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1 Bevezetés

A biomérnokdk feladata a biotechnol6gia eredmérgleigyakorlati megvaldsitasahoz
szilkséges ftivelettani problémak megoldasa, melyhez magas saatirokomplex — riiszaki
és bioldgiai — ismeretek sziikségesek. Az eljar&aoén technoldgiai Iépéseket terveznek, a
felmertb problémakra kdltséghatékony megoldast keresnekmar niikddé technoldgiakat
optimalis szinten Gzemeltetik.

Jegyzetink a DE TTK Biomérnoki alapszakan oktatBiomérnoki miveletek és
folyamatok”, valamint a mesterszakon oktatott ,Ipkinyeréstechnika” laborgyakorlatok
elsajatitasahoz, elmélyitéséhez és a vizsgakra fetdésziiléshez nyujt ismeretanyagot. A
jegyzet el része az upstreamineletek soran alkalmazott eljarasokat: a mikrobpesaadas
alaposszefliggéseit, a fermentaciés technikdk meésitasat, a sterilezési ineleteket
tartalmazza, melyek a biomérntkok altal megvalfsifolyamatok alapjat képezik. A
hallgatok megismerkednek a bioreaktorok/fermentorakzembe helyezésével, és
mikodtetésével kapcsolatos alapismeretekkel. A h@liggyakorlatokon végrehajtand6 batch
(szakaszos) és kemosztat (folytonos) elveikadé fermentacids technologiak bemutatasa és
megvalositasanak lIépéseihez nyujt ismereteket. godila része a jegyzetnek a fermentlevek
feldolgozasahoz és a termékek kinyeréséhez kamstiddyamatok, tgynevezett downstream
miiveletek gyakorlati megvalositasaihoz szikséges retaiet tartalmazza. A downstream
miiveletek fejezet egy-egy, a gyakorlaton is végrelnai6 folyamatot mutat be: keresztaramu
tangencialis dmeést, sejtfeltarast, vizes kétfazisu extrakciotzimn tisztitasat ioncserl
kromatografian és a liofilizalas alapjait.

A jegyzet megirasanak lgidfb célja, hogy a gyakorlatok sordn megismetiépések
és eljarasok 0Osszefoglalasaként szolgalja a héakgaredményesebb felkésziilését és a

szakmai targyak elmélyitéseét.



2 Fermentacios miveleilek elbkészitése a laboratériumba

2.1 Sterilezési modok

Sterilezés fogalma: Eszk6z0k és anyagok teljesasp®icsiramentesitését jele
A sterilezés tébbféle mddon is kivitelezéu

2.1.1 Kémiai moédszerek

Natrium-hipoklorit

7
Na™*
T

Vizes oldatdban bomlas kézben (Na' > NaCl + 'O'") atomi oxigén (naszcens oxigén ’
szabadul fel, amely nagyon reakcioke¢, es oxidaldészer Alkalmas gombak, viruso

baktériumok és endosporak elpusztita:

37%-0s formaldehid és technikai etanol (patosolv) 3dhau keverékék

formaldehid-technikai etanolos Uveg

Fermentor leoltasahoz és fermentorbdl mintavétellesznaljuk, hogy elkeriljuk
befertizodését.A formaldehiddelkorultekinten kell

banni. Ha hasznaljuk gumikesiit, szemiveget és

képenyt kell viselni.Ha kirre keril akkor gyorsan

b6 vizzel le kell mosniHa kiémlene, akkor gyorse

fel kell tordlni és alaposan &t kell szefetni a %

helyiséget.



Kertlni kell a belélegzését.

A formaldehid veszélyes tulajdonsagai:

Lenyelve mérgek

Belélegezve mérgéz

Bérrel érintkezve mérgéz

Felteheben genetikai karosodast okoz.

Sulyos égési sérilést és szemkarosodast okoz.
Rakot okozhat.

Allergias brreakciot valthat ki.

Léguti irritaciét okozhat.

2.1.2 Fizikai moédszerek

2.1.2.1 Nedves lbvel

Nyomas alatt ézzel: certoklavban (kisebiirtartalmu) vagy autoklavban sterileziink 1,1 bar
tulnyomas alatt 121°C-on. Mindkét eszkdz nyomaséémetikusan zarddnak, bennik a viz
hevitésének hatasarézgkeletkezik, amellyel torténik a sterilezés.

CV-EL 12L certoklav

Belss térfogata 12 liter. Mkddése hasonlit a konyhai kuktdhoz. Leoltdé lombétplpipetta
hegyeket, habzasgatlét, fermentacibhoz csoveketalggokat, vizet sterileziink vele 20

percig. Mikddése nem automatikus.



®

hémérsékleszabélyoz

hal6zati tkapcsol6

CV-EL 12L certoklav

g6z kiereszb
hémérs csap
g6z kiaramlas
helye kb. 80°C-
nél

nyomasmés

nyomasszabalyo:
szele|

fedél rogzié

fedél fogantyu

biztonsagi szele

certoklav fedele



Certoklav hasznalata:

1. loncserélt vizzel fel kell télteni addig, hogy asko aljat ellepje a viz.

certoklav belseje

2. Certoklavba helyezhét a sterilezendl eszk6zok. Az Uivegek kupakjat egy kicsit
meg kell lazitani, hogy sterilezés kdzben a kelgtkghz eltdvozhasson. A leoltd
lombikok és az Erlenmeyer-lombikok lombiksapkajaf@iaval kell lefedni.

A fedél felrakasa. A fedél csak a képen lathatédks-os helyzetben raktato fel.
A fedél elforditasa. A fedél az éramutato jarasamabegyeden rogzul, mig vele

ellentétesen lazul.

R

fedél felrakas utan



elforditott fedél

5. Fedélrogzit elzrasa.

fedélrogzib nyitott allapotban

fedélrogzié zart allapotban



6. Go6z kiereszb csap kinyitasa. Oramutaté allasaval ellentétegehato

certoklav @z kiereszd csapja nyitott allasbi

A certoklav bekapcsolhato a zol@kapcsolova
8. Ha a certoklav kifujta adgt kb. 80°C koril, akkor elzarhat6é (éramutatd @iés
megegyeéen zarhatd) adx kiereszb csap. A ¢z kifujasakor altalaban vizcsepp

jelennek meg a fedélen &z kiereszb csy kdzeében. A géz kiaramlas jol
hallhato.

vizcseppek megjelenésézgkifujaskol

10


http://web.unideb.hu/~szentirmai/temp/media/CertoklavGozkifujasa.mp3

9.

10.

11.
12.

13.

A
certoklav @z kiereszb csapja zart allasban

A certoklavban 100°C utan elkezd névekedni a nygadst a nyomasmaérfekete

mutatoja jelez.

Ha a lbmérséklet elérte a 121°C-ot és a fekete mutatGanossargaval egydtt all,

hallhat6 gizeds hang, hogy elindult a sterilezés. Ekkor indithaté epgter, innen

kezdddik a sterilezési id. A sterilezési id altalaban 20 perc. Sterilezés alatt a

certoklav 121°C-ot és 1,1 bar tulnyomast tart. Adweek egy kicsit ingadozik. Ha

csokken a bmérséklet, akkor egy Kicsitit:

A sterilezési id lejarta utan ki kell kapcsolni a certoklavot adziltkapcsoloval.

Ha a nyomasmérfekete mutatdja 0-ra csokken ésémiérseklet 80°C ala csokken,

akkor levehet a certoklav fedele, és kiveldkt a sterilezett eszkdzok. A fedél

levétele ebtt a fedélrbgzit narancssarga csapjat ki kell nyitni. A fedél

oramutatoval ellentétesen forgatas utan \eleet

A fedél levételekor forré ¢g aramolhat ki a certoklavbodl, ezértwdbyazatosan

vegyuk le azt. Az forré eszkdzok kivételekd@alo gumikesztiit kell hasznalni.

Kivételkor az Uvegek kupakjat meg kell szoritani.

Ha szlkséges, akkor steril boxba kell pakolni aettisterilezett eszk6zoket, hogy

megszaradjanak. Ezen eszkdzok példaul: leoltd lbmBrlenmeyer-lombikok,

aluféliaval becsomagolt kanal. Steril boxba pakalts a leoltd lombikokrdl és az

Erlenmeyer-lombikokrél le kell venni az alufélia orsagolast, hogy a papir

lombiksapkék megszaradjanak.

11


web.unideb.hu/~szentirmai/temp/media/CertoklavSterilezes.mp3

Autoklav:

Automatikus és manudlis valtozata létezik. TObagmzkoz (pl. leoltd lombik, Erlenmeyer-
lombik) sterilezhet vele, mint a certoklavval. Nagyobb mérete miatkalthas Uveg
fermentorok sterilezésére. Tobboid van szilksége, hogy elérie a sterilezéshez sgéksé
hémérsékletet és tulnyomast. A ldés és a nyomas lecsokkenés is tohit iksz igénybe,
mint a kisebb certoklav esetében.

Raypa AES-110 autoklav

Automatikus nitkodési.

Raypa AES-110 autoklav hasznélata

1. Hasznalatba vétel @t ellertrizni kell, hogy van-e elegefidrziz az autoklavban. Ha

nincs elegend] akkor utana kell télteni addig, hogy ellepje a@Wlosar also részét.

12



Raypa AES-110 autoklav belseje

2. Ellendrizni kell, hogy a fedél mogotti két csap csatofdeain) és ¢z (steam) zart
allapotba van-e. Zart allasba az 6ramutatoval megggn kell forditani.

csatorna csap 9oz csap

csatorna (drain) éssg (steam) csap nyitva

13



STEAM STERILIZER

o

csatorna (drain) és5g (setam) csap zarva

3. Bepakolhatok a sterilezeticeszk6zok hasonléan, mint a certoklav esetében. Ha
Uvegfermentort rakunk az autoklavba, akkor anndklgzorité csavarjait meg kell
lazitani és a fermentor levégivezetés cstvét nem szabad vattaval eltdmiteak c
alufdliaval szabad becsomagolni, hogy sterilez&bk&i a keletkérzgéz tiinyomas
el tudjon tavozni a fermentorbal.

4. Zarhato az autoklav fedele. Utkozésig kell elfaditaz autoklav fedelét, majd
erésen el kell zarni a fedélszoritot jobbra forgatkamegszoritas hatasara baloldalt

a fedél berbgzul egy zarba.

fedélza fedélszorit fedé

meglazitott fedélszoritd megszoritott fedélszoritd

14



L

nyitott fedélzar zart fedélzar

5. A zold fékapcsoloval bekapcsolhatd az autoklav.

noéveb gomb
nyomasmey
START/STOP
gomb
csbkkendé) hal6zati
gom fokapcsold

STEAM STERILIZER

6. Alapozdé (novel és csokkerd) gombokkal ki kell valasztani a megfeiedterilezési
hémérsékletet és édartamot pl. P3— 121°C és 20 perc (lombikok, taptalajok); P8

— 121°C és 120 perc (Inel BR92K uvegfermentor); P9121°C és 60 perc
(Sartorius Uvegfermentor).

15



leggyakrabban hasznalt sterilezési programok

A panel bal fel§ START/STOP gombjaval indithat6 a sterilezés.

Az autoklav elkezd iiteni. 99°C-ot elérve elzarja a leviage®b szelepet, majd
elkezd ndvekedni a nyomas. Az aktualiémérsékletet a kijetz folyamatosan
mutatja. Amikor a nyomas elérte a 1,1 bar talnydnédsa Bmérséklet a 121°C-ot,
akkor elkezddik a sterilezés. Ekkor kezd el visszaszamolni a&f) vagy 120
perces sterilezési #bol. Az id6 elteltével kikapcsolja difészalat és elkezdimi a
nyomas pedig leesni. Kb. 80°C-nal kiirja a kifglhogy PROCESS COMPLETED,
ekkor ki lehet kapcsolni a zoldKapcsolét, kinyithatd (kivétel a fermentor) az
autoklav és kipakolhat6. Lombikok és Uvegek esat&sonloan kell eljarni, mint a
certoklavbol kipakolaskor. Az tvegfermentort 80°€f6meérsékletnél nem szabad
kivenni az autoklavbdl. Ha a fermentor sterilezéd@utan inditjuk el, akkor azt
csak a kovetkez reggel szabad kivenni. A lgléséhez tobb itte van sziiksége.
Kivétel ebtt a fermentor fedélszoritd csavarjait még az déatdian meg kell hazni.
Kivétel utdn leghamarabb a fermentor levagtését kell elinditani.

16



2.1.2.2 Szaraz hvel hélég sterilizatorban
Fém és Uveg eszkdzok sterilezésére hasznaljukyaknkibirjadk a magasablsmérsékletet

(160-180°C). 180°C-on két Ora sziikséges a spokdérnanok elpusztitdsahoz.

hémérséklet
bedllitasa

START gomt
ajtényité goml

sterilezési id
bedllitasa

halozati
fékapcsolo

holég sterilizator belseje

2.1.2.3 Nyilt langban

A lang magas émérséklete miatt hamar elériea sterilitas. Nem bomlé és nem gyulladé
eszkozok sterilezhét vele, mint példaul oltdik, oltékacsok, széleszthotok. Nyilt langot
hasznalni a laminaris fulkében szoktunk munka kozfa. baktériumok atoltasa Petri-
csészéil Erlenmeyer-lombikba oltokacs segitségével. Adlatsot lefités kozben a lang
kozelében tartsuk).

oltékacs gazlangban izzitasig hevitve

17



széleszibot langban alkoholba martas utan

2.1.2.4 UV fénnyel

Csiramentesitésre hasznalhat6. Baktérignm@tasat 250-280 nm kozétt fejti ki. Karcinogén
hatdsa van. Karositja a szemet. Ha hasznaljuk,rakkipa helyet célszirelhagyni ahol a
fényforras Gzemel. Az UV fény hatasa a fényforfasé®olodva négyzetesen csdkken: ha
példaul 0,5 métest 1 méterre noveljik a tavolsagot, akkor negyedyaankaros, ha 1,5
méterre ndveljik a tavolsagot, akkor mar csak kiéghannyira lesz karos, mint a 0,5 méteres
tavolsag esetében.

