egyittanhidrosztatikai nyomas is, mellyeb a CQ
oldédasa. Csak a kevertetés ndveléseével tudjukdryébban eltavolitani a G.

(4) Energiabevitel a folyadékba: a folyadékot allandézgasban kell tartani az éls
harom pontban felsorolt tényiz végrehajtdsa érdekében. A bevitt mechanikai
energia Bvé alakul, ezért allandéan potolni kell. Az egysgdgermentlé térfogatba
bevitt energia hatarozza meg dellegesen az oxigénabszorpciés viszonyokat, igy a
léptéknovelés soran az egyik kritikus paraméter.

(5) A keve Aaltal kifejtett nyirées: A fordulatszam novekedéséveb ra nyirded
nagysaga, mely a sejtek fizikai karosodasat ereglerbeti. Az egysejtes
fermentaciok (baktérium, éle$itkevesbé érzékenyek a nyiroes, mig a fonalas
gombak magas nyiras hatasara pelletes morfoléggznek fel. Tal magas nyirasnal
pedig a fonalak feltoredeznek, mely létulajdonségteérmékképidés romlasahoz
vezethet.

(6) Gazdasagi tényéz A motor altal felvett teljesitmény biztositasan&kltsége
szamottey lehet a termelés teljes koltségében.

A kisérleti Uzemben leh&tégink van a fordulatszam automatikus valtozteaaaaroldott
oxigén fuggvényében. A keuverfordulatszamat addig tartja a megadott értékenig aem
oldott oxigén szintje a tartani kivant szint aldkesla elérte ezt a minimalis oldott oxigén
szintet, névelni kezdi a fordulatszamot, melynekakara a tébb oxigén tud beoldddni. Ezt
egy bizonyos szintig lehet csak alkalmazni, meBnusziikséges a lewiegnennyiségének a
novelése is. Az ilyen jelldgszabalyozast csak abban az esetben alkalmazzukoraaz

oldott oxigén szintjének kitlintetett szerepe vaermékképédés folyamataba.

3.3.2. Hémérséklet mérése és szabalyozas
A fermentacios iparban aodmeérseéklet meérésere leggyakrabban ellenallésmémket
alkalmaznak. Ezek legbb ebnyei, hogy gyors valaszidegk és jol integralhatoak a
folyamatiranyitasba. A fermentacio ideje alatt@mirsékletnek egy adott értéken tartasa a
cél. A mikrobak termelése és a kevedltal bevitt energiadvé alakulasa kovetkeztében a
kbzeg ldmérséklete altalaban folyamatosan novekszik. Enkamkpenzalasara tibvizet
engedink a duplikatorba. Az automatamerséekletszabalyozék altaldban PID szabalyozast

hajtanak végre. Ennek Iényege, hogy a beavatkézd@stben a mérendl érték valtozasanak
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az idbbeni alakulasaval is kalkulal. Ennek fliggvényébekbaetkesd beavatkozas idejét és
mértékét is figyelembe veszi. Asimérséklet szabalyozas a fermentacio ideje alaki@ntod

szabdlyozés, mig a sterilezés ideje alatt prograrinszabalyozast kbvet.

3.3.3. pH mérése és szabalyozasa
Minden mikrobanak van egy pH optimuma, ahol a nédélse a leggyorsabb. Ha a tenyészet
gyors ndvekedése a cél, akkor a kémhatést ezen-ra @Hszeil tartani. Gyakori eset az,
amikor a termékkégilés pH optimuma a mikroba pH optimumaval nem egiibe. A
kémhatéas detektalasa és szabalyozasa a fermensacakdori tobbségben elengedhetetlen.
Szigoruan véve a pH szabalyozott fermentaciok ngn sorolhatéak a batch modszerek
kozé, hiszen a kulonbézsav/lug oldatok adagolédsa torténik.

pH elektroda kalibralasa:

A pH elektrédakat hasznalatukogl (még sterilezés &tt) minden esetben kalibralni kell. A
kalibralds altaldban két pontban torténik, jol defit, stabil pH-ju oldatokkal. A
kovetkedben a Debreceni Egyetem Kisérleti izemében alkathiettler Toledo M400-as
transzmitterhez tartoz6 kombinalt elektroda kaldsat mutatjuk be:
* A transzmitteren nyomjuk meg a CAL gombot, majcagdkzuk a 2 pontos kalibraciot.
* Helyezzik a pH 7-es puffer oldatba az elektrodatymjuk meg az ENTER-t.
e Miutan a készulék a pH 7-hez tartozdé mV értékeritddte, helyezzik az elektrédat a
masodik pufferbe (pH 4), majd nyomjunk ENTER-t.
» A sikeres kalibraciot kovéen megjelenik a kijetn az S faktor (slope calibration) és
a Z faktor (offset calibration). Az @bbi a kalibracios egyenes meredekségét, az
utobbi az egyenes eltérést mutatja a 0,0 ponttdl.

* Az ADJUST gombbal menthetjik a mért értékeket.

pH szabalyozasa:

A pH szabdlyozasa torténhet sav- illetve g olklkab és egyes esetekben cukor oldattal. Az
oldatok adagolasa félizemi Iéptékben még tortépbasztaltikus pumpakkal. A sav és lug
oldatok toménységét és nisegéet célszérugy kivalasztani, hogy az adott mikrobanak és a
taptalajnak is megfeleljen. Ha NaOH-t és HCI-t m@dank IGgnak illetve savnak, akkor
ezeket a mikroba tapanyagként nem tudja haszngsétanha ammodnium-hidroxid illetve

foszforsavat adagolunk pH szabalyozas soran szatowolk azzal, hogy a tapanyagként
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hasznosithaté adagolast végzink. Egy masik mog}ad szabalyozasnak, amikor valamilyen
egyszeii cukrot tartalmazé oldatot alkalmazunk. A sejtelcukrok metabolizmusa soran
cukor savakat képeznek, melynek kovetkeztében adgkd@mhatasa csokken. A cukor
kimerulésével egyitben a kémhatas hirtelen ndvekedni kezd. Ha ebl@itlaaatban Ujabb
egyszeii cukrok rdadagolasa torténik, a pH névekedése, lédllijra fokozatosan cstkkenni
kezd. Ezzel a mdodszerrel adott esetben a szénfiGra@imgolast és a pH szabalyozast is egy
Iépésben oldjuk meg. Nem utolsé sorban ezzel aszegycukrok altal kivaltott karbon

katabolit repressziot is derepresszalhatjuk.

3.3.40ldott oxigén mérése és szabalyozasa
Oldott oxigén mérésére a 2.2.9. fejezetben benttiteliektrédat hasznaljuk. A maximalisan
oldhatd oxigén szintje folyadékokban szamos parardéfigg: a folyadek Bmeérsekletéi,
a folyadékban jelen lgvoldott anyagoktol és a folyadékra haté nyomadtil.az elektrodat
minden egyes fermentéciostl az adott Bmérsékleten, az alkalmazandé nyomason és az

adott taptalajra kalibralni kell.

A kisérleti izemben alkalmazott Mettler Toledo M4Otranszmitter és az ehhez kapcsoldédo

* A kalibraciét a taptalaj sterilezése utan a dleged miveletében hajtjuk végre.
Sterilezés soran megvaltozhat a taptalaj oxigénaapsios képessége, igy céldzert
koveen kalibralni az elektrddat.

* Feldleved miiveletében beallitjuk a bélsnyomast, amit a fermentacio ideje alatt
szeretnénk tartani. Ebben diveletben a émérsékletet és a benieteved értékét is
valtoztathatjuk. 10-15 perc elteltével a taptadtifddik oxigénnel.

* A kalibralas ebtt a transzmitteren bedllitjuk, hogy a mérés milpggomason torténik.
Ezt az M400-as transzmitter esetén higanymillinieerkell megadni.

* A kalibralas ebben az esetben csak egy pontbagnikytamely soran beallithatjuk az
adott kortlmeények kozott a 100%-os telitettseégeQ%kot akkor mér a rendszer, ha
egyaltalan nem folyik aram az elektrodan.

* Megnyomjuk a CAL billentiit a transzmitteren és kivalasztjuk a ,slope catibré
lehetiséget. A kalibracids sordn mért mA jelhez tartozélélesz a 100%.

» A sikeres kalibracié utan megadja a kalibraciéseegg meredekségeét.
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Oldott oxigén szabalyozasa:

Az oldott oxigén mennyiségét a gyakorlatban haréekEppen tudjuk befolyasolni. A kever
fordulatszdménak novelésével a beflvatott |ébagorékok méretét tudjuk csokkenteni. A
leved diszpergalasval csokkentjik méretét es ezzel fivel fajlagos felliletét. Az oxigen
abszorpcié hatékonysaga novethed felllet novelésével. Gatat szab a fordulatszam
emelésének a keverltal kifejtett nyiréed és a motor altal felvett teljesitmény nagysaga.
Novelni lehet az oldott oxigén mennyiségét a betitivdeved mennyiségének noveléseével.
Egy adott mennyiségbeflavatott leved felett mar nem képes a ketdeibbbet diszpergalni,
igy a kevebn atfuj a leved. Ezt a jelenséget hivjuk elarasztasnak, mely serdeveé
tengelye mentén felvandorol a lededMinden keveftipusnal meg kell hatarozni azt, hogy
mennyi az a levegnennyiség, amit az adott kegeendszer még be tud diszpergalni.

Az oldott oxigén szintet novelni lehet a folyadéekratd nyomas novelésével. Viszont tal
magas nyomas karosithatja a mikroba névekedésetamsiagolasi nehézségeket is maga utan
vonhat.

Az oldott oxigén szintet automata szabalyozassgl vaanudlisan is végre lehet hajtani a
fordulatszam és a levégnennyiség valtoztatasaval. Tovabba a folyamatitdmgndszeren a

ketts kombinalasaval is megoldhaté a szabalyozas.

3.3.5Bemen leved mérése és szabalyozasa
A megfeleb mennyisé§ bemeié leved bedllitAsa elengedhetetlen ahhoz, hogy a sejtek
megfeleb oldott oxigén szint mellett tudjanak ndvekedni.n#érése rotaméterrel torténik,
szabalyozasara egy megfékah kiképzett szabalyozd szelep szikséges. A &tvegnin
mértékegységben meérjik, de a léptékndveléshez Slaszték az egységnyi térfogatba bevitt
leve@ mennyisége, melyet VVM-ben adunk meg. A beéndaved mennyiségét a
fermentacio alatt altalaban allando érteken tartittisl eltérs eset az, amikor az oldott oxigén
szintjét a leved mennyiségével szeretnénk novelni, mely a beardentdg mennyiségének
novelését igényli. Az oldott oxigénnek ezen médimér szabalyozasanak hatranya, hogy a
hirtelen megndvekedett lev@égnennyiségéere nem tud azonnal valaszolni a nyorabagmwz6

€s atmenetileg meg@na bel$ tér nyomasa, mely hatassal lehet az esetlegesgdlad

“ sz

3.3.6 A nyomas szabalyozasa
A belss tér nyomasat az elménleved csvezetékére szerelt szelep allasaval tudjuk

szabalyozni. Az altalunk megadott nyomas érteket tiglja bedllitani a folyamatiranyito
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rendszer, hogy a kiménleved aramlasat megfel@lmértékben gatolja. 0%-os allasnal a
szelep zarva van, és nem engedi kidramolni a &yd@®0%-os allasnal pedig a kiaramlas
Utjaban nincs akadaly. A nyomasszabalyoz6 szelegfaie® mikdodésének kiemelt
jelentbsége van a kovetkézmiiveletek soran: sterilezés, féleved, oltas, fermentalas és
kilrités. A nyomasszabalyozot a folyamatiranyitihdszer automata imeleteiben a
kezebnek nem all médjdban beavatkozni, csak a parardétén bedllitott nyomasértéket
lehet bedllitani.

42



4. Automata és manualis niiveletek

4.1.Sterilezési nfiveletek féllizemi [éptékben
A sterilezési eljarasok kiemelt fontossaguak a dabnholdégiaban. Minden tenyésztési
modszernél fuggetlendl a Iéptékalapvet kritérium a monokultdras tenyésztés. A sterilezés
modjat alapvéten az hatarozza meg, hogy milyen Kkodzeget, eszkaaremenk
csiramentesiteni, igy beszélhetiink fizikabuél, nedves ével, UV-val), illetve kémiai
(formalin, alkohol, hypo) sterilezési modokrol. Arinentacios technologiaban a sterilezés
folyamata és Iépései a félizemi és a teémiéptékben nagyrészt megegyeznek. Ebben a

fejezetben ezeket |épéseket fogjuk tanulmanyozmaigpyarazni.

4.1.1. Levegbsziro sterilezése

Aerob fermentaciok soran nagy mennyisétevedt juttatunk be a fermentorba a
mikroorganizmusok oxigén igényének kielégitéséréeviegben mindig jelen vannak spérak
illetve a porszemcsék feliletén kilonBoamikroorganizmusok. Igy miétt bejut a
fermentorba eltér porusu sirokén aramoltatjuk at a szennyézlevalasztasa érdekében. Az
utolso s#rének, melynek a porusatnége 0,2um a mikroorganizmusok és spoérak kiszse a
feladata. Ennek érdekében ezt minden fermentadidésa eitt sterilezni kell. A s#rébetét
egy- vagy kétréteg teflon, amely polikarbonat 8mhézzal van egybeépitve, ez |t
teszi, hogy szemrevételezéssel megallapitsukirérszk az elhasznaltsag fokat. Amennyiben

sérulést, anyagmaradvanyt vagy tulzott elszidégt tapasztalunk aisst cserélni kell.

A sziirétorony sterilezésének menete:

e A szirétornyon |éw Kkifavatd szelepeket kézzel bedllitjuk agy, hogylewved
kidramlas ne legyen tul &s.

» A szirétorony felett talalhaté kézi membranszerelvények&etdrol atallunk dizre.

» A kifuvato szelepeken asgaramlast pipara allitjuk.

* Ennek a §zaramlasnak minimum 20 percig kell tartania.

* 20 perc elteltével van lelistegink atallni szaritasba. Kézi membranszerelvémyek
atallunk gzrél levegire.

» Ha a s#rétoronyban mar nem latunk nedvességet, elzarhatiifeato szelepeket
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4.1.2. A fermentor Ures sterilezése gzzel
A fermentor feltoltés ékti, Ures allapotdban végezzik el, amely soranrradatorhoz tartoz6
cshszakaszokat is csiramentesitjik. Annak érdekébssrik ezt, hogy a csbvekben és a
fermentorban a nehezen eléthébltterek is §zzel atjartak legyenek, melyek a taptalajjal
tortérd sterilezés soran nem biztos, hogy megoldottak éieek. Ezt a riveletet a

szirétorony sterilezése mellett is végrehajthatjuk.

Ures @z0s sterilezés menete:

» A folyamatirdnyito rendszeren elinditjuk az ,lrésrdez” miveletet.

* A miveletet szintén minimum 20 percig végezzik. Eztatatmintaves kézi
membranszelepének nyitasaval adévezetékekben felgylleil kondenzvizet
idokozonként leeresztjik. Fokozott figyelmet igényel altécsonk szabad végén
id6kdzonként kidramld ¢g. A folyamatirdnyité rendszeren manudlisan tudjlikani
a nyomasszabalyozo szelep allasat, igy tudjuk yégolni a készllék bélsnyomasat
es ezzel egyutt adimérsékletét is.

» A folyamatiranyité rendszer 20 perc elteltével &gyeztet, hogy atéllhatunk szaritas
miveletébe, melyet a ,kontroll” gomb megnyomasavhkéink el.

» 80 °C-ig a rendszer steril levédpefuvatdsavalill, majd ezt kdveten a duplikatorba
bearamlo ftéviz is seqiti a lefiést.

* 40 °C-ot elérve a rendszer atall alaphelyzetbe.

4.1.3. Tomszelence sterilezése
A dupla csuszogdiriis tomszelence zaréfolyadékat a technologia@bgl bekondenzalt viz,
nyomasat a technolOgiai 6grendszer nyomasa biztositia. A zaréfolyadék egylaen
tomszelence kenését is biztositja. Haékddées kozben leesik a nyomas vagy elfogy a
folyadékfazis, a tomszelence sterilithsa mégig rosszabb esetben tonkre is mehet.
Kotelezy sterilezni a tomszelencét a nyari illetve a tdéllas, ferdzott fermentécio,
energiaszinet, a tomszelencét is érijtvitds utan. Javasolt serilezni a tomszelencét 3-

ciklusonkeént, illetve kilondsen nagy terhelés éddtatszammal futtatott ciklus utan.

Tomszelence sterilezésének menete:
* A készulék alaphelyzetben van.

» A zarofolyadék tartaly it6viz bemes szelepét elzarjuk
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* Megnyitjuk a zarofolyadék tartaly aljan wgombcsapot, melyth kis mennyiség
kondenzviz folyik Ki.

« A tbmszelence legmélyebb pontjan déwgdémbcsapot Ovatosan nyitjuk. Ezzel
megkezdtik a tdmszelence uritését. Torekedjunk aogy kis elvétellel dGriljon a
zarofolyadék tartaly, hogy megvédjuk a tomszeleaddttelen felmelegedést

» A zarofolyadék tartalyban aodmeérseklet eléri a 150 °C-ot, jelezve azt, hogy a
tartalybdl a kondnzviz kitrlt.

* Amikor a gz megjelenik a tomszelence legals6 pontjan, a geela gzkiaramlast
allitsuk pipéra.

e Minimum 20 percen at sterilezzik a tomszelencéteket tobb is.

20 perc utan zarjuk el adégkiaramlast. A zarofolyadék tartdly also leerészt
gombcsapjat zarjuk el. Aitbviz bemen szelepet kb. 50%-ra nyissuk meg.

* Ahhoz, hogy a tdmszelence csuszirgy kozotti a folyadekfilm kialakuljon, legalabb

1 6rat varnunk kell. Ez alatt azdicdlatt a keveit tilos elinditani.

4.1.4. Fermentor feltdltése taptalajjal
Egy fermentor teljes térfogatanak altalaban csak-80 %-ig toltjuk fel. Ennek tobb oka is
van:

* leveghztetés soran megnoveljuk a térfogatot

» valamennyi habtér mindig sziikséges a folyadékéziett

* tbmszelence megbvasa a szentiyed
A taptalajkomponenseket por alakban, vagy felolddéstetien a fermentor fets nyithato
munkanyilasan keresztil juttathatjuk be. A megatitogat eléréséhez tovabbi ioncserélt-
vagy haldzati vizet az oltokoron keresztil adadoliy tiptalajnak a tomegét tudjuk leolvasni
a folyamatiranyito rendszeren, de ha ismerjukirdsegét, konnyen kiszamolhatjuk a pontos

térfogatat is.

4.1.5. A taptalaj in situ sterilezése @zzel
A taptalaj sterilezése egy koéteteteladat, ha monokultaras tenyészetet szeretnérghlgzni.
Azon ritka kivételekdl eltekintve, amikor rendelkezésre all egy folyaosasterile# vagy egy
kilén erre a célra kiképzett taptalaj sterleéist, a t4ptalajt mindig a fermentorban, a

fermentorral egytitt sterilezzik. Laboratoriumitip (Uvegfermentorok) esetén a taptalajt a
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fermentorral egyitt nedvesizgel autoklavban sterilezziik, mely soran dnthrtasi idt a
térfogattal aranyosan névelni kel situ sterilezéssl akkor beszélink, amikor a bioreaktort
az adott helyén, onnan nem elmozditva csiramejifesiEnnek egyik valtozata, amely
ugyancsak laboratoriumi Iéptékben hasznalatos, @mikels, elektromos itészalat
alkalmazva érjuk el a sterilezésbrnérsekletet. Nagyobb térfogatu fermentorok duptikal
faldak, amelybe adzt bevezetve érhetiink el magasabmérsékletet. Ezeknek a sterilezése
soran direkt §zbevezetéssel is gyorsithatjuk a sterilezésidrséklet és a megfetehyomas
elérését. Az eddig emlitett sterilezési médok avesdjzzel valo sterilezéshez sorolhatoak,
melyek soran a taptalajomérsékletének legaldbb 121 °C-ot kell elérnie ésnea

hémérsékleten legalabb 20 percet kell eltbltenie.

150 L-es féluzemi fermentor sterilezésének menete:

Egy megfeled folyamatiranyitdé rendszer segitségével ez (avatet teljesen automatikussa
tehet, de a készlléken be kell allitanunk néhany kéeredzényt a nagyobb biztonsagu
sterilitds és a helyesiikodés érdekében.

» Ellendrizzik a sterilezés inditasatla készulék lezartsagat.

* Nyissuk pipara a mintavévkézi membranszelepét és az adagold csonkoé |év
szerelvényeket.

« Allitsuk be a késziilékabran a fermentacio induldapsétereit, a paramétertablan
pedig sterilezés dfokat, idejét és a végszelep zarashoz tartardénsékletet (80-95
°C).

* Inditsuk el a sterilezésimeletét a folyamatiranyité rendszeren.

* Felfitésl: A duplikidtoron keresztulbgbefuvatdssaliti a fermentort. A duplikator
hitéviz be és ki szelepei zarva, csak a duplikator komdiz elmeé szelepe van
nyitva. A végszelepzarasstok eléréséig a készulékben nincs tulnyomas. Arpipa
allitott membranszerelvényeket elbeizzik. (9. abra)

» Felfiités2: A végszelepszabalyozé a program algoritmusaing felvaltva nyitja
illetve zarja a szelepet a megfélelyomas elérése érdekében. Duplikatoron tovabbra
is éllando a gzbeflvatas. Szintén egy megadott algoritmus szeiiekt ghzbefuvatés
torténik a feléleved-, az alsélevegilletve a mintave§ szerelvényein keresztil. 100
°C felett allitsuk az adagoldé csonkok kézi memlzétepeivel a @zt pipara.

Formalinos vattaval és aluféliaval tekerjik korf. abra)
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 Héntartds: ha a rendszer elérte a 121 °C-ot Aatéltantas niveletébe. A
végszelepszabalyz6 nyitassal, zarassal automatikébidja a bel§ tér nyomasat,
mely 1-1,2 bar talnyomas kozoétt ingadozik. Ankartas a paramétertdblan megadott
ideig tart. (11. abra)

» Hités: A gizbearamlas minden szerelvényen mégig helyette steril leved favat a
felsdleved szerelvényén. Duplikatorbaitdviz kerll. A visszatités megkezdésekor
lezarjuk az adagolé csonkok kézi membranszelepia dsonkok végein a formalinos
vattat és alufdliat a bekdtésig rajta hagyjuk. @@a)

» A sterilezés ideje alatt ellérizzik a készlléket, barmilyen rendellenesség meseté
sterilezeést allitsuk le.

 Ha a Bmeérseéklet elérte a megadott értéket a program ataxtall a fel§leved

miveletébe.

Alaphelyzet

Bemend levegd
Nyomasszabalyozo

0%
Goz o > ,
* Elemend levegd
L | .
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Hiitoviz el
1 4>
1
Goz +  Goz
« ¢|4—<—
»T ®
v %Iliit(')viz be
Y -
|
\l/ lb‘q :

P
Kondenzviz el

9. &bra Alaphelyzet. A bemeharamok (fitéviz, goz, leve@) szelepei zarva vannak. A szelep
szine és a vezeték szine kulonfdkkor az adott szelep zart allasban van. Ellefhksetben
nyitott allasban vannak a szelepek.
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Felfutésl

Bemeno levegd
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1
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Kondenzviz el

10. braFelfiités 1. Gz aramlik a duplikatorba. A végszelep zarasartdbktaig (85 °C) tart.
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Felfiités2

Bemeno levegd
Nyomadsszabalyozo
Y 50-100%
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Kondenzviz el

11. dbraFelfiités 2. Gz aramlik a fermentorba a lexegemewn. A megadott dmérséklet
(121 °C) eleréseéig tart.

Hontartas
Bemeno levegd
Nyomadsszabalyozd
v 50-100%
Goz e > » )
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Kondenzviz el

12. dbraHontartas. 121 °C-ot és 1,1 bar nyomast a megaday tdrtja.
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Bemeno leveg6 Hutes

Nyomasszabélyozd
37%
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<« Elemend levegd
: .
X _\
Hiitoviz el
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1
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Kondenzviz el

13. dbraHités. A tontartast koveten a duplikatorbaitiéviz, a fermentorba steril levég
aramlasa seqiti a lékeést a megadottdmérsékletig. A bearamloé levég@llandé nyomas alatt
tartja a készuléket.
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4.2 .Fel$leved miivelete
A sterilezési niveletek elvégzésével a készilék készen all a tesftés vald leoltasra, az
inokulalasra. A taptalaj sterilezését kdart a folyamatiranyitd rendszer fésved
miveletébe kerll, mely alatt a rendszert sterilenjataa leoltas megkezdéséig. Emellett
szamos paramétert be tudunk allitani igény szaretyek a kovetkeek:

* Nyomasszabalyozo az altalunk megadott értékematafels tér nyomasat.

» A steril tAptalajbol mintat tudunk venni, a mintagesonkon keresztiil.

» A felslevegs mivelete soran steril levég favat a rendszerbe megadott algoritmus
szerint az alsélevégés felélevegs szerelvényein keresztiil. igy a taptalaj rovidind
belul telibdik oxigénnel és az oldott oxigén elektrodankatelsfeveg mivelete
soran kalibralhatjuk 100%-ra.

* A motor fordulatszamat, a taptalajorhérsékletét és kémhatasat igény szerint
allithatjuk.

* Oltast csak feleved miveletben indithatunk.

4.3.Az oltas mivelete
Laboratériumi Iéptékben az inokulum mennyisége geiliterl 1-2 literig terjed, melyet
egy arra kiképzett lombik segitségével jutattunkabiermentorba. Altalaban az oltbanyag a
gravitacié segitségével egysiaen belefolyik a fermentorba, hiszen a fermentosdjében
nincs vagy minimalis a talnyomas. Ipari léptékbeteraneb fermentorok oltasa mindig egy
masik kisebb fermentorrdl torténik az oltokdrokdardsztil, melynek a sterilitasarobsdleg
gondoskodni kell. Félizemi Iéptékben lefsgtglink van a két mddszer kdzul valasztani. Ha
az inokulum mennyisége 1-2%, tehéat egy 100 liteéggérfogat esetén csak 1-2 liter, akkor a
lombikrol tortérd oltast vélasszuk, &t nagyobb mennyiség esetén a fermentorrol

feremntorra tortéh inokulalast respektaljuk oltokoéron keresztul.

Kis mennyiséf (1-2 liter) oltéanyag inokuladldsédnak menete:

* Félautomata rivelet, mely soran a folyamatiranyitd rendszerenolds parancs
megadaséat kovéen a rendszer fokozatosan csokkenti adoglisnyomasat.

» Az oltdshoz két személy jelenléte sziikséges. Hitngdmas lecsdkkent 0,1 bar ala, az
egyik személy az oltécsonk menetes sapkéjat megeékljlang mellett csavarja le. A

masik személy gazlang mellett tolti be az inokultiamoltocsonkon keresztiil.
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A csonk lezaraséat kovetn nyomjuk meg a kontroll gombot, amely agrelmegadott
paraméterekkel inditja a fermentacidivaletét. A kontroll gomb megnyomasa a

fermentéacio 0-dik iéipontja.

Oltas oltékordn keresztil:

Ha az inokulum mennyiségélbadédéan nem tudunk oltécsonkon leoltani vagyrakulum

tenyésztése egy kisebb fermentorral torténik, akdzooltokoéron keresztil kell végeznink az

inokulalast. Ezen fvelet elvégzésére egy megféeh kiképzett nyomastartdé edényre van

szilkségunk, ami adott esetben lehet maga az in6Kelkinentor is.

Az oltokoron keresztlil tortén oltas soran egy flexibilis szilikon é&steremti meg a

kapcsolatot az inokulald és a leoltand6 fermentimokt. igy a flexibilis csovet az oltdkor

részének kell tekinteni és biztositani kell a stédat.

A flexibilis cs6 egyik végét a ¢gcsapra, masik végét az oltokorre kapcsoljuk. A
gézcsap megnyitdsa utan a folyamatiranyité rendszexeheflvatas parancsot
valasszuk. Az oltokér és a mintavek6zotti szelepek nyitott allasa biztositja, hogy a
g6z a mintave®n aramoljon ki. Ez a folyamat korulbelll 20 pertagson.

Az oltokort mindkét iranybdl ggdltetni kell, igy a 20 perc elteltével a flexibilc®
Vvégét a §zcsaprol a csatornara helyezzik és az oltokézbigs parancsot adunk.
Ebben az esetben &zyaz oltokor faebl a csatorna iranyaba aramlik. Minimum 20
percig gzoltetjuk.

Az inokuldl6é fermentorra bekdtjik a technikai leegmely egy 0,2um-es s#rén
halad at az atoltas soran. A bekdtésen egy kéhabmawd szelep van, mellyel a
leved aramlasat tudjuk finoman szabalyozni.

A folyamatiranyité rendszeren allitsuk be az oltbk@szenlét iveletét.

Inditsuk el az oltas fiveletét, mely soran a fermentor lielsyomasa fokozatosan
csokken.

Ha a nyomas 0,1 bar ala esett, alljunk at oltokészenlétbl oltokori nyomatasra, €s
ezzel egyidben inditsuk meg a levégbearamlasat az inokulaldo fermentorba. A
megnovekedett nyomas hatasara a flexibilis csowebasdztil bearamlik a fermentorba
az inokulum.

Amint az inokulum kitrult a fermentorbdl a kontrgjomb megnyomasaval all at a

rendszer a fermentaciodiiveletébe.
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19. képOltas fermentorrél fermentorra oltékdron keresztil

4.4.Fermentalas nivelete
Az oltas befejezésével (a kontroll megnyoméasavalfolyamatiranyitd rendszer atall
fermentalas riveletébe. A paramétertdblan megadott paraméterekinszallitta be a
kevertetést, bemérleveg mennyiségét, a béltér nyomasat, kémhatasat ésniersékletét.
Ezen paraméterek modositasara lébagiink van a fermentacio alatt, ha a paramétentabla
vagy szabalyoz6 panelen megvaltoztatjuk az SV (sdtie) értékét. A diagramablak
megnyitasaval nyomon tudjuk kovetni a mért értékdibeni valtozasat. Fermentalas
miivelete alatt az 6kamra ¢zzar alatt van, ezzel biztositia a steril mintavéés
részleengedés lelisegét. A mintavételt elindithatjuk a készilék nteltalalhaté kontroll
gomb megnyomésaval vagy a folyamatiranyité reneéseés. Ekkor megadott mennyiseg
mintat vehetiink, de a mintauiv elhelyezett kézi szeleppel, manualisan is szakBbtjuk a
levenni kivant minta mennyiségét. Befejezése arktirgjomb megnyomasaval térténik, mely
utan Ujra gzzar ala keril a mintavéwsonk. A mintavétel ideje alatt a kevertetés malim
fordulatszamon, a levém fel$ leved szerelvényén aramlik be.

A kovetked abran lathato a fermentalasivelete alatt allé készilék szelepeinek allasa.
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Fermentalas muvelete
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14. braFermentélas dvelete

4.5.Fermentacio befejezésével kapcsolatodiueletek

Akkor tekintiink egy fermentaciot befejezettnek, lamnia termék képmléséhez szikséges
feltételek mar nem adottak. Egy szakaszos- baichentacio esetén ez a feltétel jelléerz

a tapanyaghiany, melyre szamos paraméter valtoazladdivetkeztethetiink. Folyamatos
mintavételezéssel detektalhatjuk a tapanyagok kurdedjat és a biomassza toémeg
novekedeését, majd csokkenését. Az oldott oxigérekenese, a szén-dioxid szint csokkenése
valamint az egyszércukrok alkalmazasa esetén a pH novekedés adlamia€iot arrol,
hogy a tenyészet hanyatl6 fazisba |épett. Fed-bi@ichentacié soran folyamatos tapanyag
raadagolas torténik, altalaban a tenyészet noveked& stacioner fazisatol kédden. A
fermentacio végét a megnovekedett folyadékszimkola. Folytonos fermentaciok kevésbé

jelentbsek az iparban, melynek befejezését a karbantantaskalatok indokoljak.

4.5.1. Részleengedés/Leengedés
Részleengedés iweletét hajtjuk végre, ha egy raadagolasos fermgnt&gsoran a
folyadékszinten szeretnénk cstkkenteni vagy a ledeit) tenyészetet egy masik fermentacio
inokulumaként szeretnénk hasznositani. Ha a fetémak csak egy bizonyos mennyiségét
szeretnénk feldolgozni, akkor is ezt divaletet valasztjuk. A folyamatiranyité rendszer
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paramétertablajaban megadott mennyiséget (kg) zlesrgiedés fivelet inditasaval az

oltékoron keresztili nyomatéssal hajthatjuk végre.

A leengedés abban kilonbodzik a részleengéllébbgy ezen mivelet soran nem egy

megadott mennyiséget, hanem a teljes fermentlékitgsa torténik az oltokordn keresztiil.

4 .5.2. Inaktivalas

Leengedés vagy részleengedés utan a fermentorbagigminarad €& mikroorganizmus,

melyet kezelés nélkil nem engedhetiink a csatorKé@raiai anyagokkal ésokezeléssel ezt

a maradék fermentlevet inaktivalni kell.

Az inaktivalas nivelet inditasa élt a fermentor alaphelyzetben van

Felbontott munkanyilason keresztil a kéwengelyt és a fermentor falait lemossuk
eros vizsugarral.

Ha szikséges 1-2 deciliter natrium-hipoklorit/5@&gnentlé hozzaadasaval fokozzuk
a mikroorganizmusok inaktivalasat.

A munkanyilast visszazarjuk

A folyamatirdnyitd rendszeren inditjuk az inaktésl miveletét, mely megadott
homérsékletre (altalaban 85 °C) éétattamig végzi a feltarast.

A miivelet végeztével a fermentor automatikusan alagkeébg all at.

4.5.3. Kilrités
A kiurités mivelet az oltokoron keresztlil nyomat a csatornara.

Ellenérizzik, hogy a tondl egyik vége az oltocsonkra, masik vége a csatomsahn
rogzitve.

A folyamatiranyit6 rendszeren inditjuk a kitritésgramot.

A nyomasszabalyozo allasa dvelet alatt teljesen zart allapotban van, mig adrém
leved mennyisége 100-150 NL/min. A megndvekedettdalgpomas (2 bar) hatasara
fermentor tartalma az oltokoron keresztll a csai@mavozik. (14. abra)

Kilrités utan a készulék automatikusan alaphelgzkébll.

Kivesszik az elektrodakat, megtisztitjuk és a Halyivakdugot helyezink.

A munkanyilason keresztil mossuk Ujra a készuléktd@t, a kevéitengelyt és a
fermentor falait e¥s vizsugérral.

Majd visszazarva a késziléket inditsuk el Ujraliaités niiveletet.
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Kitirités
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15. dbraKidrités

4.5.4. Késziilék mosasa

A készulék domterét, a kevidengelyt és a falait alaposan mossuk s etfizsugarral.
Ha szlkséges tegylnk bele natrium-hipokloritot viagtyium-hidroxidot, majd toltsiik
fel a készuléket vizzel amennyire csak lehet a ranyikas tetejéig.