Petri-csészékben szilardulo taptalaj steril box&infényben

18



2.1.2.5 S4iréssel

Példaul MILLIPORE 0,2gm-es s#rével. Poliéterszulfon (PES) membrant tartalmaz.
Hore érzékeny vegyileteket pl. glikdz, nyomelem altlighet sterilre srni vele.

szirend glikoz
oldat

vakuum szivattyu
MILLIPORE
SZird

sirt glikoz
oldat

szirés steril boxban

Leved sterilre s#rése:

0,2um porusatméijic membransirét (pl. Sartorius Midisart 2000 hasznalunk, amely
megstri a levedt a baktériumoktdl, a mikroszkopikus méregombaktol, a spéraktél és a
portdl. A membran hidrofélpolitetrafluoretilétoél (PTFE, teflon) készil. A levégzirovel
ellatott csovet kell a fermentor levidgementére csatlakoztatni.

Az Uveg fermentorokat levégzirovel egyitt kell sterilezni autoklavban. Azért, hogy
levediszird sterilezés alatt ne nedvesedjen be a be és kigreed leve§ csovet el kell
zarni Hoffmann-szoritéval. Elzaras nélkll steriezkbzben keletkéz géz juthatna be
membran porusaiba.

Ha a s#r6 membranja nedves lesz, akkobfeldulhat, hogy atjarhatatlan lesz a le$eg
szamara.

art’ 2y
\NN ;gﬂm Pfffa 0

i'_’l__’
§ =

19



leved sterilre sArése levedszirs segitségével

20



2.2 Laboratériumi Gvegfermentor felépitése

leoltd csonk

oldott oxigén
elektréda

motor
levedbsZird

mintave

pH elektroda

levegkivezeté kevel
golyos Hitd tengely
hémérn hito-fitd viz
kimenett
fermentor
hits-fiits keveres
kbpeny
Helyette lehet keve
hécseréd a
fermentorban.
stritett
) leved
fermentlé bevezetése

hoto-foto viz
bemenet

2.2.1 Az INEL BR92K fermentor 6sszeszerelése

1. A szerelés megkezdésétlellensrizni kell, hogy az lGiveg fermentortest also részeén
a leereszt cs) nincs-e elrepedve a bilincsnél. Ha el van repedkkor cserélni kell
csovet, mert a sterilezés hatasara tovabbrepediwt,eltorhet. Ha eltorik, akkor a
fermentorban I&¥ taptalaj kifolyik az autoklavba.

2. A leereszb csovet el kell zarni két darab Hoffmann-szoritovakzoritocsavarnak
a c$ kozepén kell lennie. A két szoritd lapnak parhuasam kell allnia

megszoritas utan.

21



Uveg fermentortest

3. A fermentortest fehér tondigyarajét (felil és belil) és a fedélszor

csavarmeneteit g8ikonzsirral meg kell kenr

megzsirozott fehér tondigyira és fedélszoritdé csavarmene

22



4. A fermentortestbe bele kell helyezni a fedelet.

5. A fedelet rogziteni kell 6 db szoritécsavarral,cdaek lazan. Autoklavban sterilezés
eléstt mindig meg kell lazitani a csavarokat, hogy armfentorban keletkéz g6z
tilnyomas el tudjon tavozni. Sterilezés utan szabhadhlzni a szoritocsavarokat,
de nem szabad tulhtzni, mert a fermentor liveg edstpedhet.

fedél szoritobcsavar

23



110 N

szoritécsavarokkal rogzitett fedél

6. Megzsirozott O-giruket kell helyezni a fedélen talalhaté portokbalbdnagy és 7
db kicsi port talalhaté a fedélen.

24



fedél O-gyiriik nélkill fedél O-gjiriikkel

7. Megzsirozott csavarmerieport szoritocsavarokat és adagolocsonkot kellezely

az O-gyirtikkel ellatott portokba. A lyukas csavarokat csaalakell becsavarozni.

fedél a portcsavarokkal és az adagol6csonkkal

25



8. A portokat el kell latni a beleval6 alkatrészekkel:

- leoldt6é csonk

-

- vakdugé

- hémén

T — —

- golyés Hhito

26



- mintave

{ .m

Ha a portokba nem csusztathatd belérad6 vagy a mintaved, akkor ioncserélt vizzel meg
kell nedvesiteni az alsé fém részt.

Ha az alkatrészek belekeriiltek, akkor a portcs&ednmeg lehet szoritani kézzel szorulasig,
majd a portok nyilasasaiba illeszthatgzitt kulccsal lehet egy fél vagy egy fordulatot

tekerni. Nagyon ésen nem szabad meghuzni, mert tdnkremehetnek arosenetek.

rogzit kulcs

e

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

.
.

, ‘*véi'gy'oldoﬁ vvvvvvvvv
oxigén elektroda
helye

csatlakoztathat6 a sa\
lig és a habzasgétl6 csqve

leolt6 csonk

27



9. Csatlakoztatni kell a levégsovet a levatgZirével, a termosztald kor csoveit, és az

adagolécsonkhoz a sav a lug és a habzasgatlo adageeit.

~q ¥ R
10. Csovek elzarasa Hoffmann-szoritoval:

A leolté csonkot egy helyen, a mintavesstvet pedig két helyen (az oliva alatt és
felett) kell elszoritani Hoffmann-szoritoval. Hadott oxigén elektrodat is
kalibralunk a fermentorhoz, akkor nem kell elzéanieve@csovet a levegsAirs
elétt és utan Hoffmann-szoritéval, mert lededkell juttatni a fermentorba az
elektréda kalibraciohoz. Ha nem lesz oldott oxigdektroda kalibralva, akkor
elzarhaté a levegsd a leved@sziré elétt és utdn. Az oldott oxigén elektrdéda
kalibracioja utan el kell zarni a levéggovet a levegszirs elstt és utan.
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11.

12.

13.

Habzasgatlot (pl: polipropilén-glikol) is kell adalgi a fermentorba a két elektroda
behelyezése étt. Altalaban gomba fermentacional 2 cseppl/litegktbrium
fermentacional pedig 1 cseppl/liter habzasgatlotl kelni a tiptalajhoz. A
habzasgatlét a mikrébaval leoltott frementorhoz kelzzaszamolni. Példaul ha
gombat fermentalunk és az dssztérfogat 6 litetdtap+ kiegészitk + inokulum)
lesz, akkor 12 cseppet kell adagolni. Ha fermentddzben szikséges még
habzasgatld, akkor az adagolé pumpéaval vagy stecskendbdl lehet steril
habzasgalét a fermentorba adagolni az adagol6cadiémesztiil.

Ha csak pH elektrédat hasznalunk, akkor a masiky nagrtba vakdugoét kell

helyezni.

A két Ures nagy portba kell helyezni a bekalibpit és oldott oxigén elektrédakat,
ha a taptalaj és a habzasgatlé be lett téltvenadetorba.

Néhany cébe szorosan vattat kell helyezni:
- leolté csonk

- savc$

- lages
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- habzéasgatlo adagoldcs
- leved ¢
- mintaveWy
A golyos hité elmerd leved csdvébe nem szabad vattat rakni és nem szabadnatoff

szoritéval sem elzarni, mert itt fog tavozni a fentorbdl sterilezés kdzben a tdlnyomas.

fermentor vattaval bedugaszot csovekkel

14. Aluféliaval csomagoland6 alkatrészek:
- leolté csonk olivdja
- sav, lugcs és habzasgatld adagoléaggei és olivai
- pH elektréda
- hémé
- levedcss vége és leveisird
- golyés hité elmerd levedicsove és vizcsOveinek a vége
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- mintavebcs) vége és olivaja

- oldott oxigén elektréda

- termosztal6 kor csdveinek a vége
- kevebtengely

- leereszb csH vége

becsomagolt fermentor

15. Ha minden be lett csomagolva, akkor meg kell lazita termentorfedél
szoritocsavarjait, mert itt is elthvozhat sterilez&bzben a tdlnyomés a

fermentorbdl.
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2.2.2 Inel BR92K blokkfermentor

oldott oxigén elektroc
csatlakozas

motortengely

bemers leved csove
termosztald ko

g levedisairéd
csove

elmerd leved) cstve
leoltd csonk
pH elektroda

vakdugc
habgatlé adagol66s

sav pump

lig pump'a}ls -
1
habgatlo adago

pumpa *

golyés Hito
adagol6 csonk
fedél szoritécsavar

elmer® leved

buborékoltatdja
lhgess
keve
savc$

sav (3M HPQy)

lag (3M NaOH

leereszi csonl
Hoffmann-szorito

A blokk részeinek elnevezése

Altalaban zarv
van a fermentac
alat. A fermentaci

inditasa ditt nyitva 3 éallasu
kell, hogy legye fékapcsolo
(termosztal
rendszer feltolté:
hél6zat
csapvizzel adagolé
pumpak

A két csap koziil aramellatasa
egyiknek mindi
nyitva kell lennie

fermentacio alai

Fermentaci
kézben mindi
nyitva kel
lennie. Ha nyitv
van, akko &
golyés Hhité
hideg

A csapok fuggleges helyzetben zarva, mig vizszintes helyzetgnanvannak.
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3 allasu 8kapcsold

A fermentor bekapcsolasara szol

O helyzetben kikapcsolt allapotban van a ferme

1-es helyzetbe kapcsolva lehet lebegtni, kevertetni, p-t szabalyozni, oldott oxigél
szabalyozni, habzasgatlot adagolni és aramot a#Bi adagold pumpanak. Aitbszal nem
kap aramoés a termosztalo kor keringedzivattytjasem tizemel.

2-es helyzetben minden szabdlyoz6 kor Uzemeli@

Homérsékletszabalyozas

Homérsékletmérésre nem hasznalhaté higangogld, mert nem birja a sterilezést. Helye
fém ellendllashomeérst hasznalnak. Itt Ptli-as lbmeért (Pt = platina), amelynek 1(Q az
ellendllasa 0°@n. Ha 1 a lbmérséklet, akkor draz ellenallas, ha cstkken &nmérséklet
akkor pedig az ellenallas is csokken. &€ jelének hatdsara nyitnak és zarnaki-fité
szelepek. A titést a halozati hidegviz biztositja, ezért a hdldz@egviz csapnak mindi
nyitva kell lennie fermentacio alatt. Haténi kell, akkor bekapcsol ditbszal. A Hité-futé
vizet egy keringét szivattyu juttatja el a fermentor termosz korébe. A keringét szivattyu
és a fités csak a haroméllasu kapcsolo kettes allasdtmnedizKettes allasba kapcsolaste
mindig ki kell nyitni a hal6zati hidegviz csapjat,kézi lités csapjat és a kdzvetlen vag
kozvetett kités csapjat. Ha tikddik a szivattyd, akkor a termosztald kor szilikon csbere
lehet érezni az aramlo vizet. Néhany perc utamgrbahet a vizaramlas elzarhat6 a kéiids
csapja.
Ha nem érezhétaz aramlas, akkor annak tobbféle oka lehet pé&
- Afoékapcsolo nincsen kettallasba kapcsolva, ezért nem jar a sziva
- Nincsen viz a termosztalé kérben, mert nincsenvayé hidegvicsap a fermentor
mogott vagy nincs nyomas a haldzati vizrendsze. Ekkor azonnal egyes allas
kell kapcsolni a dkapcsolot, mert tonkremehe szivattyd szarazon jarat A

viznyomas elledrizhets afermentor baloldali alsé vizcsapjan.

‘ viz

M -
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- Nem jar a szivattyl akkor sem, ha a kettes allastzana 8kapcsolo. Ekkor a

szivattyd a probléma.

Kevertetés
A keve feladata a homogenizalds. Példaul felaprézza agleuborékokat, egyenletes
hémérseékletet, egyenletes pH-t biztosit a fermentarb® nagyobb fordulatszam jobban

felaprozza a leveipuborékokat, igy konnyebben beoldddik a lévegigénje a fermentlébe.

A keverés hatasa

Levedbztetés (kompresszor és nyomascsokkent
A kompresszor (gitett levedt (itt 6,5 bar) allit &). A felss tartdlyba komprimalja dssze a

levegit. Ha a levegnyomds leesik 4 bar ala a fermentorok |éebgetele miatt, akkor
beindul a kompresszor. Addig megy, amig el nena &b bar-t.

A kompresszor nem lehet olajkefié\z apré olajszemcsék a levisgiirét eltomitenék. A
kompresszortol a Usitett leve@ egy c$rendszer (szirke &p segitségével jut el a
fermentorig.

A levegiben nedvesség talalhato, amiiaiteés hatasara lecsapédik (kondenzviz). Ez a \ézet
kell engedni a kompresszor baloldalandléekete cé végén, és aiisitett leved@t szallitd kék
és szurke dscsatlakozasanal a kompresszor mogott.

A fermentor ebtt a leve@d nyomasat le kell csdokkenteni egy nyomascso&k@eduktor)
segitségével. A reduktor tetején talalhaté csaptsEggvel lehet beallitani a megfélel
nyomast. A fermentorra nem engedheagynyomasu levég mert a fermentor ésendszere

nem tudna elviselni.

34


web.unideb.hu/~szentirmai/temp/media/FermentorVideoKeveresHatasa.mp4

A nyomascsokkent elétt talalhaté egy csap (a képen a nyomascsokkbatoldalan). Ha
fuggoleges helyzetben all, akkor zart allapotban vanzsiihtesen kell allnia (nyitott
parhuzamosan a levéggovel), hogy leved juthasson a fermentorba.

kompresszor reduktor

Leved)szird

MegsZiri a fermentorba bemén levedt a portdl, a sporaktdl, a gombaktol és a
baktériumoktol. Nem d€iri ki a virusokat. 0,2um-esek a porusai. A képen lathatdirén
lathaté egy "IN" felirat, amely a levédemenet oldalat jel6li. Ha nem talalhat6 arém "IN"
jelzés, akkor a $z6 mindkét oldala lehet a levédpemenet helye.

st 2y,

|
ﬂ 204 Plge
i

levedhsZird

Golyos Hhito

Az elmerd levedht fosztja meg a nedvességietA kilsé kdpenyeben hideg csapviz aramlik,
amelynek hatasara belil atamyag apré6 dgyikon lecsapodik a nedvesség és alul
visszafolyik a fermentorba. A golyositének mindig hidegnek kell lennie. Nélkile
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csokkenne a folyadékszint, és toményebbé valnanzefalé. A halozati hidegviz csapnak és

leved visszalité csapnak a fermentacié soran nyitva kell lennie.

Itt tavozik a golyos titébol
elmer® leved.

Ide kell kétni az elmefhleved
buborékoltatoja

/I hiitéviz bemenete

/ hiitéviz kimenete

\‘ Itt 16p be a fermentorbdl kilédeveds a golyds kitsbe.

Itt csOpOg vissza a fermentorba &anyag gyiriikon lecsapodott viz.

golyos hito

r—

A golyés hit6 belseje

Elmerd leved buborékoltatéja
Rajta keresztul kell az elménievegnek atbuborékolnia. Ha nem lathatdo a buborékolas,

akkor valahol példaul az egyik vakdugonal szokilgraeiaramlo leveg De lehet, hogy nem

jut leved a fermentorba: példaul nincsen bekapcsolva a kesspor, vagy a

nyomascsokkeihél nincsen megnyitva a csap.
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pH mérés és szabalyozas

A pH elektrodat hasznélat & ioncserélt vizzel le kell mosni és szarazra kéholni
papirtorbvel. Kalibrélds eitt az ebz6 fermentacid kalibralasi érékeit torolni kell. A
kalibracidhoz csatlakoztatni kell @inést és a kijelzett éfokot meg kell adni a 7-es pH-ju
kalibracio inditasakor.

Elészor 7-es pH-ju (z6ld) majd 4-es pH-ju (rozsaspidptban kell kalibralni. mV értékeket
allit be a fermentor a két kalibralt értékhez. Ayabb pH tartomany lefedéséhez hasznalhaté
a 7-es pH-ju (zo6ld) oldat helyett a 9,21-es pHKéki oldat is.

pH 7-es pufferoldat pH 4-es pufferoldat  pH 9,21-es oldat

Sterilezés utan ellénizni kell a taptalaj pH-jat. Mintat kell venni adso6 leeresst csévon
vagy a mintaveém, majd egy pH mérmiszerrel meg kell mérni és 6ssze kell hasonlitani a
fermentor altal kijelzett pH érékkel. Ha a mért @&ijelzett pH érték 0,05-nal nagyobb

eltérést mutat akkor a 3. pontban a mért érékKdiriédni kell.

pH szabalyozas é&ti feladatok:

Hasznalat éltt a savat és a lugot ki keldZni laza kupakokkal 20 percig a certoklavban. A
certoklavot fed nélkul kell hasznalni. A sav és lug Uvegeket KB-igy el kell, hogy lepje a
certoklavban Iéf ioncserét viz. A 20 perceéziést a viz forrasatol kell szamitani. Kb. 30-40
perc Hilés utan ki kell venni a két liveget a certoklavlla kell szoritani a kupakot.

A szabdlyozas elkezdéséhez a sav és lug a csdedtadt ellerbrizni, hogy az nem repedtek-
e meg. Ha épek, akkor be kell kétni a pumpakbandra akkor a hibas északaszt az oliva
felett el kell zarni Hoffmann-szoritéval, majd apeglt csovet az olivakkal egyitt ki kell
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cserélni egy mar lesterilezett olivasées Csatlakoztatas @t a két csdvet formaldehid-
alkoholos oldatba kell martani, hogy elkeruljukeddrttzédést.

Ezutan a savat és lugot tartalmazé Uvegeket csatiatki kell a fermentor sav, g cséveihez,
majd fel kell tolteni a csoveket savval ill. liggdHa a csovek tebittek, akkor az
adagoldcsonk als6 részén cstpogés lathato.

pH szabalyozas:

Altaldban 3 moélos NaOH-t és 3 molossRdy-et hasznalunk a pH bedllitasara. Ha
alacsonyabb a pH érték, mint a beallitott (példdidl 7), akkor elindul a lagpumpa, ha
magasabb, akkor pedig a savpumpa. A beallitotkétrtdnindig egy holtsavra kozeliti meg.
Példaul ha a holtsdv 0,05pH, akkor alulrél kozeli®,95-0s pH-nal fog megallni a lug
pumpa, ha pedig felil kdzelit a 7-es pH-hoz, akkor 7,05-6s pH-nal. HaHha két érték
(6,95-7,05) kozott van, akkor nem fognak elindamumpak.

Oldott oxigén (DO) mérés és szabalyozas:

Az oldott oxigén elektrodat 3 pontban kell kalimialMind a 3 ponthoz mV értékeket allit be
a fermentor. Kalibraci6 alatt itt is csatlakoztakedl lennie a Bmének. A kijelzett fokot

itt is meg kell adni a kalibralas soran.

Kalibracié ebtt torolni kell a korabbi fermentacio kalibralastékeit.

Kalibracié ebtt ellersrizni kell, hogy az elektréda membranja fel vanbkve O,-elektrolit
oldattal, nem lyukas-e a membran.

DO elektréda membran
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O,-elektrolit
Kalibralas lépései:

1. Az elektréda csatlakoztatasa nélkil: elektréda ilébkz elektronika hibajanak
kompenzalasa.

2. Zéro gélbe (oxigénmentes) kell helyezni a DO etekit. Ez a kalibracio jelenti a
0%-o0s oldott oxigén telitettséget. Itt az elektrésleavargd aramanak mérése
torténik oxigén mentes kornyezetben. A DO elektt@aérd gélbe meritésoi és
utéan le kell mosni ioncserélt vizzel és szarazthtéiIni papirtorbvel. Zéro géllel
dolgozni csak gumikeszipen szabad, mert a pH-ja 12,5. Ha a gé@te vagy
szembe kertil, akkorévizzel alaposan le/ki kell 6bliteni.

zéro gel

3. A 2. kalibraci6 utan nem szabad az elektréda dsaksst megbontani. Az
elektrodat a fermentorba kell helyezni, majd kb. percig kevertetni és
levedztetni kell a fermentort. A kevertetést és a |éztgtést a fermentacio soran
alkalmazott legnagyobb értékekre kell megemelni. d2aoldott oxigén % értek

stabil, nem ingadozik, akkor elindithaté az oxigélitett kalibracié. Ez a pont lesz
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a 100%. Itt az elektroda érzékenységének mérégénikr oxigénnel telitett
koérnyezetben.

Sterilezés utan Gjra meg kell kevertetni és léeégtni a fermentort ha a %-0s érték
nem 100%, akkor Ujra meg kell ismételni a 100%etisettsed kalibralast.

Oldott oxigén szabalyozas

A fermentor %-osan jeleniti meg az oldott oxigételéét.
Két lehetseg van, hogy szabalyozzuk: kevertetés és tetetgs

Példaul ha 20 %-o0s szintet szeretnénk tartani.

Oldott oxigén szabalyozaskeveréssel

Ha 20 % ala csokken a DO, akkor a kéviardulatszama emelkedik, ha 20 % felé ndvekszik,
akkor csokken a kevérfordulatszama. A fordulatszam a beallitott minim(wh 100 RPM)

és maximum (pl. 600 RPM) értékek kozott valtozhat.

Oldott oxigén szabalyozaslevetetéssel

Ha 20 % ala csokken a DO, akkor tobb leitggttat a DO szabalyozas a fermentorba, ha 20
% felé novekszik, akkor csokkenti a beridaved mennyiségét. A levégmennyisége a

beallitott minimum (pl. 50 I/h) és maximum (pl. 310) értekek kdzott valtozhat.

Oldott oxigén szabalyozas tipusai

csak kevefvel

- csak levegvel

- leved és keves egyitt
- elészor keved, aztan leveg

- elészor leved, aztan kever

Habszint szabalyozasa

A kevertetett és levégtetett folyadékszint felé kell elhelyezni a halmez®t. Ha nedvesedik
az elektréda, akkor beindul a habgéatlé adagolé umz adagolt habzasgatlénak sterilnek
kell lennie. Minél magasabbra noveljuk a fernerntinérsékletét, a kevérfordulatszamat és

a fermentorba juttatott levégmennyiségét, annal parasabb a lesz a fermengét 1é\6
légtér. A szenzor hidegebb fellletén lecsapodhptira, amelynek hatasara beindulhat az

adagolé pumpa. A habszenzoiikildése nem megbizhato.
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DO szenzor habszenzor pH elektrodahémér

elektrodak

2.2.3 Fermentor leoltadsa

1.

A fermentor és a leolto lombik csowéite kell venni az aluféliat, és a csovekiki
kell venni a vattadugot.

Mindkét c$veget formaldehid-etanolos keverékbe kell martani.

Csatlakoztatni kell egymashoz a két cstvet. A ferareleoltocsovén egy olivanak
kell lennie a csatlakoztatashoz.

Ha a két c§ Ossze lett csatlakoztatva, akkor le kell &llitemi fermentor
levegiztetéseét.

A két csdvon meg kell nyitni a Hoffmann-szoritok&ipgy a baktérium vagy
gombatenyészet bejuthasson a fermentorba.

Ha a mikroba tenyészet bejutott a fermentorba, maldtokell zarni a fermentor
leolté csdvén a Hoffmann-szoritot.

El kell inditani a fermentor levégtetését.

Szét lehet csatlakoztatni a két csovet.
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9. A fermentor oltdcsdvének a végét formaldehid-etamdieverekbe kell martani,

majd be kell csomagolni alufdliaval.

2.2.4 Mintavétel a fermentorbdl:

1. A mintaveW cH végébl le kell venni az alufdliat, ha van adteen vattadugo,
akkor azt is ki kell venni. Vattadug6 csak a®etsntavételig lesz benne.

A mintavew ¢ veégét formaldehid-etanolos keverékbe kell mértani.
Csatlakoztathat6 a fecskénd mintavételhez.

Meg kell nyitni a csévon talalhaté Hoffmann-szaoritd

o bk~ 0N

10 ml (Sartorius tUvegfermentor) vagy 20 ml (Inel @K tvegfermentor) holt
térfogatot le kell szivni 66z6r. Ez a minta nem fontos a szdmunkra. Annyi holt
térfogatot kell levenni amennyi a mintaveess térfogata. A levett mintat nem
szabad visszanyomni a fermentorba, mert a hasZeékkend nem steril,
befertzhetjik vele a fermentort.
6. Ujjal vagy gyorsszoritoval el kell zarni a mintadessovet.
7. Le kell venni a fecskerdd és ki kell Uriteni egy kancsoba, va@ygdpoharba, amibe
Domestost kell tenni.
8. Vissza kell csatlakoztatni Gjra a fecskénd
Meg kell nyitni a csovet.
10. Le kell venni a tényleges mintat, annyi ml-t amammgzikségink van.
11. El kell zarni a mintave¥ csévet egy Hoffmann-szoritéval.
12. Le kell csatlakoztatni a fecskaftca mintaval.
13. A mintave\ cs) végét formaldehid-etanolos keverékbe kell martani.

14. A csb végét aluféliaval be kell csomagolni.
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2.3 Laboratériumi 15 literes fémfermentor felépitése ésniikodtetése

Helyben sterilezhét nyomasallé rozsdamentes acél fém fermentor.

liter. Maximélis térfogata 15 liter.

hémérsékleszabalyoz
és kijeld

fiités Bkapcsol

felfiitési és sterilezé
id6 beallitc

oldott oxigén%e
(tavvezérd lizemmaod
beallit¢

keverés start/st(
kapcsold tavveérs
Uzemmodba

fordulatszam kijel& és
szabalyozé panel he
Uzemmodba

leved visszalité
hidegviz csap,

termosztalé k¢
hidegviz csap|
leved visszalito
hidegviz bemene
kevek fékapcsolo

futés aramellata
hémeér kabele

termosztalé kor titéviz
bemelete

15 literes fémfermentor felépitése

2.3.1 Sterileszés ditti feladatok

Osszeszerelés
1. A fedélen Ié¥% és a leveg visszalité tetején €% portoknak

kivétel a Bmémn és a leveg) visszalit6 portja.
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Hestarfogata 10-12

elmerd levediszelep
motortengely

motortengely
csatlakozéasa:
fel/le mozgathat6

elmerd leved
visszaliitéje

bemerb leveds
csatlakozasi hel

oldott oxigén
elektréda

rotaméter
I/min-ben mér

fedél

pH elektréda
kémlebnyilas
leved visszalité

elhasznalt itévizének
elvezetése

fém fermentortest

termosztal6 kor
elhasznalt titévizének
elvezetése

uresnek kell lennie,



fedél tres portokkal

2. A szabad portok csavarmeneteit szilikon zsirral kedbgkenni.

szilikon zsirral megkent port csavarmenetek

3. Az Ures portokra gumi vagy szilikon szeptumot kakni, kivétel a pH és az oldott
oxigen elektroda helye. A fekete sizikeménygumi, mig a szirke szilikon, sokkal

puhabb és rugalmasabb.
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portokra helyezett szeptumok

Szilikon szeptumot kell helyezni a mintavétel, aelgh és a leveg visszalit tetején 6%
portokra.
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4. A szeptumok tetejét szilikon zsirral meg kell kermigy megpuhuljanak.

szilikon zsirral megkent szeptumok

5. Minden szeptumra egy fém iyyit kell helyezni, a levegvisszalitére is.
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fedél fém gyiriikkel

6. Minden fém gyiriire tekerni kell egy szoritogyiit szorosan. Alul és felll is
talalhato egy csavarmenet. Az also résszel keflitégi a szeptumot és a szeptumra
rakott fém gyirit.

port szoritégyri
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fedél betekert szoritogyiikkel

7. 6 db fém dugodt kell ékésziteni, amelyeknek a csavarmenetét és azidygy

szilikon zsirral meg kell kenni.

fém dugo

8. Minden szeptumra egy vagy két csepp formaldehidedts oldatot kell
cseppenteni. A cseppentéshez hasznalhat6 egy nagymdtta hegy. GumikesZity
kell viselni.
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9. A 6 db fém dugot a szoritogstikbe kell szorosan kézzel betekerni. Ha nem lehet

betekerni, akkor a szoritogyit meg kell lazitani.
r

fedél betekert fém dugokkal

10. Szét kell szedni az elméevediszelepét.

levegdszelep tisk

leved@szelep fedele

elmerd levedszelep szétszedve
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11. Meg kell zsirozni az elménlevediszelep tlskével ellatott részének mindkét

csavarmenetét es o4gyijét.