Bizonyosodjunk meg a készllék zart allapotarol,chiaglitsuk el a mosasiivweletét a
folyamatiranyitoé rendszeren

A mosas 2x1 6ras szakaszbdl all, melynek eészében a paramétertablan megadott
héfokon aztat (95 °C), majd a kevefordulatszamat valtoztatvadzt és levegt fuvat

a fermentorba. Ebben a szakaszbarbradrséklet 110-120 °C-ot is elérheti. Ezzel a
homérséklet okoztadtdgulassal atmosatjuk a leveglmerét és leveretjik a domteret.
A mosas program soran 40 °C-ra vissiah rendszert, majd atall alaphelyzetbe.
Uritstik ki a készuléket a kitritédimelettel.

Ha szikséges végezzik el a mosésatetét még egyszer.
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5. Féluzemi fermentaciés gyakorlatok
Az elbzé fejezetekben bemutatott 150 literes félizemi fertme manudlis és automata
miveleteinek tanulmanyozasat kodeh a hallgatbk a gyakorlatban is végrehajtandd
feladatok részletes leirasaval ismerkedhetnek robgrea fejezetben. A sterilezésiveletek
szakszdr tervezésének kritériumaival és annak megvalosighsaA gyakorlatokon
végrehajtandd batch illetve fed-batch fermentad&shnikak tanulményozaséval és azok
kiértékelésével.

5.1.Féliizemi fermentor sterilezése
Sterilezés alapjali
A sterilezés csiratlanitast jelent, ami alatt atjtig, hogy az adott kbzeg vagy eszkdz mentes
mindenféle fez6 mikroorganizmustol. A sterilezés az egyik legfaatob ebkészit
mivelet a fermentacios iparban, hiszen keveés kividteltekintve monokultiras tenyésztés
szikséges, melynek feltétele, hogy szamunkra csdlasznos mikroba legyen jelen a
kozegben. Egy rosszul sterilezett tapoldat nagytessgeket (iflveszteség, anyagveszteséq,
gazdasagi kar) okoz. Kistizemi léptékben alkalmazitamentesitési eljarasok kozulavél
tortérd élo sejt elpusztitas és a mechanikaiirés a leggyakoribb. Mechanikai iséssel
torténik a bemeh levednek a csiramentesitése, mig nedvégeha folyékony kbdzegek,
csovek és az eszkozok sterilezése.
A cél tehat olyan életteret létrehoznbtkiezeléssel a tenyészteni kivant mikroba szamara,
melyben nincs jelen mas mikroorganizmus. Egy bipsnytmérséklet felett minden
mikrooganizmus, még a termotolerdns mikrobak is he#r modon pusztulnak. A
pusztuldsnak a kinetikaja fiigg az adott mikroorgamis fajtajatdl, annak vegetativ
formajatdl, illetve a bkezelés fajtdjatdl. Nedvesével szemben az ellenalld spoérak
erzékenyebbek, mint szarazviel szemben. A sejtek pusztulasanalkbeli lefolyasa
exponencialis jellefy elssrendi kinetikat kdvet:
dN
dt
ahol, azN: az éb csiraszam (db/cth k: hdpusztulasi sebességi allandé (Hirt: idé (min).

=—kx*N

Az egyenletet integralva kapjuk:
Ny
In— = —kt
"N

ahol az\, a kezdeti sejtszam, &k t id6 elteltével kapott sejtszam.
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A k érteke minden esetben a mikroorganizmusra jellerddéek, mely a émérséklet
valtozdsaval mas-mas értékeket vesz fel. Ha alldmodérsékleten vizsgaljuk a kezdeti
sejtszamot és ismertdcelteltével meghatarozzuk az életben maradt segédknat konnyen
kiszamithato & értéke az adott mikroorganizmusra. Ehhez grafikudarazolni kell az il
fuggvényében az N/iNertekeket, ahol az \a kezdeti sejtszamot az N pedig ében mért
sejtszamot jelenti.

t

16. &braForras:Sevella Béla: Biomérnokiiweletek és folyamatok (2012)

Néhany mikroba épusztuladsanak sebességi allanddja:

Mikroba T (°C)| k (min™)
Bacillus subtilis(vegetativ) 110 27
Bacillus subtilis(sporak) 121,1 3
Bacillus stearothermophiluspo6rak)| 104 0,051
125 6,06
130 17,52
Clostridium botulinun(spérak) 104 0,42

Forras: Sevella Béla: Biomérnokiineletek és folyamatok

Mivel a gyakorlatban idigényes feladat lenne meghatarozni az adott 64ért
mikroorganizmus dpusztulasanak sebességi allandojat, ezért a gtesileljaras validalasara

a Bacillus sterothermophilusermofil baktérium sporait alkalmazzak, melynklkallandoi
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ismertek. Ha egy ismeretlen féxés esetén szeretnénk meghatarozni a sterilétékah és
idotartamat, célszérennek a 6tiiré baktériumnak a dpusztulasi adatait hasznalni, hiszen j6
eséllyel sikeres sterilezési paramétereket kalkatahk a fedzésiinkkel szemben.

TEC) [k (MinH|TC) [k mMin®|T(CC) |k min?
100 0,019 111 0,267 121 2,538
101 0,025 112 0,336 122 3,16
102 0,032 113 0,423 123 3,929
104 0,051 114 0,531 124 4,881
105 0,065 115 0,666 125 6,056
106 0,083 117 1,045 127 9,293
107 0,105 118 1,307 128 11,494
108 0,133 119 1,633 129 14,2
110 0,212 120 2,037 130 17,524

Forras: Sevella Béla: Biomérnokiinveletek példatar (2001)

A sterilezési idnek megfelelen hosszu igtartamot valasztva elérhetjuk azt a pontot,
melynél kijelenthetjik, hogy annak a valosdége, hogy él mikroorganizmus van a
rendszerben minimalis. Am soha nem éri el ennekabseirisége a 0 értéket. A
biotechnolégiai iparban az Aaltaldnos elfogadhat6loszaniség, hogy nincs &l
mikroorganizmus a rendszerben 99,99%, tehat destési kritériumként az 1oR) = 10° —
10* fogadhato el, ahol aof)) annak a valésziisége, hogy a t ben egy csira még tal
Mas szlval, csak minden ezer steriledéslgy nem sikeril, azaz tutémarad a rendszerben.
A fermentacioés tapoldatok sterilezésesitu, a fermentorban torténik. A tapoldat sterilezési
homérsékletre valé felmelegitésének ideje és onnatén®d lehilésének idtartama is
hozzajarul a 8pusztulas sikerességéhez, melyet minden esetbgeldigbe kell venni a
biztonsagos, de minimalihtartasi id meghatarozasahoz. Apusztulas jelészama ¥) a
kezdeti és vé@scsiraszam hanyadosanak a logaritmusa. A teljetegtessnek a dpusztulasi
jelzészamat megkaphatjuk, ha az egyes szakaszokbaiitégelfténtartas, lefilés) mért
pusztulasi jeldszamokat 6sszeadjuk.

Visszes= Vreifites T Vaontartas T Vhites

N ] N ] Neojsiora N, - 3
Visszes= In kezdeti =In kezdeti +In felfiités +n héntartas

Nvégso" Nfelfiités Nho"ntartés Nvégsa"

Szakaszos sterilezésnél atiedsi, lontartasi és iitési szakaszok hozzajarulasa a sterilezéshez

jellemzéen a kdovetkedk:
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erlfijtés Vho"ntartés Vhiités

=02; —=0,75;

Visszes Visszes osszes 0.05
A taptalajok szakaszos situ sterilezésekor altalanosan elfogadott paraméterek:
hémeérseéklet: 121 °C
alkalmazott tiinyomas a készuléken: 1,1 -1,2 bar
héntartasi id: 20-60 perc
A fermentécios térfogat névekedésével Gmthrtasi idt novelnink kell, hiszen a nagyobb

készulékeknek nagyobb ékapacitasa és a&hek minden pontba ugyanannyinak kell lennie.

1.Példafeladat

100 liter taptalaj elkészitését kofeh megvizsgaltuk a taptalaj fézbttségi szintjét, mely 70
db spéra/ml volt. A spérénak @pusztulasi sebességi allandéja 121 °C-on 3,2'mennyi
legyen a minimalis éntartasi id, ha 99,99% sterilitasi kritériumnak szeretnénk faledni?
(Tekintsuink el a felftés és letités alatti Bpusztulastol.)

Megoldas:
Po(t)=0,9999>1-Py(t)=10"* = N
k121=3,2 min*
No=10*10*10°=10"*db spéra

In(10'4/10%)=-3,2t
t=11,51 min

2.Példafeladat

100 liter taptalaj ismeretlen eretietpérakkal fetzott, melynek milliliterenkénti szama 30

db. Ismerjik a fermentorunkitési-hitési Hbehatolasi gorbéjét, melyeket az alabbi
diagramon lathatunk. Mennyi legyen @nltartasi id, ha 99,99% sterilitasi kritériumnak

szeretnénk megfelelni?
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125

Hoémérséklet valtozasa a felfitési és lehiitési szakszokban
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&
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Felfiités Lehiités
Megoldas:

A sterilitasi kriteriumbdl szamoljuk ki mennyi az.dys.

Po(t)=0,9999>1-Py(t)=10"* = N
No=10P*10*10°=10"db spéra

Szamoljuk ki a Bipusztulas jeldszamat:

N kezdeti

Visszes= In N
vé€gsd

VissszesiN(1015/10-4)= 43,74
Meg kell hatérozni a felitési és lefitési szakaszokban @&pusztulasi jelészamot. A
12. tablazatban szerépBacillus sterothermophilugermofil baktériumfaj sporainak
hopusztulasi sebességi allandoit alkalmazva megszaitied a k-ids gorbe. A gérbe
grafikus integralasaval megkaphaté aifedsi és ktési Fpusztulasi jelészam.

Felfités Hités

t (min) [ T (°C) | k (miY) [t (min) [ T (°C) | k (min)
1 100 0,019 15 121,2 2,538
3 104 0,051 16 120,8 2,037
4 105 0,065 17 118,2 1,307
5 107 0,105 18 115,8 | 0,666
6 110 0,212 19 106,9 0,105
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7 112 0,336 20 97,7 0,019

8 115 0,666

117 1,045
10 119 1,633
11 120 2,037

12 121 2,538

k - 1d6 diagram

30

k (min™)

idd (min)

[ S
Felfutes Lehttés

* A gorbe alatti tertlet kiszamitasaval kaphat@egitesi €SVhitssijelzészam.
Vielfitesi 7,46
Vhitesi 5,39
Vhintartas=V ssszes(Vielfitest Vhites) =30,89
K121=2,538
VhsntartasKi21t 2t=12,17 min

Sterilezési gyakorlat
A gyakorlat soran a hallgatok elsajatitjak egy Zélini fermentor sterilezési |épéseit, mely
alapvebt feltétele a monokultaras fermentaciok kivitelezé@seA gyakorlat magaba foglalja a

bemerd leved sZirésére alkalmazott ggtorony sterilezését, a fermentor Ures allapotaban
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végrehajtandd Uressgos sterilezést és a taptalaj sterilezését. Alstés egyes lépéseinél
tapasztaltakat jegykonyvbe felveszik és a gyakorlat végén megalldpitga sterilezés
sikerességét. A gyakorlat soran a valtozé paraeiéerfeljegyzik, és a megszerkesztik az
sterilezés idprofiljat, melyhez segitséget nyujt az alabbi abra.

A taptalaj sterilezésének idprofilja

250 1,8
e - 1,6
o
E . W»—/\/\/\/VM »
S
i - 1,2
g 150 ,c%\
=5 )
o 0
L % - 0,8 g
2 100+ - 06 S
=6 -
Q o - 0,4
~ o /
‘O — 50 -
0 e r 0,2
|-
S O - 0,0
I m 0

T T T T T T -0,2
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0
idé (6ra)
—— Hémérséklet (C°)

—— Nyomas (bar)
—— Bemeib leved (NL/min)
— Fordulatszam (rpm)

A diagram egy idedlis lefutasu taptalaj sterilenek képét lathatjuk. A dmérséklet

emelkedésének ideje fontos paraméter @pubztulas é€s a rendszerézggényenek
szempontjabol. A éntartas ideje az &e megadott ideig tart, melyhez legalabb 1 bar
tulnyomas tartozik. A éntartast koveten a fités soran a rendszer a duplikatorba engedett
hitéviz mellett a bemeéh leveg aramlasat is megkezdi, ezzel biztositva a nyonaast
készulékben. A diagramon 2,2 oranal latszik, hogstaailezés riveletéldl a feldleved
miveletébe all at a folyamatiranyito rendszer és eampatertablan megadott nyomas,

leveghztetés és fordulatszadm mellett tartja sterilerpgatajt.

Gyakorlat menete:

1. Iépés: Strétorony sterilezése a 4.1.1. fejezetben leirtakisizer
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2. lépés: Ures égos sterilezés a 4.1.2. fejezetben leirtak szerint.

3. |épés: Tomszelence sterilezése a 4.1.3. fejezédimtak szerint.

4. lépés: A gyakorlatvezétaltal kiadott taptalajkomponensek kimérése ésradatorba
valé beadagolasa. Feloldast kdest mintat kell venni és meghatarozni a sporak,
illetve az éb sejtek szamat.

5. |1épés: A taptalaj sterilezése a 4.1.5. fejezetbétak szerint torténjen. Szamolja ki a
fert6zottségi szint alapjan a minimali§ritartasi idt, és allitsa be a paramétertdblan a
sterilezés Hfokat, a végszelep zarasanakntérsekletéet és adhtartas idejének
hosszat.

6. lépés: A sterilezési program befejezésével haggjdilyamatszabalyozo6 rendszert a
felsdleved) miveletébe, 18-24 6ra mulva vegyink mintat és éliealk a sterilezés

sikerességet.

Feladatok:
« Abrazolja grafikusan a sterilezéémérséklet- nyomas- és bensdrveds idéprofiljat.
« Hatarozza meg a féifési szakasz éditési szakasz idejét. Ertelmezze a nyomas és a
bemeis leved valtozasat a sterilezés ideje alatt.

o Készitsen mikroszkdpi képet az esetlege$iésil.

5.2.Batch fermentacios gyakorlat
Batch, mas néven szakaszos tenyesiteddkor beszéliink, ha az inokulalast k@est a
tenyészet novekedése tovabbi, hozzdadott szubs@héil torténik. A tenyésztés sordn a
szubsztrat metabolizalodik, biomassza és termélaktdeznek. Szakaszos tenyésztésnek
tekintjuk azt is, ha a tenyésztés aerob moddonvélgtH szabalyozottan toérténik annak
ellenére, hogy szubsztratot adagolunk a folyameinsddiszen a folyamatos levietéssel
oxigént juttatunk be a kbzegbe, ami a légzés smittgz A pH szabalyozas soran pedig sav
és lug oldatokat adagolunk, mely adott esetbennoassthatd komponenseket tartalmaz a
mikroba szamara.
Szakaszos fermentaciok Kivitelezésekor egyik lefjfk meghataroz6 a taptalaj
Osszetételének helyes megvélasztdsa. A taptalajpeem levs komponensek fogjak
jellemzben meghatarozni, hogy a fermentacid alatt mekkajitdmeget, produktivitast
érhetink el. A fermentaciés ipar dénttobbségben kemoorganotréf heterotrof

mikroorganizmusokat alkalmaz, melyekre jellédmbhogy az elektron- é€s hidrogén donor
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szerves anyag. A szerves anyagbol fogjak a novekedétermékek éhllitasahoz szikséges
energiat megtermelni, igy ezek mennyisége ésésemének kivalasztasa a legfontosabb
szempont a taptalaj 6sszeallitdsanak tervezésklapveten kétféle taptalajt kilonboztetliink
meg, a kémiailag definialt és kémiailag nem defirifomplex) taptalajt. Kémiailag definialt
taptalaj esetén a tenyészteni kivant mikroorganizrelemi oOsszetételének kozelitése a
vezérb elv, a tptalajpa méretibiogén-, mikro- és nyomelemek aranyat ez alapijjai
0ssze. A gyakorlatban altaldban a szén- és nitfog@sok kitlntetett szereppel birnak,
jellemzien ezek a komponensek, melyekoként limitalni fogjak a névekedést, mig mas
elemek foloslegben vannak jelen a taptalajban. Hermpaptalajok hasznélata jellethaz
ipari fermentaciok esetén az olcsésag és a magdsatzbmok miatt. Am ezek dsszetétele
nem definialt, a valtozatlan hozamok érdekébenmganensek éketes analizise sziikséges.
A taptalajtervezés dlslépése a fermentacidés folyamat sztochiometriaierbpt felirasan
alapul, melynek bal oldalan a taptalaj komponergeimennyiségét, mig a jobb oldalan a
keletkezett 0 sejttomeget és a termékeket tutdBll A sztéchiometriai egyenlet pontos
felirasahoz ismernink kell az adott mikroorganizmelemdosszetételét. A mikrobak
elemosszetétele faji és tenyésztési korilményegvigigye, am kisebb-nagyobb eltérésekkel a
szarazanyagra vonatkoztatott atlagos elemi dsstetédtovetked: szén: 40-60%; hidrogén:
7-8%; nitrogén: 7-15%; foszfor:2-4%; kén: 0,1-1%xigeén: 0-38%. Az elemdsszetétel
0sszege mindig kevesebb, mint 100%, mert a se@ig&leelemeket is tartalmaznak, melyek
az elégetéses modszerrel toétémeghatarozas soran a hamuban maradnak vissza. A
sztochiometriai egyenletben a mikrobaképletet Uggnett molnyi mikrobatémeggel adjak
meg, melyet Ugy kapnak, hogy az elemi dsszetéteigyes elemek atomtomegével osztjak
(pl.: Cg7H6,4502,0dNo 63... +hamu). A leiras megkonnyitésére bevezették aneygzett C-mol
képletet, melyben a C egyutthatdja mindig 1, az&2@etet a C-tartalomra vonatkoztatjuk
(pl.:CH1 800 5Np 2...+hamu). Ha a szubsztratok eés a termékek is joiniddtf 6sszetétdl
vegylletek, fel tudjuk irni a fermentéciot jellebnzztéchiometriai egyenletet.