levegbszelep tiske

12. A megzsirozott leveigzelep tlskét at kell szdarni a szeptum kdzepénetes Kell
tekerni a leveg visszalité szoritogyiriijébe. Ha nem lehet betekerni, akkor a
szoritégyiriit meg kell lazitani.

betekert levegszelep tlske

50



13. Be kell tekerni a levegszelep fedelét a tiiskébe. Nem kell szorosan meghuizn

betekert levegszelep fedéllel
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2.3.2 pH kalibracio
1. A pH elektroda védcsovének also és félso-gyiriit szilikon zsirral meg kell
kenni.

pH elektréda csatlakozé

pH elektréda piros rog4i
csavarjal

pH elektréda vétkss also és fels fekete 6-gyirtii
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Ki kell venni a pH elektrédat a vékupakjabol.

pH elektréda véskupakja

loncserélt vizzel alaposan le kell 6bliteni és az@ kell tordlni a pH elektrodat.
Ovatosan a pH ébe kell helyezni, majd ha az alséigit elérte, akkor forgatd
mozdulattal ttkdzésig le kell tolni.

pH elektréda védcsibe helyezve

Az elektroda fel§ részén taladlhaté egy piros menetes csavar, amihudatoval
megegyeéen kell forgatni, hogy az elektroda rogziljon ében.
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piros csavar betekerés nélkil és betekerve

6. Be kell rogziteni az elektrédat egy allvanyba, nmeljd ioncserélt vizzel Ujra le kell
mosni és szarazra kell torolni.

¥

pH elektréda a véatssben

7. Az elektrodéat be kell helyezni a pH 7-es pufferl@®ldatba, és csatlakoztatni kell
az elektréda kabelét. A pH kdabelvéget csak egy Ziethen illeszthét az
elektrodara. Az illesztés utan a kabelvég als6 édeéwy csavart 6ramutatéval

megegyeéen el kell forgatni a csatlakozas rogzitéséhez.
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pH elektréda kabelve

pH ké&belvég rogzétcsava

wr

pH 7-es pufferoldat (zolt ’_\

elektréda pH 7-es pufferben csatlakoztatva

8. Be kell kapcsolni a pH és oldott oxigén ve#€rA forgathatd ékapcsold a vezéfl
hatoldalan talalhaté.

9. Le kell Gtni a ,Cal” felirati gombot a pH kalibrdcelinditasahoz.

METTLER TOLEDO

|_ Enter

bekapcsolas utan megjeteképerny

10. A ,Cal” gomb megnyomésa utan a felA, vagy a le ,¥” gombok
megnyomasaval ki kell valasztani a pH szenzort,dmej kell Gtni az ,Enter”
gombot. Ha nem megfeleklektrédat valasztottunk, akkor a ,Mentl’ és a ,Cal

»” gombok egyuttes lenyomasaval visszaléphetlnk.
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Calibrate Senzor
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Info Enter

pH szenzor kivalasztasa

11. A kovetked megjeled képernyn a ,A” vagy a ,¥” gombok megnyomasaval
pontos kalibraciot kell kivalasztani és le kellitaa ,,Enter” gombo

. . Hair

5o
L) d .t FH
FH Calibration

Tupe = - Folnl

METTLER TOLEDO

2 pcntos pH kalibracio kivalasztasa

12. Az Enter” lelitése utan a kévetkieképerny jelenik meg.

v e o

N
. l.-l’PH

Fress ENTER ugsn

Sensor is in

METTLER TOLEDO

Ffer 1 4

pH 7-es kalibracio (1. pont) inditasab#lmegjeleié képerny
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13. Ha a pH elektréda benne van a pH 7-es puffer otaathkkor Gjra le kell Gtni az
~Enter” gombot. A megjelefhképerny jelzi, hogy folyamatban van a kalibracio az
elss pontban, amit pH 7-es felirat mellett jobboldathagé pontok jeleznek.

=N
(=]
et
o
(=]
—
[ 4
L
o
—
s
fkind
=

|_Enter

pH 7-es kalibracié folyamatban

14. Ha a kovetked képerny jelenik meg, akkor ki kell venni az elektrodat ld p-es

puffer oldatbdl, le kell mosni ioncserélt vizzelszsarazra kell torolni.

a — e

e & @ s Al

|
Ll | ¢eH

Presz _HTER when
Sensor 1z in Buffer 2 ¢

METTLER TOLEDO

pH 4-es kalibracié (2. pont) inditas@ttimegjelei képerny
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15. A pH szenzort be kell rakni a pH 4-es puffer oldaftbzsaszin), majd Ujra le kell
utni az ,Enter” gombot a masodik pont inditasahoz.

.
pH 4-es pufferoldat (rézsasziH

I
ik

pH elektréda pH 4-es pufferben

Az Enter” lelitése utan elindul a pH kalibracigpgdntja.

(=
(=]
(=51
e
(=]
(==
=4
(-]
-
[
=
kel
=

| Menu | L | Enter

pH 4-es kalibracié folyamatban
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16. A 2. pont utan ,Enter” letitésével kell elmenterkiadibraciot.

/
{ =H

5=95,97 % Z=7.141 FH
e [ 1?brat-ion = T

o |
(=]
S
i
(=
[
(= 4
[=%]
—
[
=
[
=

Enter

kalibracio mentése &t képerny
Az Enter” leltése utdn, ha sikeres a kalibracld&oa megjelenik a ,Calibration Successful”
felirat.

M300

METTLER TOLEDO

Info | Enter

sikeres kalibracio

17. Még egyszer meg kell nyomni az ,Enter” gombot, amni& kovetkeé felirat meg
jelenik.

P

' Lt

L e

Fe—install sensor
Press ENTER

METTLER TOLEDO
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|_ Info Enter

.Enter” utan az aktualis pH érték lathato.

18. A pH elektrodat ki kell venni a pH 4-es oldatbd, Kell mosni ioncserlét vizzel,
majd szarazra kell toréini.

19. A szenzor berakhatd a fermentorba.
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2.3.3 Oldott oxigén elektréda kalibracioja

Altalaban csak sterilezés utan kalibraljuk az dldmtigén elektrédat egy pontban, de az
elektroda ellerzéséhez célszersterilezés @it is. Ez az egy pont a levéel telitett,
kevertetett 100%-o0s kalibraciés pont. A keverésldtatszamat mindig a fermentacié soran
alkalmazott legnagyobb fordulatszamra kell felvedsia maximalis levégnennyiséget kell a

fermentorba bevezetni.

elektroda fém csavarmen

fém fermentor oldott oxigén elektrédaja

Kalibracio |épései:

1. A fermentort fel kell tolteni a megfeletaptalajjal €s habzasgatlot (pl: polipropilén-
glikol) is kell csepegtetni.
Habzasgatlé: 1 csepp/l baktérium, 2 csepp/l gonabamdntacié esetében. Ha az
Ossztérfogat (leoltott fermentor) példaul 12 litemkkor 24 csepp (gomba
fermentacio).

2. Az oldott oxigén elektroda piros 6-Gyije felett talalhatdé fém csavarmenetét meg
kell szilikon zsirral kenni.

3. Az elektrodat bele kell tekerni a rogzitsovébe. Ez a 656gziti az elektrodat a

fermentor portjahoz.
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forgathato rés
belll talédlhatd egy csavarme

oldott oxigén elektroda rogsicHben

4. Az elektrédat alul le kell mosni ioncserélt vizéslszarazra kell torolni.
Az elektrodat be kell helyezni a fermentorba észitgégi kell a c§ forgathatd
részének a segitségével.

6. Csatlakoztathaté az elektréda kabel az elektrodahoz
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fermentorba berakott és csatlakoztatott oldott @xiglektroda

7. Alevegport dugdjat ki kell csavarni.

fermentor kicsavart levégdugoval

8. Meg kell nyitni a rotamétert (lebégpstes aramlasmer és be kell allitani a
megfeleb levegmennyiséget (liter/perc).
A rotaméter egy kupos @ssl, amit mébcsinek és egy lebégestlbl, amit Uszénak
nevezink all. A méreridkozeg (leved) a felfelé szélesédcsben aramlik, amely
megemeli az Usz6t. Az emelkedés mértéke aranyersogatarammal.
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bedllitott rotaméter (példaul 8 I/min)

9. Aleveg csre kell csatlakoztatni egy levédiiskével és sével ellatott csovet.

10. A tiskét at kell szurni a levégzeptumon és be kell tekerni a szoritaghe.

szeptumon atszurt és betekert lgitégke
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11. El kell inditani a kevertetést.

Oldott Oxigél Fold\u'ihm | Stop-Start
tavvezérls (REM){ szint beallit /

helyi/tavvezér valtogomb

/I fordulatszam ndvelés }h lyi (LOC)
t

Uzemmodban

Uzemmodba
fordulatszam csokken

keverés iranyvalto

START} helyi (LOC)
STOP Uzemmodban

START/STOF

keve fékapcsolo

kevelh vezérlése

Kevers elinditdsanak 1épései:
I. Ha a motortengely nincsen 6sszekotve a Kieeagellyel, akkor a motortengely
csatlakozasat ra kell huzni a kesteingelyre.
II. Be kell kapcsolni a keverégkapcsolot.
lll. Ha a kijeld jobb fels sarkaban ,REM” (tavvezéi) felirat lathatd, akkor meg kell
nyomni a ,LOC/REM” (helyi/tavvezéél valtd) gombot egyszer, hogy atvaltson
,LOC” helyi lzemmaodba.

IV. Majd meg kell nyomni azbl@ START gombot és elinakeveb.
V. A Kkijelzé alatt kozépen a A” gombbal novelhét, a ,¥” gombbal pedig

csokkenthet a forulatszam.

12. Kordlbeldl 10 percet varni kell, amig a kijelzettlott oxigén szint allandét nem

mutat.
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13. Elészor a ,,Cal” gombot kell lelitni a kalibracié inditéhoz.

l Iin}
(LT nair

SH' e
33 o

Q|
(=]
(S8 ]
emdi
o
f-
[« 4
[
P
—
—
bt
=

kalibraci6 ebtt

14. Csak az ,Enter” gombot kell lenyomni, mert az otdmtigén elektréda jelent meg.

o A
(1 zair
B it

J -{Lf FH
Calibrate r
Channel A Oxwgen

METTLER TOLEDO

.Cal” gomb lenyomésa utan

15. Ujra az ,Enter’-t kell leiitni, mert 1 pontos (100%glibraciét kell valasztani.

Nz
l_:le %air

+ o390

METTLER TOLEDO

Z Calibration
$%a=;?m§ht Slore %

~Enter” gomb lenyomasa utan
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16. ,Enter”-t kell Gtni Ujra, hogy elinduljon a levégel telitett kalibracio.

l’ IIL'!{}'/-HP
i S. 1 I,PH

Press _NTER whe
Gureor is in Bas 1CAINSS

o
[=]
hobed
o)
o
—_
o
()
i
—
=
A
=

METTLER TOLEDO

Info Enter

oldott oxigén kalibracio folyamatban

17. El kell menteni a kalibraciét az ,Enter” gomb |égével.

METTLER TOLEDO

kalibracié elmentése
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sikeres kalibracio

18. Ujra ,Enter’-t kell {itni.

fos}

W ER[R.ERINE]

o oo

003701 ¥31113IN

~Enter” leltése utan megjeléképerny
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2.3.4 Csovek ebkészitése sterilezésre

Mintavew ¢S elokészitése:

Vattadugot kell tenni a mintavétel és a levdgjuttatas helyére, majd le kell fedni
6ket alufoliaval.

A tuskét egy Falcon-ébe kell helyezni és egy nagyobb alufoliaval le ketini az
egész fém résszel egyuitt.

A leve@sirét és a haromagu olivat is be kell csomagolni alatall.
Hoffmann-szoritoval kell elzarni a csdvet a lefebemenet-levatpzirs, a

leved@dszir6-haromagu oliva, haromagu oliva-tiske és a haronofiga-mintavétel

helye kozott.

mintavétel helye.

levedsird

mintavebtiske

itt lehet plussz leved bejuttatni a
mintavew cSbe, ha eldugulna

mintavew ¢

Sav vagy lug adagolog®lokészitése:

Vattadugot kell rakni a szilikon éségbe, majd le kell fedni aluféliaval.

A tuskét egy Falcon-ébe kell helyezni és egy nagyobb alufoliaval le ketini az
egeész fem résszel egyuitt.

Le kell fedni alufélidval az adagol6 pumpaba bektithteljes cészakaszt és az
olivat.

Egy Hoffmann-szoritoval el kell zarni a vékonyalablikon csdvet az oliva utan.
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ide kell bekotni a kifzott savat vagy
lGgot

7}\ ezt a c8szakaszt kell bekotni a sav

vagy lug adagolépumpéaba

_ sav vagy lug adagolétiiske

sav vagy lug adagoloés

3,

Leoltocs elokészitese:
- Vattadugot kell tenni az olivaba és le kell fediniféliaval.
- Atuskét egy Falcon-ébe kell helyezni és egy nagyobb aluféliaval le ketini az
egész fém résszel egyuitt.

- Egy Hoffmann-szoritéval el kell zarni a cstvet éivapés a tliske kozott.

ide kell csatlakoztatni a leolté
lombikot

leoltétliske

leoltocs

Levedics) elokészitése:
- Vattadugot kell tenni a szilikonévégébe és le kell alufolidval fedni.
- Atuskét egy Falcon-ébe kell helyezni és egy nagyobb aluféliaval le ketini az
egeész fem résszel egyuitt.
- El kell zarni a csbévet Hoffmann-szoritoval a tuskeedsziré és a levedsziro-
szilikon c$veg kozott.

%/ levegstiiske: itt jut be a megge

levgd afermentorb

leveghszird

| leveg bemenet

\

leved@css szirével

Az elékészitett csoveket autoklavban legalabb 1 ora lag&ell sterilezni 121°C-on.
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2.3.5 A fermentor in situ sterilezése

1. A sterilezés inditasadt el kell inditani a kevertetést, nélkile steniletlos.

A kevet szérazon jératni tilos.

2. Be kell allitani a két 6ras sterilezésbidfelfiités + fbntartas ideje).

sterilezés idzitsje

Korulbelll 1 6ra 10 perc alatiitf fel a két fitészal 121°C-ra. A felftés ideje dleg az elmeé
leveddszelepdl fugg. A megmarado 50 percben 121°C-os allandindrsékletet tart.Ha a
hémérséklet nem tudja elérni a 121°C-ot az elinvediszelep hibdja miatt, akkor lehet,
hogy tébb mint 1,5 liter viz is elgdlog a fermentorbdl a sterilezés alatt. Ekkor &zt

elvesztett mennyiséget steril ioncserélt vizzebpokell a leoltdcsévon.

3. A fermentor és az elmérieved visszalité hidegviz csapjanak zarva kell lennie

sterilezés alatt.

leved visszalito
hidegviz csapjaar
allapotban

fermentor hidegviz
csapja zart allapotban
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4. Meg kell nyomni a iités elektronika szlinetmentes tapegységének beds&bp
gombjat addig, amig egy rovidebb és egy hosszalpoldsi hallunk. A
szUnetmentes tapegyseg a fermentor mogott talalhato

szunetmente
szunetments tape_gyseg ]
tapegysé be/klkapcsolo
gombja

5. Bekapcsolhato aifés Bkapcsold. Ekkor elkezdi a fermentort felni a sterilezési
hémérsékletre (121°C). Ha étés bekapcsolasa utan az sterilezészitdjét nullara
forgatjuk, akkor a felftés nem folytatddik tovabb, hanem a korabban tetlli

hémeérsékletet fogja tartani émérsekletszabalyozo.

Hémérséklet 5 aktudlis

- _ homeérséklet
144 ’< T Al Ve Ve
futés +— | 44 .| bedllitott

fokapcsol

]

e 0" = | hdmérséklet

- EEER

ESCN omaon H3ck

homérséklet
novelés

hémérsékle
csokkenté

6. 110°C felett az elménleved szelepje el kezddgt kifujni, ezért a szelepfedelet el
kell zarni lall6 gumikesztii segitségével, de csak addig, hogy megalljorbza g
kifdjdsa. Néhany perc utan Gjra elkezézgkifajni, akkor Ujra el kell zarni, hogy
megalljon a ¢z kifujasa. A 121°C-os dmérsekletet megkdzelitve mar teljesen el

kell zarni. Ha teljesen el lett rAzva a szelep oak& fog gz kiaramlani.

72



10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

20.

Ezen a szelepfedélen
kell zarni 6ramutatéval
megegyeéen Kkb.
110°C utan, ha
megjelenik a §z.

elmerd leved szelep zkifujasa sterilezés kdzben (video)

Ha letelt a két Ora, akkor asimérséklet elkezd csokkenni. Be kell kapcsolni a
kompresszort, meg kell nyitni a levefcsapot €s a fermentorhoz tartozé léveg
csapot.

Ha 102°C-t elérte a dmérséklet, akkor 8l kell késziteni egy lesterilezett
levegicsovet sirovel és tliskével. 121°C-rol 102°C-ra kb. fél orataiad lehilni a
fermentor.

A leveghcss bemeneti részérle kell venni az alufoliat és ki kell venni a tett

A kibontott csdvet csatlakoztatni kell a rotamddett €\ leveghcsshoz.

A leve@sziré elstt és utan talalhato két Hoffmann-szoritot le kelhni.

Meg kell nyitni a leve§ztetést a rotaméteren.

Hoallo gumikesztiit kell felvenni mindkét kézre.

Ki kell tekerni a leve§ fém dugojat.

El6 kell késziteni a formaldehid-etanolos Uveget.

Oramutatoval ellentétesen be kell tekerni a légsgvet.

Ki kell bontani a levegcss tiskéjét aramlo levégmellett.

A tuske végét bele kell méartani a formaldehid-etasdivegbe.

At kell sztrni a levegszeptumot a levégiiskével, és 6ramutatoval megegyez
be kell tekerni a port szoritoggibe. Ha nem lehet betekerni, akkor a port
szoritogyiriit egy kicsit ki kell tekerni. A leveggstvet nem szabad megtorni, mert
akkor a fermentorbdl a levégzirébe kertilhet a fermentorbol kidramlé tulnyoméas
alatt 1&\6 steril taptalaj. Ez a taptalaj eltomitheti a lebsgjrot.

Ha sikeresen rogzitve lett a levidgske, akkor ki kell nyitni az elmén

levegiszelepet addig, hogy az élpiros kor lathatéva valjon a levésgelep fel§
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21.

részén. Ekkor koérulbelil 0,5 bar talnyomas van emémtorban. Az eltavozo
levegnek sziszeg hangja van.

Ha a lbmérséklet letilt 85°C-ra, akkor meg kell nyitni a fermentor éseamerd
leved visszalité hidegviz fitését. 102°C-rol 85°C-ra kb. 20 perc alait ke a
fermentor. Innen kb. 20-25 perc szikséges ahhogy B7°C-os limérsékletet

elérje.

Sav és lug csovek bekotésea fermentorba:

1.
2.

© N o O b~ W

El6 kell késziteni egy lesterilezett tiskés sav/lUggatibcsovet.

Fel kell venni egy vastagabb falu gumike$ztyA gumikesztyit érdemes technikai
etanollal lepermetezni.

Ki kell tekerni a sav vagy a lugadagolo port fengaojat.

El6 kell késziteni a formaldehid-etanolos Uveget.

Ki kell bontani a sav/lug &stiiske febli részét.

A tiskét bele kell martani a formaldehid-etanolaesgbe.

At kell szarni a leolté szeptumot és be kell tekerport szoritoggrijébe.

Ki kell csomagolni a a@s adagolépumpaba rakhat6 részét az aluféliabdl, rmoeie

kell rakni egy fehér szinmianyag kalodaba.

Le kell ellerbrizni, hogy merre forog a pumpa, amihez be kelldsai a pH és
oldott oxigén szabdalyozot hatul és a pH szabalyokagire kell kapcsolni. A

pumpa O6ramutatéval megegyen o forog. A zdld sav vagy lidg gombok

megnyomasara elindul a pumpa.
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kézi vagy automata pH | kézi tizemmodban 4 kézi tizemmodban
szabalyozas kapcsolo sav adagolas ltug adagolas

pH és oldottoxigén szabalyozé

10. A csovet a kalodaval egyiitt lehet berakni a pumpaba. A rogzitéshez el kell forgatni

a pumpa als6 részén talalhat6 fekete miianyagot.

sav és lug adagolopumpa

11. Be kell kotni a kordbban kifézott sav vagy lug iivegeket a csé végéhez: Le kell
venni a csé végérdl az alufolia boritast - ki kell venni a vattat a csé végébdl - a
cs6 végét formaldehid-etanolos iivegbe kell martani - amig a cs6vég a
formaldehid-etanolos {ivegben van le kell venni a sav vagy lug csé csatlakozasanak
alufolia boritdsait - kivehetd a cs6vég a formaldehid-etanolos tivegbdl és

csatlakoztathato az tivegekhez -> a formaldehid-etanolos iiveg visszazarhato.
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2.3.6 Fermentacio kivitelezése a 15 literes fémfermentosm

Fermentor leoltasa @ti feladatok

1.
2.

N o g ko

El6 kell késziteni egy lesterilezett tliskés leoltoettv

Fel kell venni egy vastagabb falu gumike$ztyA gumikesztyit érdemes technikai
etanollal lepermetezni.

Ki kell tekerni a leolté port fém dugojat.

El6 kell késziteni a formaldehid-etanolos Uveget.

Ki kell bontani a leoltd astliske febli részét.

A tuskeét bele kell martani a formaldehid-etanolesgbe.

At kell szarni a leolté szeptumot és be kell tekerport szoritoggrijébe.

Fermentor leoltdsa

S

10.
11.

Egy leolté lombikba at kell télteni a baktérium yagpmba kultarat a steril boxban.
Le kell venni a fermentor leolté csowées a leoltd lombik csovérlévo alufoliat.
Mindkét c$veget formaldehid-etanolos Givegbe kell martani.

Csatlakoztatni kell a két csovet egyméashoz.

El kell zarni a fermentor levégtetéset.

Ha mar nem jon ki levéga fermentor elmehlevedszelepén, akkor megnyithaté a
leoltocsovon és a leoltdlombik csdvendévoffmann-szorito.

A leoltd lombikot folyamatosan razogatva befolyikfermentorba az inokulum
tenyészet.

Ha bejutott a fermentorba a mikroba, akkor el kdlini a leoltdé o Hoffmann-
szoritojéat.

Meg kell nyitni a levegztetést.

Meg kell bontani a leoltoésés a leoltélombik csatlakozasat.

A leoltdcsovet formaldehid-etanolos Uvegbe kell tadir és be kell csomagolni

aluféliaval.

Mintavétel ebtti feladatok

A w0 DN

El6 kell késziteni egy lesterilezett tiskés mintavesovet.
Fel kell venni egy vastagabb falu gumikesitty
Ki kell tekerni a mintaved port fém dugojat.

El6 kell késziteni a formaldehid-etanolos Uveget.
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5.
6.
7.

Ki kell bontani a mintavey cs) tliske febli részét.
A tuskét bele kell 16gatni a formaldehid-etanoleggbe.

At kell sztrni a mintave¥ szeptumot és be kell tekerni a port szoritdtjébe.

Mintavétel a fermentorbol

1. A mintavewcss végebl le kell venni az alufélia boritds és ki kell véranvattat a
cHbal.

2. Le kell venni a Hoffmann-szoritét a mintavee tiske feletti részét.

3. A mintavewcss végeét formaldehid-etanolos oldatba kell martani.

4. Egy 50 ml-es falkon csovet kell helyezni a mintatess vége ala.

5. Ki kell nyitni a mintavewcss végéhez kozeli Hoffmann-szoritot.

6. Ki kell engedni kb. 30 ml fermentlevet. Ez lesz @thérfogat, ami nem fontos a
szamunkra. Bfordulhat, hogy képkodve aramlik ki a minta a fentoabol.

7. El kell szoritani kézzel a csovet, vagy a Hoffmazoritot el kell zarni.

8. Egy masik Falcon-csovet kell a mintades vége ala helyezni.

9. Meg kell nyitni a Hoffmann-szoritot vagy adcszoritasat abba kell hagyni, hogy a
minta kiaramoljon a Falcon-6ke. Ez lesz a tényleges minta.

10. A Hoffmann-szoritot el kell zarni.

11. A mintavewcss végét formaldehid-etanolos oldatba kell martaniaés$véget
alufoliaval le kell fedni.

Hoémeérsékletszabalyozas

A hdmérséklet érzékelésére fém ellenaltimbiBt hasznalunk.

15 literes fémfermentor ellenallaérménjének védcsove

Ebben a ashen van az ellenallaméns.

15 literes fémfermentor ellenallaéréije

A hémeér jelének hatasara kapcsol bdit§zal, vagy nyilik a titéviz szelepje.
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hiitéviz bemene

hitéviz szele

hiitéviz kimenet
fermentor iranyak

Ahhoz, hogy a fermentortikeni tudjon, nyitva kell lennie dikbviz csapnak.

r !

, l _Il hiitéviz bementete
hiitéviz kimenet & (halézati hideg csapviz)
levegivisszalito

iranyab: fermentor litéviz

csapja nyitott

elmerd leved allapotban

visszaliitéjének
hiitéviz csapj
nyitott allapotba

hiitéviz kimenet a
fermentor iranyaba
hiitészelep aitt

A htitést két kité patron latja el. Ez a két patron benyulik a fertodma alulrél, amelyeken
keresztularamlik a hidegviz. Az elhasznditdviz a szennyvizcsatorna haldzatba kertil.
A fités két fitészal segitségével torténik, amelyek alulrél nytlhaka fermentorba.

— ———————

futészal

b

A fermentacié Bmérséklete a dmérséklet kijeld jobb als6 sarkaban [8v két
nyomégombjaval névelhét, R'vagy csokkenthet , . A piros szam az aktudlis, a zdld
pedig a beallitott émérsékletet jelenti. Admérsékletszabalyozd a beadllitott értéket probalja
tartani. Kevertetés nélkil nem lehénmersékletet szabéalyozni.
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Elmers leved visszalitdje

Rajta keresztil aramlik ki a fermentorbdl az ellna@dizleved. Bebile a leveg az elmen
levegiszelepen jut ki a labor |égterébe. Feladata, hdgyzalitse a kidramld leveg és
mentesitse a nedvesséigHa nem aramlik rajta keresztul hidegviz, akkddiaamloé leved
magaval viszi a nedvesseget. Nélkule csokkennéyadékszint a fermentorban, tdoményebbé
valhatna a fermentlé. Ha jélikddik, akkor hidegnek kell lennie. Aitéviz csapjanak nyitva
kell lennie. Beble az elhasznaltiftéviz a szennyvizcsatorna halézatba jut.
Ide csatlakozik €
elmerd levediszelep.

Itt jut ki a leved &
fermentorbdl.

elhasznalt titdviz
kimenete

htitéviz bemenet

Itt Iép be a fermentorbdl kilédeved &
leved visszaliitobe

Itt csbpog vissza a fermentoradeved
visszaliitébenlecsapodott vi:

Keverés
Elinditasdhoz csatlakoztatni kell a motortengelieaeitengelyhez (mozgathat6 csatlakozas

lehlzasa) és a keverégkapcsolot 0-rél 1-es allasba kell elforditani.

bal als6 sarkaban 16LOC/REM gombbal lehet valtani, ha all a kever

Helyi (LOC) izemmod:

Sterilezés kdzben és oldott oxigén elektréda néfkeiinentaciokhoz hasznaljuk. A keveml

zold @ START gombbal lehet elinditani és a pi@ OFTgombbal lehet megallitani.
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Kézzel lehet a fordulatszamot valtoztatni a kijettatt kozépen léyv,, A” (nbvelés) és ¥”
(csokkentés) gombokkal.