Egy megfeleden kivitelezett batch fermentacid soran a mikrobaekedésének kilénbdz
szakaszai jol elkulonithétk. A novekedés addig tart, mig valamilyen, a nédéshez
szikséges komponens limitalo tényez valik. A ndvekedés szakaszai e tenyésztési nedidsz
alkalmazasa soran: a lag-, gyorsuld, exponencidiasnyatld, stacioner, €s pusztulo

szakaszokra oszthatjuk.
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Az exponencidlis szakaszban mért sejttdmeg novekiedigrmaciot ad az adott taptalajon és
tenyésztési korulmények melletti maximalis novelstdéata értékél. Ha a sejttdmeg
természetes alapu logaritmusat abrazoljuk &zfidygvényeben, az exponencidlis szakasz
egyenesként jelenik. Az egyenes iranytangense foggadni a novekedési rata ertéket.

A mikrobak novekedésével Osszefigdifejezés az erdd hozam, ami az egységnyi
elfogyasztott szubsztratra jutd sejttdmeg noévekedésiléseYys, ahol az§ az i-edik
szubsztratra vonatkozo efedozam.

dx
Yessi = s
l

A dx a sejttomeg valtozas,d§ a szubsztrat fogyas egy meghatarozaditatatt. A hozamok
kiszamoldsaval a taptalaj komponenseinek haszrs@udhatjuk meg. A kemoorganotrof
heterotr6f mikrobak tenyésztésekor szamunkra leg@skebb szubsztrat a szén. A
szenforrasnak egy része beépil az Ujonnan keldtkezjgdmegbe AS:), egy masik része
energianyerésre forditodik &).
AS = AS; + ASg
A ASc kiszamolhatd, ha ismerjik a szénforras C-tartaljimat a sejttomeg C-tartalmat,) és
a keletkezett Uj sejttdtmeg mennyiséget)(az alabbi egyenlet szerint:
a,AX = 04AS¢
Fermentaciok kinetikai jellemzésére hasznalt fogadoproduktivitas, mellyel jellemezhetjuk
a termékképidés sebességét. Onkényesen eldonthetjilk, hogymeri&icios produktumok
kozul melyiket tekintjuk terméknek. Ez lehet valgpan primer vagy szekunder metabolit,
extracellularis enzim vagy akar maga a sejttomeg is
dP (1)
] =4 (h)
A P az altalunk kivalasztott termék valtozasa egyseigidyalatt.
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A szubsztrat felvételi rata a szubsztrat sejtb@spumak sebessége, melyet felirhatunk az
egységnyi id alatti szubsztrdt mennyiségének csokkenéssel rhathikus rata) vagy
vonatkoztathatunk biomasszara is (specifikus rata).

3.Példafeladat:
Szakaszos modon tenyésztimspergillus niger fonalas gombat, definialt folyékony
taptalajon. Egyedili szénforrasként 10 g/L koncmi@ju glikdézt hasznalunk,
nitrogénforrasként pedig ammoniumnitratot. A fermderd ideje alatt meérjuk a glikoéz
fogyast és a biomassza kégdest. A biomassza elemosszetétele a kovétkelt: C: 45%, O:
33%, H: 6,45%, N: 8,92%.

* Az alabbi tablazat alapjan abrazoljuk a# fdggvényeében a glikoz fogyast illetve a

biomassza keletkezését. Hatarozzuk meg a novekegt#bén az exponencialis

szakaszt.

idé (h) | DCW (g/L) | Glukoz (g/L)
0 0,23 10
6 0,24 9,9
12 0,4 9,6
18 0,64 9
24 1 8,5
30 1,4 8
36 2,1 6,9
42 2,9 6
48 3,7 4.8
54 4,2 3,7
60 4,6 2,7
66 5 19
72 5.2 1,4
78 5,4 0,7
84 5,65 0,4
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Exponencialis szakasz

A,

4 B

DCW (g/L), Gliikéz (2/L)

idé (h)

—e— DCW (g/L)
—=— Gliikoz (/L)

e Hatarozzuk meg mennyi az exponencialis szakaszbperafikus ndvekedési rata:
Ehhez grafikusan &brazoljuk az exponenciadlis szakadatait felhasznalva az 6id
fluggvényében az In x értékeket. Az egyenes iraggsa fogja megadni az exponencialis

szakaszban a specifikus ndvekedési ratat.

ids (h) | DCW (g/L)[In x
30 1,4 0,336
36 2,1 0,741
42 2,9 1,064
48 3,7 1,308
54 4,2 1,435
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Az egyenes meredeksége megegyezik a specifikuskedgsi rataval, mely az esetiinkben
0,05 h'.
» Szamoljuk ki az ergilhozamot:
Y=keletkezett szaraz sejttomeg (g/L)/szénforrak)(g/
Y=(5,65-0,23) (g/L)/10 (g/L)H,542
» Szamoljuk ki, hogy a 10 g/L szénforrasbol hany sgén épllt be a biomasszaba:
Biomassza C tartalmay=0,45
Szénforras C tartalma;=72/180=0,4
a2* AX= ap* AS; > AS:=0,45*5,42/0,4=6,09 g/L
A szénnek &0,9 %-a épult be a biomasszal3®, %-a CQ-ként tavozott.
« [rjuk fel a biomassza elemdsszetételét:
C:45/12=3,75
H: 6,45/1=6,45
O: 33/16=2,06
N: 8,92/14=0,63
A biomassza elemosszetétdls;;s3Hs 4502, 0dNo 63
» Hatarozzuk meg a fermentacio sztochiometriajat:
CeH1206 + 0102 + 02NH4NO3 = B1 (Cg 78H6,4502,0No0,69 + B2CO, + B3H0
B1: 0,609*6=3,758, >P1=0,974
B2: 0,39*6=1"8, > B,=2,34
ap: 2*a=p1*0,63 2> 0,=0,306
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Bs: 12+0,*4=PB1*6,45+2*B3 > [3=3,47
a1 6+ *2+02*3=p1*2,06+3,*2+P3 2 a1=1,61
Ismerve a sztochiometriai egyitthatokat mar fettee egyenlet:
CgH1206+ 1,61 Q@+ 0,306 NHNO3 2 0,974 G 7H6.45020dNos3+ 2,34 CQ + 3,47 HO
o Sza&moljuk ki a szubsztrdt hozamot, azaz az 1 goglitd keletkezett szaraz
sejttbmeget:
Y ws=(0,974%(3,75*12+6,45+2,06*16+0,63*14))/1800:504(g sejt/g glikdz)
» Szamoljuk ki az oxigén hozamot, azaz az 1 g oxifEkddetkezett szaraz sejttbmeget:
Y wo=(0,974*(3,75*12+6,45+2,06*16+0,63*14))/(1,61*2*16),76(g Sejt/g oxigén)
» Szamoljuk ki a fermentacio produktivitasat, azazsetiinkben az egységnysé idlatt
keletkezett biomasszat (g/h):
J=5,42/849,0649 biomassza/h
» Sza&moljuk ki a szubsztrat fogyasi ratat, azaz awégnyi id alatt fogyott glikoz
mennyiséget (g glikdz/h):
dS/dt=10/848,119¢ glukdz/h

Gyakorlat menete:

1. nap
Inokulum készitése

e Készitslink 5 liter taptalajt az alabbi 6sszékbél:

Osszetety mennyiség
NH4H-PO, 8 g/L
CaCh 0,1 g/L
nyomelemoldat 20 ml/L
glukéz 10 g/L

A téptalaj pH-jat allitsuk 6,5-re 3 M NaOH-val.
Osszuk szét a taptalajt 200 ml-ként lombikokba,dns#grilezzik le autoklavban.

» A glukozt kulon sterilezzik autoklavban és a tagtadz adagoljuk leoltas d@t.

» Srzilard tiptalajon fenntarto&spergillus nidulanyad tipusu térzs spoérait spéramosoé
oldattal mossuk és adagoljuk a lombikokhoz ugy,yhadombikban a sporak szama
10° db/ml legyen.

* Az inokulum novesztése 24 oOraig tartson 200 rpratessal 37 °C-on.
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2. hap
Sterilezési l[épések

» Végezzik el a sz6torony sterilezését (4.1.1. fejezet) az Uirésdg sterilezést (4.1.2.
fejezet) és ha sziikséges a tomszelence sterilddeb&t fejezet).
» Kalibraljuk be a pH elektrédat két pontban a 3.8pezetben leirtak szerint.
* Helyezzik be az oldott oxigén- és a pH elektrodszemzor portokba.
* Az inokulum- és a fermentaci6 taptalaj megegyelkrjik 6ssze a komponenseket
100 literre vonatkoztatva és toltsik fel a fermer®@ kg-ig.
» Végezzik el a taptalaj sterilezését a 4.1.5 fepereleirtak szerint.
Sterilezés paraméterei:
Hoémérseéklet: 121 °C
Hontartas ideje: 1200 sec
Végszelep zarassfoka: 85 °C
* Felleved miiveletben kalibraljuk az oldott oxigén szenzorta48.fejezet szerint.
Parameétertablan allitsuk be a fermentacio alatndo értékeket:
Hémérseéklet: 37 °C
Leved: 50 NL/min
Nyomas: 0,4 bar
Fordulatszam: 200 rpm

A fermentéacié alatt nem szabalyozzuk az oldott érigs kémhatéast, csak mérjuk.

Inokulasas:

* A glukoz sterilezése kilon torténik a taptalaj tithiimponensedil. Mérjink ki annyi
glukozt, hogy a fermentacio kezdetekor 15 g/L leggekoncentracioja. Oldjuk fel a
kimért glukozt 3 liter ioncserélt vizben és autoklan sterilezzik 20 percig. A
lehiilést kdoveben adagoljuk a fermentorba a lombikrdl valé olt&smaegfeled
maodon. (4.3 fejezet)

* Ha az inokulum tenyészet kora kb 24 o6ras, végestidz oltast lombikrdol a 4.3.
fejezetben leirtak szerint. Ha az oltast kéeet a folyamatirdnyitd rendszer atallt
fermentacio mveletbe, vegyik le az élsO 6ras mintat a 4.4. fejezetben részletezett

modon.
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3-4. nap
Mintavételek:
A fermentacid ideje alatt 6-8 6ranként vegyunk &@in80 ml mintét dirjink le sfirépapiron,
majd a szaritsuk a &papirt és a biomasszat szaritoszekrényben sulgabaigig. 1 ml
mintat centrifugaljunk le és a fellluszobdl mérjileg a glukéz tartalmat HPLC-vel. A

gliik6z koncentraciéjanak HPLC-s mérése a gyakatat Utmutatasai szerint torténjen.

3. nap

* Ha hasznosult a glikéz allitsuk at a készulékgtredlyzetbe.

» Hajtsuk végre az inaktivalast 85 °C-on 1200 masomselbntartdssal. (4.5.2. fejezet)

» Feltaras mveletét koveten leengedhetjik a fermentlevet csatornara a &sirit
program inditasaval. (4.5.3. fejezet)

» Mossuk ki a fermentort a 4.5.4. fejezetben leigzadrint.

Feladatok

1. Ajegyzokonyv tartalmazza a gyakorlat soran végrehajtdgtteteteket.

2. Készitsen diagramot, melyben azé idiiggvényében abrazolja a fermentacios
paramétereket, a glikdz koncentracibjat és a bismaagltozasat.

Hatarozza meg az exponencialis szakaszban a $pesaifovekedési ratat.

Szamolja ki az eréd, a szubsztrat-, és az oxigén hozamokat.

oy

Szamolja ki a produktivitast és a szubsztrat fogratat.

o g b~ w

Hatarozza meg a fermentécié sztdchiometrigjat, hbhiomassza elemdsszetétele:
C4,18H6,802,1N0,66

5.3.Fed-batch tenyésztési gyakorlat
A szakaszos fermentaciéo hanyatld fazisanak okabbgizér a szén-/energiaforras vagy a
nitrogénforras elfogyasa. A hanyatlo fazis meghalsbizasaként értelmezhetjik a fed batch
technikat, mely soran allando, valtozo vagy pekadimddon friss tapanyagokat adagolunk a
rendszerbe, de fermentlé elvétel nem tdrténik endatorbdl. JellemiEen a rdadagolas a
novekedésnek a hanyatlé szakaszdban indul medikddietés idejét a fermentor térfogata
hatarozza meg. A fermentacio szakaszos moédonoékézdekkor a fermentort a teljes
térfogatanak 50-60%-aig toltik fel és a rataplada30-85%-o0s toltottségig tart. A kezdeti
térfogat megvalasztdsanak mértékadoja a szenzohoklyezkedése a reaktorban, a
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homérsékletszabalyozas megfélehiikbdésenek feltétele és a legalsO kélagrat szintje.
Egy masik lehetséges korlatja lehet a fed-batchnikénak az esetleges inhibidlé termékek
akkumulalédasa a kézegben.

A raadagolast célja szerint megkulénboztethetjdk\setkedket:

1) Konstans novekedési sebesség fenntartasa. Akkasatplk ezt a rdadagolasi modot,
ha a tenyészet egy bizonyos ndvekedési rata méilett magas produktivitast. A
folyamatos rdadagolas sebességét és a beadagdiszsatok koncentraciojat
kisérletes uton kell éte meghatarozni, vagy folyamatos mintavétellelréltezni a
sejttdbmeg gyarapodast.

2) Konstans szubsztrat koncentracio fenntartdsa. Erkindkelezésekor a szubsztrat
sebességét manuadlisan vagy automatikusan keiralitmeért szubsztrat koncentracio
fluggvényében.

3) Limitalé szubsztrat koncentracio fenntartdsa. Antekképsddés alacsony szubsztrat
szintet igényel. A szubsztrat limitacio elienése érdekébenddként meg kell allitani
a beadagolast és az oldott oxigén szint masodpeamnckklili emelkedése jelzi azt,
hogy az adott szubsztrat limital6. A glikdéz nagynéentracibban nagyon sok
antibiotikum bioszintézisét katabolit represszidakhdalyozza. A glikéz szintet ezért
megfeleben alacsony értéken sziikséges tartani a tenyéspt@m, kiulondsen a
fermentacio azon szakaszaban, ahol az antibiotgzintézis torténik.

4) Oldott oxigén valtozasanak szabalyozasa rataphllasd novekedés hanyatlo
fazisaban az oldott oxigén szint névekedni kezdeklar a hanyatlast kivalto limitald
szubsztrat adagolasat megkezdjik, az oldott oxgg@nt Gjra csOkkenni kezd és
mindaddig alacsony szinten marad, mig Ujra szudistmnitacio 1ép fel. Az ily moédon
szabalyozott rdadagolasnal figyelnink kell, hogyolyamat soran a kKa értéke
allando legyen a fermentorban.

5) Kémhatas valtozasanak szabalyozasa egyszekrok raadagolasaval. A sejtek a
cukrok metabolizmusa soran cukor savakat képeanelnek kévetkeztében a kbzeg
kémhatasa csokken. Az egysrzeukrok kimerulésével egyithen a kémhatas hirtelen
novekedni kezd. Ha ebben a pillanatban Ujabb egyszkrok rdadagolasa torténik, a
pH novekedése ledll, és Ujra fokozatosan cstkkkeni. Ezzel a mdédszerrel adott
esetben a szénforras rdadagolast és a pH szalsilyezégy l1épésben oldjuk meg.
Nem utolso sorban ezzel az egysizewmkrok altal kivaltott karbon katabolit represgzio

is derepresszalhatjuk.
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Gyakorlat célja:

A gyakorlat sordn raadagolasos fermentacié végitmja cél. A gyakorlat élslépései
megegyeznek a szakaszos tenyésztés lépéseivel, anyatlo szakasz kezdetével glikoz
raadagolast kell allitani. A rdadagolas szakaszaxlom torténjen a pH valtozasanak
fluggvényében. Emellett allitsunk be oldott oxigemsszabéalyozast, melynek a kritériuma
az, hogy az oldott oxigén minimalis értéke 10% 1leHlezt a keveF fordulatszamanak
valtozasaval érje el a folyamatiranyitd rendszefenentacios paraméterek rogzitésével és

abrazolasaval az alabbi diagramhoz hasonlo ferroiéstarofil elérése és kiértékelése a cél.

Réadagolasos fermentacio igprofilja
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* Az oldott oxigén szint csokkenése a tenyészet reéneset jelzi. Az oldott oxigén
szint Ujbdli csokkenése a raadagolas egyik nyorjelz

* A tenyészet oxigén szikségletének kielégitése éklaak az oldott oxigén szintjét
20%-on tartottuk, melyet a fordulatszam valtozak&rtink el. A megemelkedett

fordulatszam kielégitette ezt az igénytinket.
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A fermentlé tomegének valtozasa a rdadagolas ptldbian megndvekedett. A
raadagolas szakaszos modon, két esetben tortént meg

A pH szabalyozasa nem sav- és lug oldatok alkalsgazéd tortént. Egyszércukrok
alkalmazasa esetén a fermentlé kémhatasa fokonasasasodik, majd a szénforras
kimerllésekor egy hirtelen emelkedést lehet detektBnnek detektaldsat koven
torténik altaldban az Uj cukrok rdadagolasa, mddyk@vetkeztében az emelkedés

leall, és Ujra fokozatosan csokkenni kezd a kénshata

Gyakorlat menete:

1. nap

Inokulum készitése

Készitslink 5 liter taptalajt az alabbi 6sszékdél:

Osszetety mennyiség
(NH2)2SO, 10 g/L
KH,POy 2 giL
NaoHPOy 8 g/L
MgSQO, 0,25 g/L

nyomelemoldat 10 ml/L

pepton 4 g/L

éleszdkivonat | 4 g/L
glukéz 10 g/L
A taptalaj pH-jat allitsuk 7-re 3 M NaOH-val.

Osszuk szét a taptalajt 200 mil-ként lombikokba,dns#grilezzik le autoklavban.

A glukézt kilon sterilezzik autoklavban és a témtedz adagoljuk leoltas dt.

Szilard taptalajon fenntartoRenicillium crysogenunNRRL-1951 vad tipusu torzs
spoérait sporamosé oldattal mossuk és adagoljuk mbilmkhoz u4gy, hogy a
lombikban a spérak szama’idb/ml legyen.

Az inokulum novesztése 24 o6raig tartson 200 rpratéssal 37 °C-on.

2. nap

Sterilezési Iépések

Végezzik el a smétorony sterilezését (4.1.1. fejezet) az rés0g sterilezést (4.1.2.

fejezet) és ha szukséges a tomszelence sterilddek& fejezet).
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» Kalibraljuk be a pH elektrédat két pontban a 3.8pezetben leirtak szerint.
» Helyezzik be az oldott oxigén- és a pH elektrods#emzor portokba.
e Az inokulum- és a fermentaci6 taptalaj megegyekkrjik 6ssze a komponenseket
80 literre vonatkoztatva és toltsik fel a ferment@r kg-ig.
o Végezzik el a taptalaj sterilezését a 4.1.5 fepereleirtak szerint.
Sterilezés paraméterei:
Homérseéklet: 121 °C
Hoéntartas ideje: 1200 sec
Végszelep zarasifoka: 85 °C
* Felleved miiveletben kalibraljuk az oldott oxigén szenzorta48.fejezet szerint.
Paramétertablan allitsuk be a fermentacio alatndo értékeket:
Homérseklet: 28 °C
Leved: 40 NL/min
Nyomas: 0,4 bar
Fordulatszam: 150 rpm

Inokulasas:

» A gluikoz sterilezése kulon torténik a taptalaj tokimponensedi. Mérjink ki annyi
glukozt, hogy a fermentacio kezdetekor 10 g/L leggekoncentracioja. Oldjuk fel a
kimért glukozt 2 liter ioncserélt vizben és autekidn sterilezzik 20 percig. A
lehiilést kdoveben adagoljuk a fermentorba a lombikrdl valé olt&smaegfeled
modon. (4.3 fejezet)

* Ha az inokulum tenyészet kora kb. 24 06rés, végextikz oltast lombikrdl a 4.3.
fejezetben leirtak szerint. Ha az oltast kéeet a folyamatiranyitdé rendszer atallt
fermentacio mveletbe, vegyik le az élsO 6ras mintat a 4.4. fejezetben részletezett

maodon.

Oldott oxigén szint szabalyozas beallitasa:

Tobb leheiség van az oldott oxigén szint szabalyozasaravégiemennyiségéenek novelése,
a keveé fordulatszamanak emelése vagy a belgomas emelése. A gyakorlaton a kéver
fordulatszdménak automatikus valtoztatasaval syabalk az oldott oxigén szintjét.

* A paramétertablat megnyitva allitsuk a DO set poir30%-ra.
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Az SC0114301 szabalyozé panel tuning ablakabarts@ltli be a minimalis
fordulatszamot 150 rpm-re, a maximalis fordulaszapealig 300 rpm-re.

A PO2 SZABALYOZAS-ra kattintva allitsuk be a szajmdast fordulatszammal.

Az SC011301 szabalyozo panelt allitsuk CAS tizemraddb

A QCPO0201143R szabalyozé panelt allitsuk AUT Uzediimad

3-4. nap

Mintavételek:

A fermentacié ideje alatt 6-8 éranként vegylnk @inBO ml mintat skjink le s#irépapiron,

majd a szaritsuk a &wpapirt és a biomasszéat szaritoszekrényben sulgabzaigig. 1 ml

mintat centrifugéljunk le és a fellluszébdl mérjiileg a glukoz tartalmat HPLC-vel. A

Ve

A rdadagolast 20 g/L koncentraciéju gluk6éz oldatfagjuk végezni. Ehhez
autoklavban sterilezziink le 5 liter glikéz oldatotyan Uvegedényben, amely a
szilikon c$vel el van latva. A sterilezést kdven a szilikon csévetifkzik be egy
perisztaltikus pumpaba, majd &czabad végét a fermentor adagol6 csonkjaba.

A perisztaltikus pumpéat é&sleg kalibraljuk. Allitsuk be gy a pumpa fordulaiszat,
hogy az adagolas sebessége 10 ml/ perc legyen.

Ha a pH emelkedése elkémlik, kezdjik el a glik6z adagolasat mindaddig, amig
pH Ujra csokkenni kezd. Jegyezziik fel az adagdidgt és szamoljuk ki a hozzaadott
glik6z mennyiségeét.

Becsiljuk meg a glikdéz hasznosulasanak idejét.

A kovetked pH valtozas alkalmaval jarjunk el hasonlé médomtna fent emlitett
esetben

5. hap

Allitsuk le a fermentéaciot.

Hajtsuk végre az inaktivalast 85 °C-on 1200 masamisetontartassal. (4.5.2. fejezet)
Feltaras mveletét koveien leengedhetjik a fermentlevet csatornara a &sirit
program inditasaval. (4.5.3. fejezet)

Mossuk ki a fermentort a 4.5.4. fejezetben leigadrint.
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Feladatok

1. A jegyzokonyv tartalmazza a gyakorlat soran végrehajtdgtteteteket.

2. Készitsen diagramot, melyben azé idiiggvényében abrazolja a fermentacios

3. Magyarazza a pH-oldott oxigén- fordulatszam-glik&encantracidé goérbéinek
alakulasét.

4. Szamolja ki az erdd és szubsztrat hozamokat, valamint a szubsztrsgnogulas

ratajat.
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6. A léeptéknovelés (scale-up) kritikus paraméterei
Mint minden ipari gyartds, gazdasagilag csak ak&tbnyds, ha idegység alatt nagy
mennyiséf terméket tud éhllitani. Nincs ez masképp a biotechnolégiaban sa&hhoz,
hogy az alkalmazott &éények altal termelt piacképes terméket koltsédtmatgan lehessen
eléallitani, nagy volumenben kell az adott gyartasgreBajtani. A gyartasra alkalmazott
készilék a biotechnolégidban a fermentor, melynajainkban, a gyakorlatban is bevalt
térfogata 300 rh koriil maximalizalodott. A laboratériumban kikisgdzett fermentacios
paramétereket nem lehet kozvetlenil alkalmaznigy mérfogatl termél fermentorokban. A
technolégia optimalizadlasat tébb szinten is el kelegezni: razott lombikban,
laborfermentorban, kisérleti zemi fermentorbammeds fermentorban. A laboratoriumi
folyamatok ipari léptékre vald atvitelét Iéptékntidg folyamatnak nevezzik. A
biotechnolégiaban félizemi leptéknek nevezzik ddizies optimalizalasi Iépést, mely soran
a kisérleti eredményeket viszonylag kis koltséggkd, mar a terméi kortlményekhez
hasonl6 médon megvalésithatd. Ez a lépték azo6bQQ00 literes térfogatl bioreaktorok
alkalmazasét jelenti. R4zott lombikban lehet a tikaie munka eredményét felhasznalni,
kiprébalni, technolégiai igényeket megallapitaniz Aptimalizalas ezen szintje csak az
alapvet paraméterek megismerésére alkalmas (pbmédrséklet, taptalajkomponensek).
Hatranya, hogy a kis térfogat miatt csak korlatbzointavételezés lehetséges, adagolasok
optimalizalasa nem megoldhatd, lebetptési problémakra nem ad valaszt.
Laborfermentorban mar optimalizadlhatéak a technaidog paraméterek, amelyek
tovabbvihebek a félizemi léptékre. A félizemi fermentorokkalovoptimalizalas soran mar
a meéretnovelési problémak megoldasain van a hangSahmos léptéknovelési paramétert
figyelembe kell venni a folyamat optimalizaldsa &gr melyek kozil a legfontosabbak a
kovetkedek:

(1) Az inokulum mennyisége: Batch fermentacié soraniradkulum mennyisége
donten meghatdrozza a fermentaci®hbdli lefolyasat. A legtbbb esetben a
szekunder metabolitok kéfidése a ndvekedésnek az idiofazisaban torténika igy
lag, a gyorsulé és exponencialis szakaszobbeti elhlizdédasa gazdasagilag
elénytelen. Ezért célszérazt a megfelél inokulum mennyiséget és azokat a
léptéknovelési térfogatokat alkalmazni, amellyelleghamarabb jutunk el a
mikroorganizmusok termélszakaszaba.

(2) Hutési igény novekedése a Iéptékndveléssel: A feraoehtsoran két szamotigv
hofejlédési tenyeével kell szamolnunk: a mikrobak altal termetiviel és a kevér

altal leadott bvel. A léptek novelésével a felllet négyzeteserng mitérfogat

79



kébosen novekedik, igy kisebb léptékben még elégsditofelllet nagyobb
volumenben mar nem kielégjt ezért bels hbécserébk alkalmazédsa lehet
szlkséges.

(3) Kevertetéssel és levértetéssel kapcsolatos optimalizalasi teloykezA |épték
novelésével a keveér fordulatszamanak és a bemefeved mennyiségének
megvalasztasa egymassal szorosan Osszefiaggadott tenyészetre optimalizalt
paraméterek szerint torténnek. A gyakorlatban legmbban alkalmazott
Iéptékndvelési modszerek a levegtés és a fordulatszam kivalasztasakor:

a) Az azonos egységnyi térfogatra vetitett teljesiyf@nételen alapuld
léptéknbvelés.

b) Azonos nyiréefn alapuld, azonos keriileti sebességgel térkéwvertetés.

c) Azonos atkeveredésiadd alapulo.

d) Azonos Ka-n alapulé léptékndvelés.

6.1.Inokulalas jelentsége a léptékndvelés soran
Inokulalasnak nevezziik a biotechnolégiaban azt lgafeatot, amikor egy exponencialis
novekedésben Iév tenyészetet Uj, mas mikroorganizmust nem tartabméaptalajra/
tapoldatba atoltjuk. Az inokulalds mennyiségét %-hdjuk meg, amely kifejezi az inokulum
térfogata és a fermentacios végtérfogat kozotmyardHa batch fermentaciérdl beszélink,
akkor az inokulum mennyisége déaeh meghatarozza a fermentaciéhldli lefolyasat. A
legtbbb esetben a szekunder metabolit &8z a ndvekedésnek az idiofazisaban tértenik, igy
a lag és exponencidlis szakaszotbieli elhizdédasa gazdasagilagrsitelen. Ezért célszer
azt a megfelél inokulum mennyiséget és azokat a |éptékndveléfigatokat alkalmazni,
amellyel a leghamarabb jutunk el a mikroorganizrkusomeb szakaszaba. Az alkalmazanddé
inokulum mennyiség meghatarozasat a |éptékndvelégans alapvéien az adott
mikroorganizmus generacios ideje szabja meg. Eggoviylag gyorsan névgeneracios it
0,3-0,7 R'Y) baktérium tenyésztésekor altalaban 1-2%-os inskulmennyiséggel, mig a
lassabban novekéd(generaciés it 1-3 h') fonalas gomba esetén 5-10%-os térfogattal
szamolhatunk. A Iéptéknovelés egy tovabbi sarkalgtontja, hogy maga az atoltandd
tenyészet az exponencialis ndvekedési szakaszigganleaz inokulalas &bontjaban. E&l
erté esetben hosszu adaptaldédasgvel is szamolnunk kell, mely megnéveli a fermerdaci
idejét. EQy egyszérszamitas segitségével szemléltetni lehet a Iépuehkes jeleriiségét és a

fermentacio idejére gyakorolt hatasat.
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4.Példafeladat:
Az éleszb generacios ideje exponencidlis ndvekedési szaaas#yyen 0,5 h Szamoljuk
ki, mennyi idbre van sziiksége egy élgszenyészetnek a $@b/ml sejtszam eléréséhez egy
10 nt-es végtérfogatl fermentacio esetén:
(1) ha 1 L 18 db/ml sejtkoncentréciéji inokulummal oltjuk leerhentort
(2)ha az 1 L 1B db/ml sejtkoncentraci6ji inokulummal éekér egy 100 L-es
fermentéciot végziink, majd A@b/ml koncentraciét elérve oltjuk &t a 10°-gs
fermentorra.
Tegyuk fel, hogy az atoltast koven 4 Ora alatt éri el a tenyészet az exponendaéikaszt.

Tehét szamoljunk 4 6rés lag, illetve gyorsulo n@ddsi szakasszal.

Megoldas:
Exponenciélis novekedési szakaszban az alabbi Eggehasznalhatjuk:
In2t

InN = InNO + —
g

ahol,N: sejtszadmNO: kiindulasi sejtszang: generacios i, t: idé
(1)
V=1L
C;= 1P db/ml = 16 db/L
No= Ci*V 1= 10 db
V,=10 n?
Co= 10°do/ml
N= G*V ,= 10°db
Behelyettesitve: In (2= In (10)+In2t/0,5
t= 49,7 h (+4 6ra adaptacio)
t=53.7h
)
V=1L
Ci= 10° db/ml = 16 db/L
No= Ci*V 1= 10 db
V,=100 L
Co= 1C° do/m
N= G*V ,= 10''db
In(10"Y)= In(10°)+In2t/0,5
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t;= 4,98 h (+4 h adaptacio)
t1= 8,98 h
V,=100 L
Co= 10 db/ml = 16 db/L
No= Ci*V 1= 10" db
V3= 10 n?
Cs= 10° do/ml
N= Cs*V 3= 10 db
In(10")= In(10"Y)+In2t/0,5
t,= 4,98 h (+4 h adaptacio)
t,= 8,98 h
Osszesen 8,98h + 8,98 H.%,96 Orasziikséges
Ezen egyszérpélda alapjan lathatd, hogy korulbeltl harmad ardtyalatt lehet

ugyanazt a sejtkoncentraciot elérni egy kozteelépevezetésével.

5.Példafeladat

Szamoljuk ki, mennyi iét lehet nyerni az inokulum mennyiségének helyesvalagztasaval,
ha a tenyészteni kivant mikroorganizmus maximaisekedési rataja 0,8’hA valaszthatd
inokulum mennyisége 2% illetve 10%.

Megoldas:
Az alabbi egyenlettel szamolhatjuk ki adkdlonbséget:
1 I,
t= In (—
HUmax (Il)

ahol,
Umax @ maximalis ndvekedési rata
In: magasabb inokulum mennyiség szazalékban
l;: alacsonyabb inokulum mennyiség szazalékban
t= (1/0,8 hY)In(10%/2%)= 2,01 h
A feladat soran feltételeztiik, hogy a tenyészetgvamximalis ndvekedési rata mellett
szaporodik, igy méréit fliggetlentl meg tudtuk hatarozni a megsporait mlkilénbos

inokulum mennyiségek alkalmazasaval, mely a példdébar2,01 6ra
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Tovabbi feladatok

1) Az Escherichia colinak az adott taptalajon exponencialis névekedéskaszban a
generacios ideje 0,35'h Ezen a taptalajon kisérletes Gton meghataroztidg &s
gyorsulo névekedési szakasz idejét, amely 3,5 t M@iny Ora alatt érhetjik el egy 20
m®-es fermentorban a $@b/ml sejtkoncentréciét, ha rendelkezésiinkre gjt B
literes laboratériumi, egy 200 literes féliizemiaé80 ni-es termed fermentor? Az 5
literes fermentort 1%-0s inokulum mennyiséggeluddtie, melynek sejtkoncentracidja
10" do/ml.

2) Egy fonalas gombanak az exponencidlis szakaszlvdivekedési rataja 0,462 hA
kisérletes Uton meghatérozott lag illetve gyorsotivekedési szakasza 12,5 ora.
Véalasszuk ki a megfelél inokulum mennyiségeket annak érdekében, hogy a
leggyorsabban jusson el a tenyészet egy S@esnfermentorban az idiofazisba,
melyhez 20 g/L biomassza koncentracié tartozik.efadat elméleti megoldasahoz
tetsdleges |éptékeket valaszthatunk.

6.2.Kevertetéssel kapcsolatos léptékndvelési tengkz

6.2.1. Keveré kertileti sebessége
A kevep kerilleti sebességével aranyoséramyiréeé is, mely adott esetben a Iéptékndvelés
kritikus pontja lehet. A nyirGéra kerlleti sebességtés a keverelem tipusatol fugg. A
mechanikusan kevert tartalyokban kialakul@semyiroeék hatasara bekovetkezhetnek
sejtkarosodasok. Az egysejtes fermentaciok ferraeathewtoni folyadékként viselkednek,
melynek jellemdje, hogy a kevertetés fordulatszama és a nyiroksggiikozott egyenes
aranyossag van. Ha a kefrelemek geometriaja megegyezik a léptek novelésakddor

azonos nyiroéérmegtartasahoz kisebb fordulatszamot kell valasrtiam nagyobb Iéptékben.