Tavvezery (REM) tzemmad oldottxigén (DO) szabalyozashoz:

Akkor haszndljuk, ha az oldott oxigén szintet (YKarank szabalyozni a fordulatsz:
valtoztatasavakkkor a kijeld mellett 16\ ,,Sar-Stop” kapcsoléval inditho6 és allithato le a
keverés. A SarBtop kapcsolé mellett balold |évé szabalpzoval lehet beallitani azt
oldott oxigén %et, amit tartani szeretnénk a fermentorban. -os érték a kijel jobb fels
sarkaban lathat6. Oramutatoval megeggez forgatva novelhéf mig vele ellentétese
csokkenthdt a %o0s szint. REM zemmaod hasznalatahoz csatlakoztatni kell az otwagén
elektrédat.

A szabalyozas a megadott minimalis és maximaldulatszam kozotti érékekkel lehetsé
A két érték megvaltoztatdsahoz le kell allitanieadetetést. Le kell Gtni a kijedziobbodala
alatt 1é\b gombot a menulbe |épéshe> A , A" és ,¥” gombokkal ki kell valasztani
,Valtozé paraméterek” menipont—> A belépéshez Ujra le kell itni a kijéljpbboldala alat

lévé gombot.~> A kbvetked meniben aA” és ,¥” gombokkal ki kell valaszni a 2001-es
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menudpontot. (Minimalis fordulatszamp Maodositashoz a kijetz jobboldala alatt &y

gombot

kell megnyomni.> A ,A” és ,V¥” gombokkal valtoztathatd a minimalis

fordulatszdm.»> Mentéshez a kijetz jobboldala alatt 16 gomb, visszalépéshez a kijélz

baloldala alatt &% gomb hasznalhaté. Hasonléan allithaté be a mani@idulat is, csak

akkor a 2002-es menupontba kell belépni. Ha fordgewes, akkor nem lehet felllirni a

fordulatszdmokat. A minimélis és a maximdlis foedstam megadasakor a kivant

fordulatszdmot meg kell szorozni 2,66-al az attééhtt. Példaul: 400 rpm-es minimalis
fordulat esetén 4002,66~ 1060-as rpm-et kell megadni. Az értéket 10-el latzra kell

kerekiteni.

pH szabalyozas

I.  Be kell allitani azt a pH éréket (pl pH 7), amittémi szeretnénk a fermentorban.

1.

2
3.
4

© N o o

10.
11.
12.
13.
14.
15.

Az M300-as jeladd menijébe kell belépna,Menu” gomb lenyomaséaval.

A A vagy aV¥ gombok segitségével ki kell valasztani a ,,PID pétaenlpontot.
A belépéshez le kell ttni az ,Enter” gombot.

A A vagy a V¥V gombok segitségével ki kell valasztani a ,Tuneapeaters”
menupontot.

A belépéshez le kell ttni az ,Enter” gombot.

A A vagy a¥ gombok segitségeével ki kell valasztani a ,PID oréllett a ,,c"-t.

A tovabblépéshez le kell Utni az ,,Enter” gombot.

A ,Setpoint” mellé be kelliri a pH 7-es értéket. ¥dmokat aA vagy a'V
gombok segitségével lehet kivalasztani. A kovetkéarakterre a®» gomb
segitségével lehet tovabblépni.

A » gomb segitségével lehet a ,Dead Band’-re (holtyaatiépni, ahova 0.05-ot
kell beirni.

A tovabb lépéshez le kell Gtni az ,,Enter” gombot.

A ,Prop Limit Low” mellé 2.0-t, mig a ,Prop Limit igh” mellé 12.0-t kell beirni.
A tovabblépéshez le kell Utni az ,,Enter” gombot.

A ,Corner Low” mellé 2.0-t, mig a ,,Corner High” mél12.0-t kell beirni.

A tovabblépéshez le kell Utni az ,,Enter” gombot.

Ujra ,Enter’-t kell iitni, hogy elmentsiik a beéaltkat.
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lépés:

1.

© © N o g s~ w D
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Be kell Iépni a menibe 4 gomb lenyomasaval.

A A vagy a¥ gombok segitségével ki kell valasztani a ,Confgjunentpontot.
A belépéshez le kell ttni az ,,Enter” gombot.

A A vagy a¥ gombok segitségével ki kell valasztani a ,Set fgimenipontot.
A belépéshez le kell ttni az ,Enter” gombot.

Baloldalt az ,SP” mellé 1-et, mig a ,Measuremerténuc-t kell beirni.

,AZ SP1 Type="mellet ki kell valasztani a ,Highto

A tovabblépéshez le kell Gtni az ,Enter” gombot.

»SP1 High=" mellé 7.05-ot kell beirni.

. A tovabblépéshez le kell Gtni az ,Enter” gombot.

. A ,Relay #” mellett 4-nek kell lennie. A 4-es rel@titjuk hozza a sav pumpahoz.
. A tovabblépéshez le kell ttni az ,Enter” gombot.

. Az ,R4 Delay” mellé 10-et, az ,R4 Histeresis” mellé-t kell beirni.

. A tovabblépéshez le kell Utni az ,Enter” gombot.

. A ,Relay Hold” mellé Last-ot, mig az ,R4 State =&lt€ Inverted-et kell beallitani.
. A tovabblépéshez le kell ttni az ,Enter” gombot.

. Ujra ,Enter’-t kell iitni, hogy elmentsiik a beélktkat.

. Be kell Iépni a meniibe 4 gomb lenyomasaval.

. A A vagy a¥ gombok segitségével ki kell valasztani a ,Confgjunenipontot.

. A belépéshez le kell Gtni az ,Enter” gombot.

. A A vagy a¥ gombok segitségével ki kell valasztani a ,Set fgimenipontot.

. A belépéshez le kell ttni az ,,Enter” gombot.

. Baloldalt az ,SP” mellé 2-t, mig a ,Measurementamic-t kell beirni.

. Az SP2 Type=" mellet ki kell valasztani a ,Low"-t.

. A tovabblépéshez le kell Gtni az ,Enter” gombot.

. Az ,SP2 Low=" mellé 6.95-ot kell beirni.

. A tovabblépéshez le kell ttni az ,Enter” gombot.

. A ,Relay #” mellett 2-nek kell lennie. A 2-es rekl@titjuk hozza a lag pumpahoz.
. A tovabblépéshez le kell ttni az ,Enter” gombot.

. Az ,R2 Delay” mellé 10-et, az ,R2 Histeresis” mellé-t kell beirni.

. A tovabblépéshez le kell Utni az ,Enter” gombot.

. A ,Relay Hold” mellé Last-ot, mig az ,R2 State =&it€ Inverted-et kell beallitani.

. A tovabblépéshez le kell ttni az ,Enter” gombot.
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34. Ujra ,Enter’-t kell Uitni, hogy elmentsiik a bealktkat.
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3 A sejtndvekedés kinetikai leirasa

A mikroorganizmusokds és eubaktériumok, fonalas és élégambak), illetve endls
és rovarsejtek (valamint ezek enzimeinek alkalm@az#y nagy gazdasagi értékkel birod
termékek allithatéak &l fermentacios uton. A reakci6lépések, teljes folgok és
tavolabbrél nézve, teljes gyartéegységek tervesxséhilletve ezekgazdasagos
Uzemeltetéséhez elengedhetetlen,a lezajlo folydmatminél pontosabb és egysileb-
matematikai leirasa.
A fermentacios folyamatok kinetikdjanak megértézéblészor az egyszébb kémiai, majd
biokémiai, végul a teljes — és rendkivil 6sszetetiologiai oldalrdl kell vizsgalodnunk.
Alapvetben a sejtek életfolyamatai soran lezajlo eseményéikekedés, egyes anyagok
lebontasa és termelése, szaporodas, stb.) a kédgdtkeiai egyenlettel adhatoak meg aerob

folyamatok soran.

C —forras + N — forras + O, + asvanyi sok + egyéb komponensek

- (j sejttomeg + termék(ek) + CO, + H,0

melynek bal oldalan a kiindulasi anyagokat, szuitsakat, jobb oldalan a mikroba altal
képzett Uj anyagokat tuntetjuk fel.

Barmilyen folyamatrdl is beszélink, melyben nemkcsazimeket, hanem teljes sejteket
alkalmazunk, a legaisiépés a megfelélnagysagu, ,munkara foghat6” sejttomegaditasa.
Ezen egyszének hangzo feladat gazdasagosan Kivitelézbbtégzeéséhez, ismernink kell a
sejtek nbvekedéseét leird torvenyssgigeket.A legaltalanosabb képet az alabbi — iddatz
diagram alapjan kaphatjuk egy batch (szakaszosheietacio soran,az &l sejtszam

valtozasarol.
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El6 sejtszam

100

Idé

Az aladbbi diagramon koévethetjik végig egy idealizdl fermentacié éb sejtszamanak valtozasat az il

fuggvényében.

A diagramot hat részre tagolhatjuk aé géjtek szamanak valtozasa szerint, annak irangat (
vagy éppen csokken), illetve a valtozas intenzitasdpul véve. A ¢ idopillanat a sejtek,
spérakfriss tapoldatba juttatdsanak, vagyis a l&mbgy reaktorleoltasanak pillanata, ezutan
egy ideig a sejtek nem ndvekednek és a sejtszamvakozik, ezt adaptaldodasi szakaszanak
nevezzuk, melyben a sejtek hozzaszoknak az Uj kédethez. A sejtszam elhanyagolhatéan
kis mértében valtozik, ezért jelleden 0-nak tekintjik a ndvekedést. A kdvetkszakaszban
mar tapasztalhatd, mérbed nbvekedés, mely azdi@lére haladasaval egyre fokozodik — ez a
gyorsulo névekedés szakasza — melyben az dsstesrsakimalis sebességgel szaporodik. A
fermentacionak ezt a szakaszatexponencialis faziseaezzik, és kitlintetett szereppel bir a
fermentacié folyamataban. Az ezt kd¥dtsintervallumban a szaporodas intenzitdsa mar
hanyatlik, mig végul elériink egy stacioner fazistlagl az & sejtek szadma allando lesz
mivel a szaporodas és a sejtpusztulas mérteke sakaekinthdét. A stacioner fazist
kbvetben a pusztulas felgyorsul, egyre kevesebb lesz |4z séjt a rendszerben, a
fermentacionak ezt a vé&gjszakaszat hanyatlo fazis névvel illeti a szakiloaia

Egy fermentacié adatsordbdl viszonylag egy$zmodszerrel megadhatd, megtalalhaté az
exponencialis szakasz, ehhez az ugynevezett szgritlbikus abrazolasi modot kell
alkalmazni (az elvégezetidgyakorlat soran is ezt fogjuk alkalmazni). Ehhezmert

sejtszamok logaritmusat kell abrazolni a& fdggvényében.
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Aszemilogaritmikus abrazolasi méd. Az 1. abra ideatalt sejtszam adatainaktermészetes alapu
logaritmuséat képeztiik, majd a kapott adatokat abrapltuk az idé fuggvényében. Ezen a diagramon
kdnnyedén megadhaté az exponencidlis fazis interhaina, melyet a kiemelt részen jeldltink. Az
exponencialis fazisra illesztett egyenes és az Xgely altal bezart sz6g tangense megegyezik a siiécis
ndvekedési rataval, melynek definialasat és matenikai leirdsat a kégbbiekben részletezziik.

A fermentécidos folyamatok kinetikajanak targyalddana konnyebb megértés okan,
tekintsiink edszér egy olyan folyamatot, melyben az alkalmazoitroorganizmusok jol
szabalyozott, allandd, optimalis paraméterek nteletaporodnak — a kéll sejttbmeg
eléréséig. Ezek a fermentécids paraméterekeeljeaség igénye nélkil, altalanossagban:

- hémérséklet,

- pH értek,

- atéaptalaj egyes komponenseinek koncentracidja
A fementéacids eljarasok kozll a legegysbér eseteket a szakaszos, vagy angolul ,batch”
fermentacios eljarasok jelentik. Ezekben a folyarkladn a taptalaj minden komponense az
inditas pillanataban a lombikban vagy fermentonem (sterilen), és nem torténik rdadagolas
(kivételt képeznek persze ezek alol, az aerob fetheeds eljarasok, ahol a leveg
raadagolasa folyamatos). A legtobb esetben marakulalas pillanataban szeretnénk tudni,
mekkora az indulé sejt vagy spéraszdmunk a reakoidla kezdeti és tovabbi értékek
megadasahoz az alabbi koncentracio egysegeketakhhtjuk:

- Darab sejt / egységnyi térfogat (db sejt/Liter vdgyab sejt/ml). Ez a tulajdonképpeni

sejtkoncentracio, mely a sejtek darabszamat adjg adett térfogatd fermentlében

nagy pontossaggal. A sejtek szamanak megéllapitésategegyszébb esetben
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valamilyen szamlalokamras modszert alkalmazunk K&@y Thoma-kamra), de
alkalmazhatunk automata sejtszamlalé berendezéseldindkét mdodszer hatranya,
hogy nem tudja megkllénbdztetni a# ébk a holt sejteket.

A biomassza koncentracibja megadhaté szarazsept@gységnyi térfogat
tekintetében is, melyet elterjedten neveznek a g@yak szaknyelvben DCW-nek,
mely az angol, eredeti kifejezésberedd mozaiksz6 (Dry Cell Weight, g/Liter,
kg/m®). Ez a médszer sem alkalmas a# éb a holt sejtek szaméanak elkiilonitett
megallapitasara.

Emellett a sejtkoncentraciot szamos mas modon igadietjuk, tobbek kozott
turbiditas (zavarossag) alapjan — leginkdbb baktéok esetében alkalmazott
mérszam, a modszer parja a nefelometria, mely a fatenémyszérasat méri. Gyors,
de kis pontossagu modszernek tekinthetz ugynevezett PCV (az DCW-hez
hasonloan, az angol kifejezés mozaikszava, Paclad\@lume), mely megadott
paraméterek melletti centrifugalt sejttdtmeget jelen

Az él5 sejtszam megéllapitasara alkalmas egyik médszem’akénti telepképs
egységek szamanak meghatarozasa (angolul CFU rycfdoming unit). A modszer
Iényege, hogy a fermentlébhigitasi sort keészitink és a megféléligitasbol szilard
agar lemezekre kioltott 1ml mintat a megfélebmérsékleten inkubalva a megfélel
id6 elteltével leszamoljuk a telepeket. Ekkor mindeleiet egy sejthd eredeztetiink.

A mikrobadk nodvekedésének megértésehez, a fent edtmlithetségek barmelyikével

kifejezhet a tenyészet ntdvekedése, hiszen mind ugyanaztdereidt irja le. Viszont a

késsbbiekben bemutatott példak szemléltetéséhez, d@laetvgyakorlati munka elvégzéséhez

elényds, ha a szaraz sejttmeggel szamolunk (g/L, Rg/m

Alapvetben a genomban kodolt tulajdonsagok hatarozzak nesgtadvekedeést, melyekkel a

kornyezet kihivasaira reagalni tudnak. A fermeritacmérndkok feladata, hogy olyan

kornyezetet teremtsenek, melyben a l|éhdéggyorsabban &éllithatdé a szikséges

mennyiség kultura.

Az el kinetika fogalom melyet meg kell, ismerjink, a ekegdési sebesség, vagy

novekedeési rata definicioja, mely sejtkoncentraméegység alatt lezajlé valtozasat —

sejttdbmeg novekedést, vagy éppen cstkkenést irja le

Tx

_dey
dt

(3.1)
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ahol, x a ndvekedési sebesség,a8sejtkoncentracio.
Amennyiben a névekedési sebesség értéke dgytédvallumban allandd (mondjuk 3-8 6ran
keresztill) Ugy a kovetkédsszefiiggés is alkalmazhato:

dCy
T = &

= uC, (3.2)

Ezt az 6sszefliggést nevezhetjik, az exponenamdigkedési torvénynek. A 1" (i egy
konstans, melynek elnevezése a ,specifikus noveked”, és a névekedés gyorsasaganak a
méwszamaként tekinthetiink ra. Mértékegysége 1/h, tidgy

Ezt a konstanst felhasznélva egy Ujabb fogalom zmtése valik lehetségessé: azt ai id
mely szikséges a sejtkoncentracio megduplazodasalegketbzodesi, vagy duplikacios
idonek nevezzik, jele 4t, mértékegysége h. A duplikaciossich kovetked dsszefliggéssel

értelmezhet.

Az id6 mely eltelik két osztédas kdzott egy sejt életggidban generacidsdidek nevezzik.

Jele tg, mértékegysége és érteke megegyezik azthadisi idvel.

In2

td = " (34)

vagyis

p=" (35)
tg

A novekedés fogalma mas oldalrél is megkozelfthata példaul feltételezink egy
oltékultarat, melyet friss t4poldatba helyezink tdépontban, ekkor a kezdeti
mikrobakoncentracio . Bizonyos id (az adaptacios fazis) eltelte utan a sejtek soajmor
kezdenek, egy sejibketté lesz, majd ezek is ismételten, bizonyo$ @ltelte utan osztodnak
csak az exponencialis nbvekedési szakaszban éredtieahol az adott korilmények kdzott,
rajuk jellem®, maximalis sebességgel osztédnak. Ez a sebessig waéltozatlan, mig
valamely koérnyezeti paraméter az optimalis eéfieéliérsvé nem valik és a ndvekedés Uteme
lassulni kezd.

Ha a sejtek szama£volt a kezdeti ipontban, akkorgtgeneracios idl eltelte utan

2xCyo

leszaz el§ generaciéban, majd a kovetkéen

2 x 2% Go

n generacio mulva pedig

2"xCyo.
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Vagyis a sejtszamunk az altalunk valasztott barmeédpillanatban kiszamithatd (ahol a
novekedés valamely fermentacios paraméter altalkwetatozott):

Co= Cypo X 2" (3.6)
vagyis logaritmikus alakba rendezve az egyenletet

InC, = InCyy +n X In2 (3.7)

melybsl n-t kifejezve:

n= InCy— InCxo (3.8)

In2

Amennyiben ismerjik a mikrobank generaciés idegéigeneraciok szama megadhatd a t

idopillanatban:

3 (3.9)

tg
vagyis a (3.8) és a (3.9) egyenletet egymasnaketedigtve kapjuk, a (3.10) egyenletet

t _ InCx—InCyo

e (3.10)
amelyet atrendezve
InCx—lnCyxo _ In2 (3.11)

t tg

Cxo, C €s t kisérleti uton megallapithatoak igy az atlotyészetre jellendz generacios idl
és specifikus ndvekedési rata konnyedén szamithato.

Ahogyan azt az 6bb emlitettiik a névekedés az exponencidlis szakaszlbeggyorsabb (és a
legegységesebb). Ebben a szakaszban a novekeadsémb a konstans maximaliga Az
exponencialis fazis kezdetétében a sejtkoncentr@gi@x, Ekkor a sejtkoncentracié az
exponencidlis fazis tetsleges t idpontjara igy adhaté meg:

Cx = Cyo X €XP (Hmax X t) (3.12)
Természetesen, ahogyan a tenyésztés folyaman ek séjiek és Uj sejtek képdnek, a
kérnyezetikBl egyre tobb anyagot vesznek fol és hasznositanAkokat a
taptalajkomponenseket, melyeket a  mikroorganizmusdkepesek hasznositani,
szubsztratoknak nevezziik. Amennyiben minden masypater optimalis tartoméanyban van a
novekedés csupén az eléthsrubsztrat mennyiséd@éfliigg. Azt a tdptalajkomponenst mely
mennyisége a fermentlében az optimalis érték atatt limitalo szubsztratnak nevezzik.
Ennek matematikai leirdsa is lehetséges, mégpeadignaimkinetikabol ismert Michelis —

Menten dsszefliggéshez hasonldan.

B = Pmax (%][5]) (3.13)
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A limitalé szubsztratra értelmezett 6sszefliggéslaetieegy Ujabb fermentacio folyamatot
jellemziegyenletet tudunk levezetni a szubsztratok fogyd@sdbz pedig a Monod Aaltal
bevezetett hozam fogalma, melyet érédzamnak neveziink, ha aztaz egységnyi mennyiség

(felhasznalt) szubsztratbdl keletkez sejtmennyiségére vonatkoztatva értelmezzik:

Cx—Cxo

Ysix, vagy Ysix, hiszen ez a taptalaj barmely komponensére értelmezhliemennyiség,

melyet értelmezhetink differencialisan is, ekkor

ax;
Yy si = s, (3.15)

Monod szerint az erédhozam egy konstans, am a &éisiekben rajottek, hogy ez nem egy

allando érték, valdjaban tébb téngedtal befolyasolt értéke egy adott folyamatnak.

V4

Az Ascomycetesk osztalyan belil szamos olyan csoportot talglunklyek tagjai
alkalmasak szerves savak tultermeléséreAs@mycetek osztalyan belil, kivalo példaként
hozhatbéak fel, azAspergillus nemzetség tagjai ezen allitds alatdmasztasaracbhe a
nemzetségbe taldlhato torzsek jelléez jol tolerdljdk - a néha mar extrémen — alacquty
t, képesek pH 3,0 alatt is nbvekedést mutatni, ahat torzsek mar életképtelenek. Ez
szelekcios dinyt biztosit szamukra.

Az Aspergillusniger ATCC 101%American Type Culture Collection) jeltérzs, egy vad
tipusu tobbek kozott citromsav és gliikonsav akkaeidjara képes torzs.

A citromsav az egyik legnagyobb mennyiségben terfeementacios ipari termék.
Jellem®en az Aspergillus nigertérzseit alkalmazzak, mint ternéelorganizmus (de a
Yarrowia lipolyticais a jelents élesz tultermeb torzsek kozé tartozik). Mara mar, évente
tobb mint 2 millié tonna megtermelt citromsav tamint 60%-at az élelmiszeripar hasznélja
fol, &m mas iparadgak is dszeretettel alkalmazzak, hiszen biolégiailag lebatdt igy
kérnyezetbarat.

A citromsav keletkezésének egyik kulcsfontossagonila a glikolizis, mely az élgeakcio
utat jelenti a sorban. A glikolizis végén 2 molspbiésav keletkezik, a kiindulasi 1 mol
glikozbdl. A 2mol piruvat molekulabdl létrejon 1 &td-KoenzimA (Acetil-CoA) és egy
oxalecetsav molekula, ugyanisa citromsav akkuma@jaciegy specifikus enzim altal
katalizalt reakcidlépés teszi leBe¢, melyet felfededkrél elnevezve Cleland-Johnson
reakcionak neveztek el. Ebben a l|épésben apiruvdfcetil-CoA atalakulas soran
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felszabadulé széndioxidot (GO egy enzim, a piruvat-karboxilaz (mely A. nigerben
citoszolban is megtaldlhatd — béar jelldlem, mas eukariéta torzsekben csak a
mitokondriumban megfigyelh& a masik piruvat molekulan megkéti, igy kialakujye
oxalecetsav molekula. Az acetil-CoA és az oxalesepedig a citromsap épkdvei.Ha ez a
reakciout nem létezne, a glikéz széntartalmanakargyada karba veszne, vagyis nem lenne

lehetséges a 90% felett hozamok elérése.

GLUKOZ

PIRUVAT PIRUVAT

—ce

OXALECETSAV ACETIL-CoA

v
’
s
4 I
/

’ CITRAT + ~

OXALECETSAV

s
WNIPUCYONA
[6Z5011D

Az Aspergillus niger citromsavtermelése.
Egy olyan fermentdci6hoz, melyben magas hozammdjukutermeltetni a citromsavat,
szamos paramétert figyelembe véve kell megteremiend megfeldl fermentacios
kérnyezetet.
Ezek a paraméterek:

Magas kezdeti cukorkoncentracié

- Gyorsan hasznosulo cukor alkalmazasa

- A taptalajnakfoszfat és nitrogénlimitaltnak kelhiee

- Kezdeti alacsony pH érték

- A vas és a cink szuboptimalis mennyiségben kelgyhglen legyen a reakcio
folyaméan

- A kiindulasi magas spéraszam (razatott lombikokésm). Ennek meg kell haladnia
a 5x10° db spéra/ml-es értéket.

- Mn*limitdlt  kornyezet  (<5pg/L), mely elengedhetetlen  acitromsav

taltermeltetéséhez.
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Az Aspergillus nigemévekedésének és citromsavtermelésének vizsgaktgan limitalt és
tobblet mangan tartalom esetében.

A gyakorlat célja az Aspergillus niger ATCC 1015t6rzs novekedésének és
citromsavtermelésének jellemzése mangan limitalttaédsblet mangan tartalommal bird
kérnyezetben.

A taptalajkészités soran alkalmazott viz és cukdatomangantartalmdnak csokkentésére
kationcserdi-gyantat alkalmazunk, melyet oszlopba téltve halsmia A gyantat az oszlopba
toltés utan 1M-os HCl-al regeneraljuk.

Viz manganmentesitése: kationcs@m@yanta regeneralast koven vizet toltink az
oszlopba, majd hagyjuk lecsdpdgni az oszlopon atyimely mar manganmentesnek
tekinthed. A taptalajkomponenseket ebben az ioncserélevizidjuk a tovabbiakban.

Glukéz ebkeszitése: Elkészitink 500 ml 50 vegyes szazalgkib®z oldatot (50 w/v%). Az
oldatot az ioncseréloszlopra visszik, melynek az &B00 ml-ét nem hasznaljuk.

A gyakorlat soran razatott lombikos fermentacioklfiagjuk a kisérletet megvaldsitani. A
lombikok felében a mangan tartalmat 5 pg/L (vadyippb) alatt tartjuk, mig a tobbi
lombikban 100 pg/L-es (100 ppb) koncentraciébar Jeken a fém komponens. A Kfnion
limitalt kornyezetben a névekedés lassabb lesz48-a72 dras idbontok kozott elkezstlik

a citromsav akkumulacidja a fermentlében. A masitizen a ndvekedés gyorsabb lesz, am

citromsav nem lesz jelen mértidioncentraciéban a fermentlében.

1. Téptalaj készitése

Taptalaj 0sszetételét az 1. tablazat mutatja

Komponens Koncentracio
(NH4)2SO4 2,5 g /L
KH.PO, 0,15 g/L
NaCl 0,15 g/L
MgSO, 1,1¢g/L
FeSQ x 7H,0 torzsoldat 1 ml/100ml taptalaj
ZnSQ, térzsoldat 1 ml/100ml taptalaj
MnNQO; térzsoldat * 1 ml/100ml
pH 50
Glukéz 150 g/L

*A MnNOj térzsoldatot csak abban az oldatban alkalmazzakrem limitalt a kérnyezet Mira nézve, ennek

koncentracioja (10 mg/L vagyis 10 ppm = 10 000ppb).
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A taptalajkomponenseket a megadott sorrendben tiagiasagu ioncserélt vizbe mérjuk
(kivéve a glukozt és a MnNg&bt) ugy, hogy a tapoldat végtérfogata 200 ml, ademtracidja
a bemért komponensekre nézve kétszeres legyeredetiekoncentraciokhoz képest. A pH
beallitasa, ezutan 3M-os NaOH-val torténik 5,0-d6kée. A tapoldat 50 — 50 milliliterét
ezutan négy darab Erlenmeyer lombikba meérjuk,émemger segitségével. Az Erlenmeyer
lombikok — ebzetesen - 100 ml, 0,1 M-os HCl-al 24 6ran keresztidattuk, hogy
minimalizaljuk a lehetséges Mhionokkal valé szennyérést az iiveg feliiletélr

2. Sterilezés
A tapoldatok kimeérése utan, a lombikokat lombiksak lefedjik és gumidyivel rogzitjuk
azt, végul aluféliaval lefedjik a sapkat. A lombiab és 100 ml nagytisztasagu ioncserélt
vizet certoklavban 121 °C-on 20 percig sterilezzingjd a sterilezés utan steril flilke alatt
hagyjuk megszaradni és szobatérsékletre tini.