6.Példafeladat
Hogyan valtozik a keriileti sebesség a lépték néeeld, ha azonos fordulatszamot
hasznalunk a két lépték kozott és a kéekm tipusa megegyezik.
Nrelizem= 200 rpm= 3,335
Di= 0,196 m
v, = D;tN

Vi= 0,196 m*3,14*3,33'&= 2,04 m/s

Ntermesi= 3,33 &
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D=1,1m
V= 1,1*3,14*3,33=11,5 m/s
Mennyi legyen a termélfermentor fordulatszama, ha azonos kerileti ségesszeretnénk
alkalmazni?
2,04=1,1*3,14*N
N=2,04/(1,1*3,14)= 0,59 s-135,4 rpm

6.2.2. Keveredési idh
A keveredési id kiszamitasaval megkapjuk azt adntennyiséget, ami ahhoz sziikséges,
hogy a fermentorba beadagolt szubsztratum azonusektracioban legyen jelen a fermentor
minden egyes pontjdban. Erre azért van szikségy laxg anyagatadasi- és biolbgiai
folyamatok mindenutt egyforma sebességgel folyjakatataplalasos fermentaciok esetén ez
az i nem haladhatja meg a szubsztratum felvételi sépéssilletve a pH szabalyozott
fermentaciok soran a beadagolt sav és Iug oldategfeteben gyorsan legyen eloszlatva a
folyadékban. A keveredésidd (ty) a dimenziomentes keverési szaW)(meghatarozasaval
kénnyen kiszamithatd, mely a kegelemek tipusa szerint mas és mas.

Ny =t *N

Egy adott kevditipus keverési szama pedig a dimenziomentes kevRessolds szamRe
ertékének flggvénye. A Reynolds szam az aramlasigik legalapveibb dimenzidémentes
jellemzsje, melyet leginkdbb az aramlas tipusanak megheidéwa szolgal. Laminaris
aramlas esetén a Re<10, atmeneti tartomanyban ¥1€Re, turbulens aramlaskor a
Re>1000. Ha adott korilmények kozott az aramlasrlautens aramlas tartomanyaba esik,
akkor a keverési szam egy allando értéket vesz fel.
_N+Df+p
==

Re

7.Példafeladat:
A kistizemi fermentorban a folyadék térfogata 0] viszkozitasa 16 Pas, 8riisége 1000
kg/m®. 3 db Rusthon kevétalalhat6 benne, melynek atriéd,196 m. Szamoljuk ki a
keveredési idt, ha a fordulatszam:

(1) 100 rpm

(2) 200 rpm

(3) 300 rpm

(4) 400 rpm
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1)

Szamoljuk ki a keverési Reynolds szamot:
_NxDfxp
==

Re

Ahol, N: a fordulatszam [§
Di: a kevebéelem atmésje [m]
p: a folyadék &riisége [kg/m
w. a folyadék viszkozitasa [Pas]
Re = 1,667*0,1981000/0,01= 6403,9> Az aramlas turbulens
tartomanyba esik
Turbulens aramlas esetén a keverési szam egy kerétiztket vesz fel, amit a kdvetkez

abrardl lehet leolvasni. A diagram a Rushton kévgrusra vonatkozik.

10°

10°

F
7
10 | -
10!
10° 10} 104
Re

17. dbraKeverési szam fliggése a Re szamtdl. (Forras: 8latho, Fumitake Yoshida:
Biochemical Engineering)

Turbulens aramlas esetén a dimenziomentes keszd@si ertéke: 30
A keveredési szam: Ny =t *N
Ahol, t keverdési id [s]
N: fordulatszam [9]
30={*1,667 > ty
(2) 200 rpm eseténi=9 s

1
=
e}
(72}
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(3) 300 rpm estény=6s

(4) 400 rpm esetényi=4,5s

A keverési szam a léptekndvelés soran a kovétkgyenlet szerint alkalmazhato:
N=konstans*V/R?

6.2.3. Egységnyi térfogatba bevitt energia
A keve elshdleges funkcioja az energiabevitel, azaz a folyausdgas létrehozasa. A
folyadékot allandé mozgasban kell tartani a léveliszpergalasa, a gaz és folyadékfazis
elvdlasztisa és a fermentlé oldott és nem oldotiplmenseinek j6 elkeverése érdekében. Az
egységnyi fermentlé térfogatba bevitt energia loatda meg elsllegesen az
oxigénabszorpcios viszonyokat, mebytkovetkezik, hogy a bevitt energiat novelni kell.
Masrészt, mivel ez az energiabevitel a kéviijesitményfelvetelében koltségkent jelenik
meg, egy lehetséges minimumra is térekedni kell.
A kevel6 altal felvett teljesitmeény fligg a készllék és eekéelem geometriai viszonyaitol, a
kevert folyadék @riiségédl, viszkozitasatdl. Egy kevér jellegzetes teljesitményfelvétel
tartomanyat a dimenzidomentes teljesitményszahypadjak meg.
P
P~ pND?
A teljesitményszam a Reynolds szam fuggvényéneajraliajan egymastol jol elkilonittie8
aramlasi tartomany ismerliefel (18. abra). Ha az aramlas a turbulens tartgimaresik,
akkor a Re-szdm novelésével mar a teljesitménysem valtozik. A teljesitményfelvétel
noni fog, ha a kevéitengelyre tobb kevéelemet szerelnek és ez a ndvekedés linearis a
keveelemek szamaval.
A kevels teljesitményfelvétele kisebb egy ledetetett rendszernek, mint a nem lebegtett
rendszernek. A levégtetés soran a folyadék relatirissége csokkenteni fog. Ha é&rgsége
csokken, akkor a teljesitményfelvétel is csokkeoy.fA leve@ztetéssel kivaltott kevér
teljesitménycsokkenését a dimenziomentes l&xtetesi szammal (Nirhato le.

D

Q/
linearis légsebesség Ug 4

@ leveré keriileti sebessége v,  TwND;

A levegztetési szam fuggvényében a letegtés korulményeinek hatdsa a

kevekteljesitmeny felvételére j6l tanulmanyozhat6. Adesi energia aranya a levetgtett,
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illetve nem levedztetett esetben a leu&getési szam figgvénye. Ez a fiuggvény kil6idboz
kevebtipusok esetén valtozni fog, bar valamennyi gériimekazonos hatarértékhez tariNaz
novekedése esetén, ez a hatarérték 0,3-0,4 értékméA linedris légsebességet nem a teljes
fermentor keresztmetszetére, hanem a Kea#tal surolt feliletre szamitjuk. Minden egyes
fordulatszamhoz mas-mas levetetési tartomany tartozik, amelyen belUlikiidtethed a
reaktor anélkil, hogy elarasztas lépne fel. Azasl&ias olyan, mintha a kedelevegben
forogna, a gaz felapritas és elkeverés nélkll dkaahb rendszeren.

8.Példafeladat

Mennyi az egységnyi térfogatba bevitt energia:
(a) csak kevertetéssel
(b) kevertetés+leveégtetés

Ahol a koveteked paramétereket ismerjik:

A folyadék térfogata: V= 0,1 tn

Bemerd leved: Q=90 L/min

A keve fordulatszam: N= 150 rpm

A folyadék siriségep= 1000 kg/nf

A folyadék viszkozitasai= 10° Pas

A fermentor atméije: Dr= 0,49 m

A 6 lapatos Rushton turbina atrgr: D= 0,196 m

A keveibelemek szama: 3

A torldlemezek szélességei=n60 mm

Szamoljuk ki a keveredési Reynolds szamot:
N % Df * p
= —
Re= 2,5*0,196*1000/0,001= 9,6*16->az 4ramlas a turbulens tartomanyba esik.
Ha ismerjik a Re szam értékét akkor az alabbi diaghl leolvashatjuk a dimenziémentes

Re

teljesitményszamot.
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< e !
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0.1 o | ;3 ;4 5 6
10 10 10° 10} 10 10 10
Re=NdZp/p

18. abraKorrelacio a Reynolds szam és a teljesitményszaitkda) 6 lapatos Rushton
turbina torldlemezekkel, (b) kétlapatos ketarlolemezekkel, (c) 3 lapatos prpeller kever
torlélemezekkel (Forras: Shiego Katho, Fumitakehida: Biochemical Engineering)

Turbulens aramlas esetén a Rushton turbina tefjésitszama: -6
P

P pN3D}

P = N,N3D}p
P= 6*2,5*0,196*1000= 27,11 W>1 kevebre szamolva
3 kevebre 6sszesen: 3*27,11= 81,35 W
Egységnyi térfogatba bevitt energia csak kevertesésén: P/V813,5 W/n?

(b) Leved@ztetéssel:
Q=90 L/min = 0,09 Mimin = 1,5*10° m*/s
Levegiztetési dimenzibmentes szam meghatarozasa:
Q
_ linearis légsebesseg ~ Ug 4
leverd keriileti sebessége v,  mND;

a

Na= [1,5*10%/(0,196+3,14/4)]/3,14*2,5*0,196= 0,032
A levegztetési szam értékét felhasznalva az alabbi diagideolvashaté a &P aranya.
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19. dbraPg/P fliggése a levégtetési szamtdl (Forras: Sevella Béla: Biomérntkvahetek
és folyamatok)

A Pg/P=0,8->Ps= 0,8*P= 0,8*81,35= 65,08W
Pa/V= 650,8 W/m3

Ha azonos teljesitmény bevitelen alapulé |éptékigdteszeretnénk alkalmazni, mennyi
legyen a fordulatszama és a bearamlé lé8vegnnyisége, ha fermentor térfogata 10éw a
kevebk atmeésje 1,1 m.
P/V=813,5 W/
Teljesitményfelvétel levégtetés nélkil: P= 10*813,5= 8135 W
P = N,N3D}p
N°= 8135/1,$*6*1000= 0,841
N= 0,943 s-156,63 rpm
Azonos leve§ztetési szamot alkalmazva Na= 0,032
Q= 0,032*56,63*1,1*3,14*(1,%3,14/4)=0,0989 ris= 5,93 nVmin=5934 L/min

Tovéabbi feladatok
1. Egy 10 ni-es térfogatl fermentorban az alkalmazhaté legnadodpakeriileti sebesség
2,9 m/s. A kever atmétje 1,1 m, a fermentléisisége 1200 kg/fés viszkozitasa 10
> Pas. Mekkora lehet a maximalis fordulatszam, ésnyiea keveredési id ezen
fordulatszamnal?
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2. Mekkora az egységnyi térfogatba bevitt energia\et@s rendszernek:
A folyadék térfogata: V= 20
Bemerb leved: 0,4 VVM
A keve fordulatszam: N= 100 rpm
A folyadék diriségep= 1100 kg/ni
A folyadék viszkozitasau= 0,02 Pas
A fermentor atméije: Dr=2 m
A 6 lapatos Rushton turbina atrigr. D/ D= 0,3
A keveelemek szama: 3

A torlélemezek szélességeqw0,1 m

3. Kistizemi fermentécié sordn az egységnyi térfogatbaitt energia 1,4 KW/
Mennyi legyen az 50 fres fermentécié soran a fordulatszam és a bearaweds

mennyisége, ha a keveatmébje 1 m és a levégtetési szam 6.

6.3.Hiitési igény a Iéptéknoveléssel
A fermentaciok soran keveés kivétdleltekintve a Bmeérsekletet egy megadott értéken kell
tartani. A fitéshez §zt, a hitéshez halézati vizet adagolunk a duplikatorba. tBeém két
tényed hatdrozza meg, hogy a fermentacibnak mekkora (désh igénye. A
mikroorganizmusok #termelése és a kewe#dltal bevitt energia. A mikrobak ndvekedésuk
kézben 6t adnak le a kérnyezetiknek, ezért a fermenta@feidlatt a fermentort altalaban
htiteni kell. A keveé altal bevitt [imennyiség fligg az alkalmazott keéelem és a fermentor
geometrijatol, a fordulatszadmtél és a taptaldjogiai tulajdonsagaitol.
A mikrobak tétermelésének intenzitdsa a mikroba fajlagos novesdiesebessed#tfiigg. A
fajlagos névekedési sebesség pedig korrelal azoxiglvételi sebességgel (OUR). Hiszen a
szerves vegyuletek molaris égéghkozel aranyos azzal az oxigén- mennyiséggel)yaame
adott vegyllet elégetéséhez szilkséges. Minél bagyp adott mikroba oxigén igénye, annal
tobb Kt termel a novekedése kozben. A 20. abran egy soneintacio metabolikus
hétermelése van feltiintetve a Iégzési sebesség furiggasztas) fliggvenyében. A linearis
0sszefuggés azt jelenti, hogy mintegy 518 + 12 Kalatolikus Bitermelés figyelhét meg
minden malnyi oxigén felhasznaldsakor. Félizemidigpen a duplikatorba bevezetett vizzel
hatékonyan meg lehet oldani étést, mig nagyobb léptékben mar a duplikatoronlkiveiss

hocserébre is sziikség van. Hiszen a lépték novelésévdiietanégyzetesen, mig a térfogat
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kébbdsen novekedik. A beépitetbdserébk altalaban meilegesek a fermentor falaval, igy

aramlastaskeént is funkcional, mely segiti a folyadék turbidearamlasat.

6.3.1Mikrobak metabolikus h étermelése
9.Példafeladat:
(a) E.coli ferementacio soran a légzés intenzitadsa 40 mmiol/A*fermentlé térfogata 100
L, homérséklete 30 °C és a fermentaciét 120 h-ig fuikatjA szamolas
leegyszeilsitése eéerdekében a tenyészetés egész ideje alaiim@iia OUR-el
szamoljunk.

Mennyi a mikrobak altal termel6imennyiség?

Metabolikus lstermelés: Q.=V* OUR*tga

HOTERMELES
kJ/dni.h
50 ¢ o E coli glikézon

¥ ¢ intermedia melaszon

b P subiitis ghikézon 0

20 40 () LEGZESI SEBESSEG
mmol/dnt. h

20. dbra Az oxigénfogyasztés és a metabolikdgehmelés kapcsolata. (Forras: Sevella Béla:
Biomérnoki miveletek és folyamatok)

Qmes= 100 [L]*40 [mmol/L*h] *0,518 [kd/mmol]= 2072 KJ/h
120 h alatt>248640 KJ=248,64 MJ

6.3.2A keveré altal leadott hémennyiség
A kevep altal bevitt Hmennyiséget legpontosabban kisérletes uton lehghabé&ozni. Ezt
csak jOl szigetelt fermentorok esetén lehet alkahmaahol a Bmérséklet megfelél

erzekenységgel meértietA mérés soran nem levigetjik a folyadékot, a duplikatorbol le
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kell engedni a titévizet €s ha lehetséges toltsuk fel leseg], igy a folyadék melegedésitb
becsulhet a keveé altal leadott mechanikusshA mechanikus & becsilhet a keveé altal

felvett teljesitménydl is, de az energianak csak egy része alakwé h

10.Példafeladat
A fermentort felt6ltjuk pontosan 100 kg vizzel, ohdgeallitjuk a Bmérsékletét 25 °C-ra. Ezt
koveten kilritjik a duplikatort és elinditjuk a keveést 300 rpm-el. Azt figyeltiik meg,
hogy a viz Bmérseklete 2 éra alatt 5 °C-al emelkedett.
Becsiuljuk meg a kevéraltal leadott tmennyiséget:
At=2h
AT=5°C
A viz fajhoje: 4,18 KJ/kg*°C
Q= C*m*AT/At
Q« = 4,18 KJ/kg*°C*100 kg* 2,5 °C/h£045 KJ/h
Ha ezt a kevertetést alkalmazzuk egy 120 ¢ras fe@amm alatt, akkor mennyistkeletkezik?
Q= 120 h*1045 KJ/h= 1,25*K = 125 MJ

Becsiuljuk meg a kevérltal felvett teljesitményt 300 rpm fordulatszésetén, ha a £0,196
m es az I\ 6.
Nem leveg@ztetett rendszerre:
P =N,N3D}p
P= 6*5*0,196°*1000= 216,94 W
3 kevebre: 650 W
Egységnyi térfogatba bevitt energia: 650 W/0E 8,5 KW/n?
Mennyi b5 fejlédne, ha az 6sszes energiad alakul?
Qmeci= P*V*t
Qmect= 6,5 [KW/NT]*0,1 [m*]*120 [h]= 78 KWh
1KWh= 3600 KJ
78 KWh= 2,8*10 KJ=280 MJ

Hany szazaléka alakubihé a kevet altal bevitt energianak?
125 MJ/280 MJZ44%

92



11.Példafeladat:

Szamoljuk ki mennyi fitéviz igénye van a fenti fermentacionak. Atdviz homérséklete 20
°C. Kossuk ki azt a kritériumot, hogy a duplikatdrkiléps viz hbmérséklete minimum 5 °C-
al lehet alacsonyabb, mint a fermentaciémiérséklete. A szamolas leegysmitése

erdekében tekintsik ditdéviz és a fermentlédkapacitasat egyetrek.

Az elvonand6 Bmennyiség: Q= QmettQx= 248,6 MJ+125 MJ= 373,6 MJ
Szamoljuk ki mennyi lesz az atlagagnérsékletvaltozas a duplikatorban:
ATa= [(Tre-Toe)+H(Tre-Tki)1/2= [(30-20)+(30-25)]/2= 7,5 °C
A viz fajhoje: C= 4,18 KJ/kg*°C

Q= C*m*AT
373600 [KJ]= 4,18 [KJ/°C]*m*7,5 [°C]
m= 11917 Kg>11,9 n1>99.1 L/h

12.Példafeladat

Szamoljuk ki, hogy mennyi a fermentacittéviz igénye egy 10 fres fermentéciénak, ha a
mikroba metabolikus dtermelése azonos a fenti példaval és a Keeegységnyi térfogatba
bevitt teljesitmény ugyancsak 6,5 kW/m bevitt energianak 44%-a@nergiava alakul.
Qme= V* OUR*tga

Qme= 107%40%0,518= 2*1F KJ/h >120 h alatt>2,5*10" KJ= 2,5*1¢ MJ

Qmeci= P*V*t

Qmeci= 6,5 [KW/nT]*10 [m3]*120 [h]= 7800 KWh

7800 KWh= 2,8*10 KJ= 2,8*1¢ MJ >44%-a>= 1,2*1¢'MJ

m= Qu/(C*AT)

m= 3,7*10/(4.18*7,5)= 1,18*18 kg ©>9,8*10° kg/h

Figyelem! A példak levezetése sordn nem vettik eligybe, hogy a levégtetett
rendszerben kisebb a keteltal bevitt teljesitmény és a leviegltal elnyelt kmennyiséggel

sem szamoltunk.
Tovabbi feladatok

1. Egy mikrobanak a fermentacio ideje alatt az atldgggési intenzitasa 20 mmol/L*h.

50nT-es fermentacié soran, amely 200 6réig tart, memmstabolikus & keletkezik?
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2. Mennyi a kevef altal leadott timennyiség? Az egységnyi térfogatba beforgatott
energia 4 KW/h és 100 6raig tart a fermentacio. ekdvert energia 70%-aéhe
alakul.

3. Mennyi a fermentéaciéitiéviz igénye a kévetkézadatok ismeretében?
A fermentlé térfogata 50 siriisége 1200 kg/h viszkozitasa 0,02 Pas. A keder
atmébje 1 m és 3 db kevér tartalmaz. A B/P aranya 0,7. A kevéraltal bevitt
energianak a 80%-aché alakul. A fermentaciot 150 oraig futtatjuk 37-6G és a
mikroba atlagos légzési intenzitasa 30 mmol/L*h. Asdkalmazhato iitéviz
homérséklete 15 °C és a duplikatorbdl kiégdz hbmérséklete minimum 5 °C-al lehet
alacsonyabb, mint a fermentacioénmérséklete. A szadmolas leegysEdtése

erdekében tekintsik ditdéviz és a fermentlédkapacitasat egyetrek.

6.4.Levedztetéssel kapcsolatos lIéptéknovelési paraméterek

6.4.10xigén oldhatésaga folyadékban
Aerob mikroorganizmusok tenyésztése kétfele modoténhet: fellleti, illetve sillyesztett
tenyésztési korilmények kozott. A sillyesztett vagnas néven szubmerz tenyésztés
lehetiségenek felfedezése teremtette meg a nagy [@pEknentécios ipar leh&tégét.
Mindkét tenyésztési mod esetén a mikroba csak kdt@gben oldott oxigént veszi fel és
hasznositja. Az oxigén a légzés szubsztratja, mtsaegleheisen alacsony koncentracidoban
oldédik vizben, ezért allandéan pétolni, azaz |ézégtni kell a tapkodzeget.
A vizben oldhaté oxigén mennyiségét harom téfiyetarozza meg, ezek a vimmerseklete,
és soOtartalma, illetve a nyomas. Az oldhatd oxig@ennyisége & a homeérséklet
csokkenésével (a hideg viz tdbb oxigént képes fielyees a viz sotartalmanak csokkenésével
(az édesviz tbbb oxigént képes feloldani, mintrayéeviz). Az oldhaté oxigén mennyisége
csokken a légkori nyomas csokkenésével (a viz édtlaett oxigén mennyisége kisebb
nagyobb tengerszint feletti magassagon).
A fermentacido soran az alkalmazott taptalaj osszlétdl fliggéen az oxigén olddédasa
valtozo, a vizhez képest valamennyivel mindig HKiseld taptalaj maximalis oxigén
oldhatosaganak értékét éerban folyadék elektrolitjainak fajtai és menngisgvalamint a

szerves anyagok mennyisége hatarozza meg.

A vizben oldéd6 gaz koncentraciojat a Henry- toywsegitségével szamithatjuk ki:

oldhatésag [mol/df} = ky [mol/dn™*bar] * parciélis nyomas [bar], aholykadott
homérsékleten adott gazra vonatkoztatott Henry-aland
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13.Példafeladat:
Hany g oxigén oldodik 25 °C-os vizben?
(a) légkori nyomason
(b) ha 0,4 bar tulnyomast alkalmazunk?
Coz [mol/dm?’]= Ky [mol/dm™bar] *pozbar]
Knoz2 (25 °C-on)= 1,3*10 mol/dnt*bar
A levegnek 21%-a oxigeén.
(a) Légkori nyomason: 6=1,3*10%0,21*1= 2,73*10* mol/dn? >8,7 mg/dn?
(b) 0,4 bar tllnyomason: &=1,3*10>0,21*1,4= 3,8*10" mol/dnT >12,2 mg/dn?

Léptéknovelés soran a vizoszlop hidrosztatikai id&aris befolyasolja a fermentor aljan az
oxigén oldodasat.
(c) Mennyi egy 10 m magas fermentor aljan az oxigéhatidsaga, ha 0,4 bar tulnyomast
alkalmazunk?
Phidrosztatikus p*g*h=1000*9,81*10= 98100 Pa= 0,98 bar
Coz= 1,3*10-3*0,21*2,38= 6,49*10 mol/dnT 20 mg/dn?

6.4.2. K_a, mint Iéptékndvelési paraméter
A Henry torvény alkalmazasaval kiszamolhatd, hogynyi a gazok oldédasa a folyadékban,
azonban semmilyen Utmutatast nem ad arra nézvg,dmwggyensuly mennyiédalatt all be.
Az oxigén abszorpcidjanak sebességét a kovétkgyenlet irja le:
dcC
i K,a(C* +C)
K. — az ered folyadékoldali tomegatadasi tényelrm*s™],
a— térfogategységre juté anyagatadasi feltiletfgm
C* — telitési oxigénkoncentracié (mg/dm
C — az aktudlis oldott oxigén koncentrécié (mghim
A K és aza értekét kilon-kulon nehezen lehet megallapitaiel ezeket igen sok, a folyadék
tulajdonsagaitol, a készuléktés az aramlasi viszonyoktdl figgaraméter befolyasoljanig aK a
szorzat kisérletesen meghatarozhato, ezért altakpaitt hasznaljuk és eketblyadékoldali
(térfogati) oxigénabszorpciés egyiitthaténak'] [$iivjuk. Az oxigén abszorpcidjanak a
sebessége a K szorzattdl fiigg, melynek értékét befolyasoljatitielilet nagysaga) és a

hatarfeltlet ellenallasa&().
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A Kia értékét nagymértékben befolyasolla a buborékogységa, melyet a kewver
fordulatszamanak novelésével vagy a favokak kiké@wél lehet cstkkenteni. A fermentlé
tulajdonsagai, mint aiisiség, viszkozitas,dmérséklet, a habzasgatlo tipusa, az oldott sok és
azok ionefssége is hatassal vannakakeértékére. Egy rendszernek aakKértéke mindig
kisebb lesz, ha taptalajjal mérik, mintha tisztezel. Ez a kilonbség akar 50-60% is lehet.

A K a nagyon jol jellemzi a fermentort és a mérndkogyoa fontos jellemének tartjak.
Meghatarozasa altalaban kisérletes uton valésithaty) mely kiszamolhat6 az oxigén telitési
sebességéh a szulfit oxidaciojanak sebesséfkbs a dinamikus modszert alkalmazva. Az
oxigéntelitési gorbe linearizalasaval kapott eggemeeredeksége lesz egyenhd K.a
értékével. Ennek a mérésnek a nehézségei az dxiggithsa a rendszeatbés a pontos oldott
oxigén meérés. A dinamikus K meghatdrozasa soran mikrobat tenyésztink megfelel
kevertetés és levégtetés mellett. Egy tite leallitjuk a leve§ztetést, majd az oldott oxigen
novekedésének gorbéjdlszamolhatjuk ki a Ka értékét, ha ismerjik a légzés intenzitasat. A
gorbe néhany pontjabdl a dC/dt+xQ linearizalastégbzve, a kapott egyenes reciprok
irAnytangense megadja a & értékét. Ennek megvalésitasa a gyakorlatban leirimyde a
mikroba aktudlis névekedési sebessége befolyagmll@atmérést, ezért nem érdemes az
exponencialis névekedési szakaszban alkalmazni.inamdkus Ka mérés énye, hogy
tenyésztés kdzben nydjt informaciét a bioreaktoigématadasi viszonyairdl. Hatrdnya
viszont, hogy az oldott oxigén mérésére hasznéhkteld altalaban nem valésidejeleket

szolgaltat, mindig késésben van a valds oxigén-sziagkesl.

A szulfitmérés soran az oxigénabszorpcid sebess&générését egy kéemiai reakcid
sebességének mérésére vezetjiuk vissza. Az oxiggmaioid szempontjabodl vizsgalni kivant
bioreaktort NaSO;-oldattal toltjik meg és levégtetjik és kevertetjik. A kovetkézeakcid
jatszodik le:

NaSO; + 1/20 >NaSOy

Katalizatorként C& vagy C@"* ionok jelenléte szilkséges. Amig szulfitionok vdana
jelen, addig az oldott oxigén koncentraciéja zéAiszulfat keletkezésének sebességét csak
az oxigén abszorpcidjanak sebessége hatarozza Anegulfit oxidacié sebessége mindig
nagyobb oxigénabszorpciot jelez, mint ami vizesatildn vagy fermentlében lenne, arra
viszont kivaléan alkalmas, hogy értékeivel reakkomxigénatadasi viszonyait, és adott

reaktor esetén a kulonhb®zechnoldgiai paraméterek mellett todelevediztetés hatasait
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o0sszehasonlithassuk. A szulfitoxidacios modszeak d¢sztavizes modellrendszerben lehet

hasznalni, tapoldatban és még inkabb |&ldgnyészetben nem!

14.Példafeladat

(a) KLa meghatarozasa oxigénteldés sebességéb
A fermentort feltoltjuk vizzel vagy taptalajjal éeallitjuk a fermentacié soran alkalmazni
kivant kevertetést, levégtetést és a nyomast. Kalibraljuk be az oldott émigzenzort. Ezt
kéveten leved helyett nitrogéngazt adagoljunk, mellyel kihajtiakrendszertl az oxigént.
Amikor a DO elektroda 0% (0 mg/L) oldott oxigéntee, Ujra inditsuk meg a levégtetést.
Megfeleb idok6zonként olvassuk le az oldott oxigeén szintet,chddjrazoljuk a telitési gorbét,
melybdl kiszamolhaté a Ka értéke.

A mérés eredmeénye:

id6 (s) | C (mgQ/L)

0 0
20 2,84
40 4,63
60 5,87
80 6,62

100 7,1
120 7,4
8
6 4
_
S‘
o 4
S
@)
2 4
O T T T T T T

0 20 40 60 80 100 120 140
idé (s)

Az oxigén telitési gorbéje
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Linearizaljuk a kapott ertekeket az alabbi tabl&zatrint, majd abrazoljuk:

id6 (s) | -In(C*/C*C)
0 0
20 0,438
40 0,864
60 1,32
80 1,75
100 2,18
120 2,59
3.0
25 -
A -
9 20 y=0,021x
_,;9 1,5 -
<
=210 -
1
05 -
0.0 . . . . .

)

0 20 40 60 80 100 120 140
ido (s)
Az egyenes meredeksége egyemK a értékkel & mértékegységben.
tgo= K,a= 0,021 8= 75,6 h*

(b) K a meghatarozasa dinamikus modszerrel:
Pseudomonas putideenyésztése folyik a fermentorban. Aa&Kmeghatarozasa érdekében
leallitjuk a levegztetést, majd egy perc mulva Ujra letegptni kezdjuk. A mérés soran 10
méasodpercenként leolvassuk a DO szenzorrdl aztadméen mennyiségét.
A mért adatokat az aldbbi tablazat tartalmazzay mlelpjan diagramot készitlink.

ids (s) | mg Q/dm’
0 5,625
10 5,625
20 5,625
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30 5,625
40 5,625
50 5,625
60 5,625
70 4,815
80 4,08
90 3,1575
100 2,4
110 1,575
120 0,765
130 0,9
140 1,05
150 2,13
160 3,4725
170 4,4025
180 4,965
190 5,325
200 5,475
210 5,95

Dinamikus Kj a meghatarozasa

/7

Levego off

Levego on /
0 50 100 150 200
1d0 (s)
% J L /
Y Y

dC/dt=-xQ  dC/dt=K, a(C*-C)-xQ
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A légzés intenzitasa (OUR) kiszamolhatd a |évéspllitastdl a leve§) beinditasa kodzotti
oxigénfogyashal: dC/dt= -xQ
ahol, az x a tenyészet szaraz sejttomege, a Q peadgysegnyi biomassza légzésintenzitasa.
4,725 [mgQ/L]/0,0194 [h]= -xQ
XQ= 243,5 mg@L*h =>7,6 mmol GJ/L*h

A K a kiszamolhat6 a piros vonallal jelzett szakasediizalasaval, ahol az y tengely az
oldott oxigén koncentracioja, az x tengelyen pealigC/dt+xQ-t @intetjik fel. Az egyenes

meredeksége a kovetkedsszefliggéssel adja meg galkertékét:

tga = -1/K a

6,0

5.5 -
—_—
= 50
o
QI) 4,5 =
E
@) 15 y=0,004x+6,859

3,5 -

300 400 500 600 700 800
dC/dt+xQ

tga= -0,004->K_ a=250 h'
Mennyi az oxigén transzfer rata (OTR)?
OTR= K_a(C*-C)= 250%*(5,6-0,765)= 1208 mg.D*h -> 37,7 mmol G/L*h

(c) KLa meghatarozasa szulfitfogyas modszerrel
Megadott levedztetés és kevertetés mellett szeretnénk meghataaazmdszer Ka értékét.
A viz térfogata 100 L, dmérsékletét 25 °C-ra allitjuk és 0,4 bar tulnyonekdlmazunk a

késziuléken. Ezen koérilmények kozott az oxigén éslikoncentracioja 12,2 mg/L. 65g
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NaSOs:-t adagolunk a fermentorba és detektaljuk az oldottigén valtozasat.

At=110 s
’ ™

100

80 -
3

3\ 60 A
S’

8 40

20 +

O -

0 50 100 150 200 250 300
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Az oldott oxigén csokkenésének kezdete és Ujbdiekédése kozott 110 s telt el.
Els6 Iépésben ki kell szamolni, hogy hany mol oxigémealgalt a 65 g N&O;,
NaSO; + 1/2Q > NaSO,
MnazsosF 126 g/mol
659/126g= 0,515 mol N&O; fogyott 0,258 mol Q fogyott
Szamoljuk ki mennyi a rendszernek az oxigén tragataja.

reagalt 0,[mmol]
OTR =
Vviz [kg] At [h]

OTR= 258 mmol/100 kg*0,03 h= 86 mmol/kg*h
Szamoljuk ki mennyi az adott kevertetés és lézegjés mellett a rendszer &Kertéke.
OTR = K,aC*
OTR= 86 mmol/kg*h= 2752 mgikg*h
K a= OTR/C*= 2752 [mg@kg*h]/12,2 [mgQ/kg]= 225,5 h'

15.Példafeladat

Mennyi a leveg hasznosulasa, ha 70 mmol/kg*h OTR-t 0 Imin levegiztetéssel értik el a
kovetked paraméterek mellett:

A fermentlé térfogata 100 Lmérséklete 30 °C.

0,5 bar tulnyomast alkalmaztunk.
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A levegs siriisége légkori nyomason: 1,149 kd/melybsl kiszamolhatd, hogy 1,4 bar
nyomason aislisége: 1,608 kg/
Szamoljuk ki a bemeénO, mennyiségét 0,1 Hmin esetén:
1,608*0,21 kg/m0,1m*min= 0,03 kg/min
Szamoljuk ki az @hasznosulasat az OTR érték felhasznalasaval:
OTR= 70 mmol/L*h= 2,24*18 kg Oy/kg*h
100 L-re szamolv& 0,224 kg @/h = 3,73*10° kg/min
Leveds hasznosulasa: 3,73*2®,03=12,4 %

16.Példafeladat
A léptékndvelni kivant tenyészetink oxigén felvéteébessége (OUR) 40 mmol/L*h.
Hasonlitsuk 6ssze a sziikséges beadagoland&levegnyiségeket 5 L-es 100 L-es és $0m
es tenyésztés soran, ha szeretnénk a kielégitemya&szet oxigén szikségletét? A leveg
hasznosulasa a rendszernek 15%. Laboratériumikiégné(5 L) nem, mig 100 L és 16m
esetén 0,45 bar tulnyomast alkalmazunk. Mindhakptékben a fermentaciéfoka 30 °C.

(a) Mennyi legyen a bearamlo lewegennyisége (L/min) az egyes fermentaciok soran?

(b) Mennyi az egységnyi térfogatba bevitt leagennyisége (VVM) az egyes léptékek

esetén?
Szamitsuk ki hany kg £re van sziiksége 1°tenyészetnek 6ranként?
OUR= 40 mmol/L*h= 1,28 kg/ftth

5 L-es fermentacio esetén:
A leveg siriisége 30 °C-on légkéri nyomason: 1,149 k/m
O, hasznosulasa légkori nyomason: 1,149 Ryn21*0,15= 0,036 kg/rh
Sziikséges Onennyisége: 1,28 kgftth *0,005 nt= 6,4*10° kg/h
Szikséges levégennyiség: 6,4*16kg/h/0,036kg/m= 0,178ni/h=2,96 L/min
Egységnyi térfogatba bevitt levegnennyiséged,59 VVM

100 L-es fermentacio esetén:

Leved sirtisége 30 C°-on 0,45 bar tlinyomason: 1,149 Re¥m5 bar= 1,666 kg/f
O, hasznosulasa 1,45 bar esetén: 1,666 k@/@1*0,15= 0,052 kg/rh

Sziikséges Onennyisége: 1,28 kgfth *0,1 m*= 0,128 kg/h

Sziikséges levégennyiség: 0,128 kg/h/0,052 kgtm2,46 ni/h=41,02 L/min
Egységnyi térfogatba bevitt leuegennyisége0,41 VVM
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10 nt-es fermentaci6 esetén:

Leved) sirlisége 30 °C-on 0,45 bar tllnyomason: 1,149 Rm5 bar= 1,666 kg/f
O, hasznosulasa 1,45 bar esetén: 0,052 kg/m

Szikséges gnennyisége: 1,28*10= 12,8 kg/h

Sziikséges levégennyiség: 12,8 kg/h/0,052 kgfm246 ni/h=4102 L/min
Egységnyi térfogatba bevitt levegnennyiséged,41 VVM

17.Példafeladat:
Shigeo Katoh és Fumitake Yoshida szerint a Ertéke kiszamithaté a fermentor geometriai

tényesibol, leveghztetési €s kevertetési viszonyaibdl az alabbi dgyetapjan:
P
Kia(s™) = 0,026(3)**Ug*®

Az egyenlet 20-40%-0s pontossaggal hasznalhataé,FaA/ 500 és 10000 W/irkozotti érték
és a viz-levegy rendszer térfogat 2,6 alatt van. Az 4 a felilleti gazsebesség, a/¥ az

egysegnyi térfogatba bevitt teljesitmeny ledvagjett rendszerre.

Szamoljuk ki a KKa értékét a kdvetkézmegadott paraméterek szerint: @B 1402,4 W/,
a fermentlé térfogata 0,1%ma levegztetés Q= 70 L/min, a keveratmésje 0,196 m és a
reaktor atméije 0,49 m.

Q= 70 L/min= 1,1*10 m*/s

Us= Q/(Dr’/4)= 1,1*10%(0,49*3,14/4)= 2*10* m/s

K a= 0,026(1402,4f*(2*10%)%*= 6,77*10-3 § =24 h'

K a=24h'+4,8-9.6

18.Példafeladat
Shigeo Katoh és Fumitake Yoshida szerint hasontdngériaju fermentorok esetén a&a
kovetked aranyossag szerint Iéptéknovethet

K,a = cUM(N3D2)"
Az egyenlet lapos turbinakevee vonatkozik, ahol az m=n=2/3.
Az alabbi paraméterek mellett szamoljuk ki a félazés termel fermentor levegztetési és
kevertetési értékeit, annak erdekében, hogyadtteke a két fermentorban megegyezzen.
Félizemi paraméterek:
Dr=0,6m
Di=0,24m
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V=0,17n7

Termeb fermentor paraméterei

Dr=2m

Di= 0,8m

V= 6,287

Féluzemi Iéptékben alkalmazott fordulatszam ésgéxtetes:

N=1,58"

Q= 0,5m/min= 8,33*10° m’/s

Usrsiuzem= Q/(Dr?* 1/4)=8,33*10%(0,6™*3,14/4= 0,0295 m/s

N°D+*= 1,5*0,6%= 1,215

Termebi fermentorra szamoljuk ki a levégennyiséget és a fordulatszamot:
0,0295= Q/(2*3,14/4) >Q= 0,0926 n¥s=5,56 ni/min
1,215= N*2° >N*= 0,3>N=10,671 %

Tovabbi feladatok

1. Laboratoriumi fermentornak szeretnénk meghataradnit kevertetés és levigetés
mellett a Ka értékét szulfit oxidaciés modszerrel. A mérést. Mizben hatjuk végre
légkori nyoméson. A beadagolt natrium-szulfit 3Bodf. Az oldott oxigén csokkenése
€s a ndvekedése kozott mé B0 masodperc volt.

2. Mennyi a bearamlo levég hasznosulasa, ha 60 mmol/kg*h OTR-t 0,5 VVM
levegztetéssel értilk el az 1°%ms fermentorban, mely 70%-ig volt feltdltve. A
fermentacio Bmérséklete 30 °C volt és 0,4 bar tilnyomast alkatork.

3. Egy 50 ni-es térfogatt fermentacié soran 0,4 VVM le§Egtést és maximalisan 0,5
bar tulnyomast szeretnénk alkalmazni. Kielégitheeta mikroba oxigén szikséglete,
ha tudjuk, hogy az exponencialis ndvekedési szhkawsa mikroba l1égzési sebessége
80 mmol/L*h és a levegihasznosulasa 18%?

4. Kisérletesen meghataroztuk, hogy a kivalasztotnéetacios paraméterek mellett a
K. a értéke 70 A fermentlében maximalisan oldhaté oxigén merémyisé mg/L. A
fermentlé térfogata 5 frés 1 n¥min levegiztetést alkalmazunk 0,4 bar tilnyoméason.
Kielégithet) e a mikroba oxigén sziikséglete, ha az OUR= 50 rhsti

6.5.A raadagolas léptéknovelése
Batch (szakaszos) feremntacié soran nem torténikoltast koveten tovabbi anyagok
raadagolasa. Tenyésztésnek ez a modja ritka azfgparentaciok esetén. Az ipari termelés
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fermentacioi leggyakrabban rdadagolasos fed-baonentaciok, mert ezek produktivitasa
joval nagyobb, mint a szakaszos fermentacioké.

A rdadagolasnak tekintjik, amikor a termék kiwsének szempontjabdl optimalis
kémhatason tartjuk a fermentlé pH-jat, sav illdtiggoldatok adagolasaval. A pH szabalyozas
soran arra torekszink, hogy minél kevesebb satvellklg oldatok adagolasaval érjuk el az
optimalis kémhatast. Ezt két modon tudjuk befolyidischa megfeldlen tomény oldatot
adagolunk, vagy a fermentlé pufferkapacitasat nokeligynevezett pufferrendszert hozunk
létre. Pufferoldatnak tekintjik azokat az oldatokanelyek nagy mennyiségsavat/bazist
képesek befogadni anélkil, hogy a pH értékik nagykidéen megvaltozna. Tehat a
taptalajnak osszetéteiflbadddoan képesnek kell lennie arra, hogy a mikgaoizmusok
novekedésik soran kéfttt savas illetve lugos jellégmolekulakat k6zombositsen. A
pufferoldatok jellemzésére az oldat pH-jat és putpacitasat hasznaljuk. A pufferkapacitas
megadja, hogy a puffer 1 literének pH-jat hany ek sav cstkkenti egy egységgel, illetve
hany mol efs bazis noveli egy egységgel. A pufferoldat egynggesavat és a hozza
konjugalt bazist, vagy ennek séjat, vagy egy gydmagst, és a hozza konjugalt savat, vagy
ennek sojat tartalmazzila ismerjik a pufferoldat 6sszetételét és pH-j@zdmolhatjuk a
pufferkapaictasat. A pufferkapacitas ismeretébergvalaszthatjuk a fermentacido soran
hasznalni kivant sav és lug toménységét és mergétisé

[HA]

[Z5]

Ahol, aHA a gyenge sav koncentracidja, Aza konjugalt bazis koncentracidjakg a savi

[H+] = Ks

disszociacios allando.

A pH szabalyozason kivil jelleiza raadagolasos fermentaciokra, hogy valamilyen
szubsztrat adagolasa torténik az egész fermentdlEti, vagy bizonyos paraméterek
megvaltozasakor. A szubsztrat leggyakrabban s#étvea nitrogénforras, biokonverzido soran
az atalakitandé6 molekula, de lehetnek prekurzor@k. mikrobak noévekedésének
szempontjabol az egyes sok, asvanyi anyagok ésiviek nagy feleslegben vannak jelen a
taptalajban, igy ezek tovabbi adagolasa a fermeéngaran altalaban nem szikséges. A
novekedeést limitald szubsztrat jelleben a nitrogén- és a szénforras. A szekunder
metabolitok kép&dése a novekedés idiofazisaban torténik, melyetassul ndévekedeési
sebesség és a limitaldé szubsztrat mennyisége gtleBrt a limitalt szubsztrat mennyiséget
kell &lland6 értéken tartani a megféleproduktivitas érdekében. Ehhez szikséges a
laboratoriumi vagy félizemi raadagolas optimaligalaTudnunk kell a tenyészet szubsztrat

felvételi sebességét, a raadagolt szubsztrat megggi és optimalizalni kell a két folyamatot
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az egyensuly érdekében, figyelembe véve a kevarigldésmely ipari |éptékben akar limitald

tényed is lehet.

19.Példafeladat:
Mennyi lesz az oldatnak a pufferkapacitasa ha aetk@fket mérem o6ssze 1 literbe: 4,1 g
NaHPO, és 2,5 g NabPO, és az igy elkészitett oldat pH-ja 7.
Ki kell szamolni az oldatokban az anyagmennyiségeke
Mnaznpo4:142 g/mol
4,1 g=4,1/142=0,0289 mol
MnaHzpo4 120 g/mol
2,5 g=0,0208 mol
pH 7 esetén a [ 107 mol/dn?
A savi disszociacios allando:

14— —7 4
K = [H*][A7] _ 10 0,0289=1'39*107
[HA] 0,0208

Savra nézve a pufferkapacitas, ha tiszta foszfatdmsznalunk:
irjuk fel a reakcidegyenletet
3 NgHPO, + 1 PO, >2 NaH,PO, + NgHPO,
pH 7-6l pH 6-ra kell valtoznia a kémhatasnak. ATi#H 6 esetén 10
Mennyire iH meg az NakPO, mennyisége?
Ennek a mennyiségét jeloljuk x-el, akkor a,NBO, mennyisége (0,0208 mol+0,0289
mol=0,05 mol) 0,05-x lesz.
[H+] = KSF
[H']= Ks*(NNaHzpodMazHPo)
10°= 1,39*10"*(x/0,05-x)
x= 0,043 mol> Az NaH,PO, mennyisége 0,0289 mol-rél 0,043 mol-ra valtozott,
tehat a reakcié soran 0,0141 mol-t valtozott amagmennyisége.
A reakcioegyenlet szerint 1 mokPIO, reakciojabdl 2 mol NaplPO, keletkezik, tehat
0,0141/2=0,007 mol $PO, szilkséges ahhoz, hogy az oldat pH-ja 1-el cstkkeAr

oldat pufferkapacitasa savra nézve 0,007 mol.

Lugra nézve a pufferkapacitas, ha tiszta natriudnexidot hasznalunk:
Reakcioegyenlet:
NaH,PO, + NaOH-> NaHPO, + H,O
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pH 7-6l pH 8-ra kell valtoznia a pH-nak. A [H+] pH 8 eért10®
Mennyire i» meg az NgHPO, mennyisége?
Ezt a mennyiséget jel6ljuk x-el, akkor az N&€@, mennyisége 0,05-x lesz.
(1] = Ky
A
[H']= Ks*(NNanzpodNaztpo)
10®= 1,39*10"*(0,05-x/x)
x= 0,0466 moP>Az NaHPO, mennyisége 0,0289 mol-rol 0,0466 mol-kdtntehat a
reakci6é soran 0,0177 mol-t valtozott.
A reakcidegyenlet szerint 1 mol NaOH reakcidjabdhdl NgHPO, keletkezik, tehat
0,0177 NaOH szikséges ahhoz, hogy az oldat pH-g @jon. Az oldat

pufferkapacitasa lugra nézve 0,0177 mol.

Ezt a pufferolt tptalajt szeretném 100 literesniemtacié soran alkalmazni. Mennyi és milyen
toményséff NaOH-ra van szikségem, ha laboratériumi léptékbegy 5 literes batch
fermentacio soran, pH szabalyozas nélkiblBr5-re csokken a taptalaj kémhatasa?

5 liter taptalajban az anyagmennyiségek:

Mnaznpo4 142 g/mol

4,1 g*5= 20,5¢0>20,5/142= 0,144 mol

Mnanzpod 120g/mol

2,59*5=12,5¢>12,5/120= 0,104 mol

pH 5,5>[H+]= 10°°

10°°= 1,39*10"*(x/0,248-x)

x= 0,237 mol

Az NaH,PO, mennyisége 0,144 mol-rél 0,237 mol-ra valtozothatea fermentacio

soran 0,093 molt valtozott az NgPD, anyagmennyisége, amelyet k6zombdsiteni

kell.

Feltételezzik, hogy 100 literben is a pH6V5,5-re valtozik, akkor 0,093*20= 1,86

mol NaHPO, kell k6zombdsiteni.

NaH,PO, + NaOH-> NaHPO, + H,O

1 mol NaHPO, kézémbositéséhez 1 mol NaOH-ra van sziikség, aki@g mol

k6zombdositésehez 1,86 mol NaOH sziikséges.

1M-o0s NaOH oldatot alkalmazva 1,86 literre van s#ik

2M-0s NaOH oldatot alkalmazva 0,93 literre van szi&ég.
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20.Példafeladat
Az alkalmazott taptalaj 1 literjéhez 8 ml 1 M-os¥a-t adunk, ekkor véltozik a pH-ja 6,5-
rél 7,5-re.
a) Mennyi a taptalaj pufferkapacitasa?
1M NaOH= 1 mol/dm3
8 ml-ban 0,008 mol NaOH vaipufferkapacitas@,008 mol
b) Ezt a taptalajt egy 10 fes fermentaciéban alkalmazva mennyi és milyen by
NaOH oldatra van szikségunk, ha 50 liternél tobimh szeretnénk adagolni? A
tenyésztés exponencialis szakaszdban a pH 0,lkebte@mkeént és ez a szakasz 15
oréig tart.
1 M-os NaOH-val szamolva 1 literhez 6ranként> 0,8 ml NaOH szikséges
1 M-os NaOH-val szamolva 10%*hez->6ranként>8 liter NaOH sziikséges
1M-0s NaOH-val szdmolva 10°hez~> 15 éra alat> 120 liter NaOH sziikséges
3M-o0s NaOH-val szamolva 10%hez->15 6ra alatd40 liter NaOH sziikséges

21.Példafeladat

Egy 10 mi-es fermentorban glilkéz raadagolast kell alkalmaknA tenyészet produktivitasa
akkor a legnagyobb, ha a glikoéz szint nem nagyohibf 0,1 %. Mekkora raadagolasi
sebességet és milyen tomeénységikdz oldatot alkalmazzunk, hogy ezt a szintetata

tudjuk, ha a tenyészet szubsztrat felvételi ragdijadzra vonatkoztatva 3 g/L*h?

Szamoljuk ki a glikéz tobmegét 0,1 % esetén a fetanban:

10000 kg*0,1/100= 10 kep 10 kg glukdznak kell mindig jelen lenni a fermeittan.
Szubsztrat felvételi rata: 3 g gliikoz fogy 1 litembdranként: 10 Frben->30 kg/h
glukdzt kell bejuttatni.

50%-o0s glikoz oldatot alkalmazva: 30 kg glikéz/6@i2~> a raadagolas sebessége
60 L/h= 1 L/min

22.Példafeladat
Egy 10 ni-es fermentorban a keveredési itD s. A rdadagolt szubsztrat egy 50%-os gliikdz
oldat, melyet 0,5 L/min sebességgel adagolunk.ubsztrat felvételi rata 5 g/L*h. Elégséges

e ez araadagolas sebessége, hogy minden egyées etjnsson a glikoz?
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A réadagolt glikéz mennyisége 16-ben 10 s alatt: 0,25 kg*(10/60)= 0,041 kg
Szubsztrat felvétel 10 s alatt 10-ten: 10*1/3600*10*5= 0,013 kg gliikkéz fogy a
taptalajbdl 10 s alatt.

Tehat a keveredésidchem limitélja a szubsztrat felvételt a rendszerben

23.Példafeladat
A glukéz raadagolas megkezdésekor 100 g/L a biaraassncentracidja 100 literes hasznos
térfogatl fermentorban. 0,1'mévekedési sebességet szeretnénk elérni ezzeyésittel és
tudjuk, hogy a glukézra vonatkoztatott efelozam 0,75. Mennyi legyen a raadagolas
sebessége, ha 50%-0s gliik6z oldatot alkalmazunk?

p= dx/dt, ahol az x a biomassza tdmege.

1 ora alatt a\x: 100 g/I*0,1= 10 g/l

Y= AX/IAS= 0,75

0,75= 10/AS; > AS~= 13,33 g/L
100 literes térfogatban 1333 g glukdz sziikségesgfateb novekedéshez 1 6ra alatt.
50%-0s oldat esetén 2666 mi/h= 44,4 ml/min legyedaalagolas sebessége.

Tovabbi feladatok
1) Trichoderma reesdienyésztését MA neveteminimal taptalajon végezzik, melynek
pufferkapacitasat a kovetkeéanyagokkal érjuk el: 0,1M NEPQO, és 4 g/L KHPQ,.

Mennyi a taptalajnak a pufferkapacitasa?

2) Mennyi annak a komplex taptalajnak a pufferkapaeit@melynek 100 ml-éhez 4,5 mli
3M-0s KOH-t adva a pH-ja 6-rol 7 re valtozik. Elegé e a 100 liter 1M KOH
oldatunk egy 20 rhes fermentacié pH szabalyozasahoz, ha a ferméris pH-t

csokken oranként az exponencialis szakaszban. panexcialis szakasz 20 6éraig tart.

3) Egy fermentacio soran a respiracios hanyados 1 (RQtenyészet oxigén felvételi
rataja 60 mmol/L*h. Egy 10 fres fermentoban milyen gliikéz raadagolast végezziink
hogy a taptalajpan 0,1% legyen a glukoz szint. T&gfel, hogy 1 mdl glikoz
molekuldbdl 4 mol Cképzdik.

4) Egy 20 mi-es fermentorban a keveredési ith s. A rdadagolt szubsztratként 25%-os

glikoz oldat hasznalunk, melyet 2 L/min sebességdatiolunk. A szubsztrat felvételi
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rata 10 g/L*h. Elégséges e ez a raadagolasi saheBsgy minden egyes pontba

eljusson a glikoz?
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