3. Spora szuszpenzid készitése
A lombikok leoltdsdhoz spéra szuszpenziét fogunkzhdélni. A spérdkat mar édetesen
lemostuk a Petri csés#érsporamoso oldat segitségével. A lombikok kezsiefiraszama £0
db spora/ml kell, legyen, ezért a spdra szuszpekmdentraciojat meg kell hatarozni.
A splraszam meghatarozasa Buirker-kamra segitsédgéuenik, a spora szuszpenzid
tizszeres higitasabol. Majd a kapott koncentratisz@molva megadjuk, hogy hany milliliter
j6l homogenizalt sporaoldattal kell az egyes lorokik leoltani.

4. A lombikok 0sszedllitasa
A lombikok sterilezése és az inokulalé spora szeszi térfogatdnak megallapitasa utan
steril fulke alatt 6sszemérjik a még hidnyz6 kongnseket.

5. Cukor adagolasa
A kisérletben az alkalmazott szénforras, a gyotsasznosuld glikoz. A szilard allapotd
glikozbdl a gyakorlatot meg&déen 50 W/V %-o0s oldatot készitettliink, majd katioaré§
gyantdn megszabaditottuk a mangantartalmatol, vékjie sterilezett Uvegedénybe, steril
fllke alatt sterilre Sirtiik. A steril cukoroldatbdl 30 mi-t adagolunk merdlombikhoz.

6. Kiegészités steril vizzel
A cukor rdadagolasa utan, az inokulalé spéraoktémgataval szamolva steril vizet meérink a
lombikba, végul a spora szuszpenzioval 100 ml-eseigjuk ki a lombikokat.

7. Razatas paraméterei
A lombikok inokulédlasa utan rdzészekrénybe tesszii&nyészeteinket. A rdzatas sebessége
250 RPM, lBmérséklete 30 °C.

8. Mintavételek
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A lombikokbol a kdvetke& 3 napon 12 éranként veszink mintat, vagottivetgril 5 ml-es
pipetta hegyeket hasznalva. A mintavétel soranZokdigyelmet kell forditani a mintavétel
gyorsasagara és a lombikok allandd razaséara, naivajtek rovid idre sem kerilhetnek
oxigén limitalt allapotba. Az 0Osszesen 4 ml levatintabdl 2 ml-iBl mérink szaraz
sejttdbmeget, 2 ml# pedig centrifugalassal legalabb 500 pl sejtmefekBiszot nyerink ki,
szaraz sejttotmeg méréséhez megbelatéretire vagott és éketesen lemért tomeég
szir6korongokat hasznalunk, melyeket a mintavétel uBiC8n 3 oran keresztil szaritunk
szaritoszekrénybe, majd exikatorban hagyjuk széahsékletre visszdmi, majd analitikai
mérleg segitségével megmeérjik a tomeguket.

Mintavételi tdblazat - <5 pg/L-es Mn tartalmu lotudok

A tenyészet Korg
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~100 pg/L-es Mn tartalmu lombikok

A tenyészet kora
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Adatok kiértékelése

A tablazatok Kkitbltése utdn feldolgozzuk a kapottataorokat, meghatarozzuk az
exponencialis novekedési szakasz intervallumatzékmtiuk az oda tartozd6 maximalis
novekedési sebességet és generaciibsvdlamint az ereflhozamot.

Feladat 1.)

Abrazoljuk kdz6s diagramon a fermeniémért cukor koncentraciokat és a szaraz sejttémeg

valtozasait az id fliggvényében. A mangan limitalt kornyezetben a Gfdban vett minta
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esetében, mar mérldekoncentracioban van jelen a citromsav is, melhsmntén fel kell,
tintessunk a diagramon.

Feladat 2.)

A kapott adatokbdl készitsiink tablazatot. Az eszlopban szerepeljen a mintavéted, id
masodik és harmadik oszlop tartalmazza az az egydaveételi idpontokhoz tartozé glikoz,
szaraz sejttomeg és citromsav koncentraciokat.gyewik oszlopban fel kell tintetni a dt és
a dx értékeket. Ezekbszamithaté ki a specifikus ndvekedési rata (fokéx

Feladat 3.)

Az ered hozam szamitasa. Mivel a lombikokbdl nem fogybtaz el$ 72 draban a cukor
telles mennyisége, az efethozam értékének megadaséat csak a 72. ords adafolgkak
szamolni (a 72 6ras mintdbdl szarmazoé cukor éazzmjttomeg koncentraciokbol).

Feladat 4.)

Allapitsuk meg az exponencidlis fazis siistervallumat, mind a két esetben. A
meghatarozashoz alkalmazzuk a szemilogaritmikugzabasi médot. Az exponencialis fazis
irAnytangensének meghatarozasa utan adjuk megranexcialis fazisra a  értékét.

Feladat 5.)

A u értékének megallapitasa utan megadhat6 a gedere.
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4 Fonalas gomba fermentacio gyakorlati leirasa

A gyakorlat sorarPenicillium chrysogenurfonalas gombat tenyésztink 8 | térfogata
INEL BR92K laboratériumi blokkfermentorban. A gyalat célja, hogy a hallgatok
megismerjék az alapuiefermentacios technikakat, mint pl. az inokulumzitss, sterilezés,
fermentor leoltasa inokulummal, mintavétel stb. CQélvabba a mikroorganizmusok
szaporodasanak nyomonkovetése szarazanyag megtaatsab

A biotechnolégiaban jaratlanok kozott is az egggismertebb iparilag fontos gombafaj
a P. chrysogenummelyet penicillin ipari éallitasara hasznalnak még napjainkban i€.A
chrysogenunrendszertanilag az eukariotak kéze, a gombak kkégsiba, azAscomycota
(témlésgombak) torzsébdezizomycotinaltdrzsébe Eurotiomycete®sztalyabaEurotiales
rendjébe, Trichocomaceaecsaladjdba, azon belll Renicillium nemzetségébe tartozik. A
Penicilliun nemzetség képvigila vilagon mindenhol jelen vannak, bizonyos fajarilag
jelentbsek (pl. a tej- és sajtiparbanPa camamber}i A P. chrysogenunpenészgombara
szaprofita életmdd jellendz aerob mikroorganizmus. A savas kornyezetet kedkéhnyen
kiszoritja vetélytarsait a kornyezetdéb Legjelentsebb alkalmazdsa aPenicillium
chrysogenunfonalas gombanak a fermentaciés gydgyszeripardzon belll is a penicillin
béta-laktam tipusu antibiotikuméélllitasaban rejlik.

A béta-laktam giriis antibiotikumok aminosav (cisztein, valin, valamagy alfa-
aminoadipinsav ndv vegytilet) prekurzorokbol épulnek fel. Szerkezetitekintve penam
vazas vegyuletek, melyek a baktériumok sejtfalataddihatd peptidoglikan rétegek kozotti
keresztkotéseket kialakulasat akadalyozzak meg@reszpeptidaz enzimhez val6 &déssel,
igy a sejtfalszintézis nem kovetkezik be, mely @pssztulashoz vezet. A sejtfalépit
prekurzorok felnalmozddnak, ez altal a sejtfal dlidizok is aktivalodnak, melyek a baktérium
peptidoglikdn bontasat végzik. Mas fonalas gomb&épes a penicillin termelésére (pl.
Aspergillus nidulans
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béta-laktdm grii szerkezete

A penicillin felfedezése hivatalosan Alexander Fiegnnevéhezifzédik, aki 1928-ban
figyelt fel az antibiotikum baktericid hatasaraledhségét az is mutatja, hogy olykor a
penicillin ara az aranyéval vetekedett. Kémiai szissel tortét eldallitasa bonyolult,
szilkségessé Valt az egysidr biotechnologiai szintézis. A penicillin  fermecitira
kezdetekben a talcas technoldgia volt jellépmelyet a Il. vilaghaboru sorén is alkalmaztak.
1945 utadn a penicillingyartas rohamosan étdjtt, a titerek emelkedtek, optimalizaltdk a
technoldgiat: szubmerz (folyadék kultaras) fermeidtavaltotta fel a fémtalcakat. Maga a
penicillintermelés hosszuddzakon keresztll laktoz szénforrason tortént, hiszekedvezett
a szekunder metabolit kéfiEsnek. Természetesen ad idlérehaladtaval, a molekularis
biolégiai modszerek alkalmazésaval, torzsfejlesaiesz is valtozott.

Megemlitend a penicillin magyar vonatkozasa, hiszen a debieddéajdusagi
Gyogyszergyar nagy mennyiségben éadlitotta fermentacios dton. A hazai
gyogyszerkészitményt exportaltak is, ezaltal kidléga ,,keleti blokk” sziikségleteit.

Maga a laktoz felvétel8F és hasznositasarol nem allt rendelkezésiinkre etedgf
informacio aP. chrysogenurgomba genetikajaval kapcsolatban, am ezt a Detir&ggetem
Biomérnoki Tanszék pétolta (Jonas et al., 2014).

A laktéz hasznositasakor él#pés a molekula hidrolizise glikdzza és galalddoEz
végbemehet extra- vagy intracellularisan. Mindkegtlken a béta-galaktozidaz hasitja fel a
kotéseket a molekularészek kozott, viszont az dethalaris esetben sziikség van egy
fehérjére, mely a laktozt a sejten belllre juttatja a laktéz permeaz. Segitségével a sejtbe
bejutatott tejcukor sejten belll is hidrolizalhatdegkonnyitve az anyagcsere folyamatait. A
glikdz a laktdéz bontast kovien a pentdz-foszfat Utvonalba és a glikolizisbeckalddik be.

A galaktoz a Leloir utvonalon, glikéz-6-foszfatkémsisznosul.
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Gyakorlat menete:

Feladatok, napokra lebontva:

nap: tptalaj készités, sterilezés, inokulum lsalta
nap: a fermentor leoltdsa inokulummal, mintavétel
nap: mintaveétel

nap: mintavétel

a bk~ 0N

nap: mintavétel, fermentécio leéllitasa, fermekiorosésa.

Komplex taptalajOssz. 500 ml komplex taptalajt kell készitenpHxt 7-re allitani. Ezt 5 db
500 ml-s Erlenmeyer-lombikba ontjuk (100 ml/lombik)

Az inokulum taptalaj (komplex taptalaj) 0sszetétele

Anyag g/ 100 ml taptalaj
pepton 0,4
éleszé kivonat 0,4
KH,PO, 0,2
NapHPO, x 12 O 0,8
MgSOy x 6 HO 0,025

A nyomelem oldat dsszetétele:

Anyag g/ 100 ml
CaClb 1
CoClh, 0,01
ZnSQ 0,088
CusQ 0,0039
NiSOy 0,001
Na-tetraborat 0,0008
MnCl, 0,00072
NapoMO4 x 2 HO 0,00037
FeSQ 0,001

Inokulum _leoltasa és _sterilezésea lombikokra papirsapkat teszink, majd aluféliaba

csomagoljuk. Az inokulum taptalajt certoklavbanriggezzilk 122C-on, 1bar nyomason, 20

percig. Sterilezés utan nyomelemoldatot adunk hozdamint MgSQ x 6 HO oldatot
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(kGl6én adjuk a taptalajhoz, ellenkezsetben sterilezés hatadsara csapadékot képezne a
taptalajban). A nyomelemoldat koncentracidja 1 kanabikban.
A certoklavban az inokulummal egyiden sterilezni kell a sziikséges eszkdzoket is. éizek
szintén alufolidba csomagoljuk, majd certoklavozdén szaritoszekrénybe helyezzik a
zsugoritott Uvegsét €s a kanalat, amig meg nem szaradnak.

* leoltélombik, ami 500 ml minimal taptalajt tartalma

e zsugoritott Uvegszd

o 2kanal

e 2 lveg desztillalt viz

Inokulum leoltasa: 1 ml spoéraoldattal oltunk le 100 ml taptalajt. Bgepbe tessziik, ahol 28

°C-n, 200 rpm fordulatszammal 24 éran at razatjukpArakat a rizsenstt tenyészetil steril

spéramoso folyadékkal mossuk le é8rgik at Uveggyapotos 8eon.

A fermentacio:

Minimal taptalaj: a fermentorban minimal taptalajon ndvekszik a gambnnek a pontos

Osszetétele ismert, kulonkibgokat, cukrot és nyomelemet tartalmaz.

A minimal taptalaj 6sszetétele:

Anyag g/ 100 ml taptalaj
(NH4)2SO 1
KH,PO, 0,2
NaoHPO, x 12 HO 0,8
MgSQO, x 6 HO 0,025

Mivel a gyakorlaton hasznalt fermentor 5 | térfagat fermentorba 5 | minimal taptalajt kell
késziteni, pH-t 7-re allitani. A fermentorba 4 @aptalajt 6ntiink, a maradék 500 ml taptalaj a

leoltdlombikba keril, amit igy sterilezlink.

Fermentor_sterilizaldsa a fermentorba beletntjuk az 4,5 | minimél taptalapajd

0sszeszerelés utan autoklavban sterilizaljuk.

Az elsh nap feladata még spapirkorongok kivagasa, beszamozasa, s a tomegigdse.

Fermentor leoltdsa inokulummat a fermentorokat kivesszik az autoklavbél, a szijgsé

szereléseket, beallitdsokat elvégezzik.
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Az inokulum a razégépben 24 h alatt kedlejtsiriiséget ér el ahhoz, hogy le lehessen oltani
vele a fermentort. Az inokulum &tontését a leoltdbikokba steril koérilmények kozott
végezzuk, laminéris box alatt. Bl$#péskent a leoltdlombikokban kewninimal taptalajhoz
hozzaadjuk a steril nyomelem oldatot, MgS©6 HO oldatot és cukoroldatot (50 (w/v)%-
0s). Az egyik fermentorba D-glik6z, a masikba lakt&ertul C-forrasként (1%-0s
koncentracidéban). Ezutan az inokulumot {egk zsugoritott Gvegszén, mossuk desztillalt
vizzel, majd a gombafonalakat atkaparjuk a leoitdidkba. A leoltélombik tartalmat a leoltd
csonkon at a fermentorba juttatjuk (k6zben a lévegkell zarni!).

A fermentéacio elindult. Meg kell gyzédni a paraméterek beallitasanak helyességer 7.0,
homérséklet 28C, kevertetés 350 rpm, bearamlé leyegennyisége 300L/h).

A 0 h-s mintavételt most kell elvégezni, a mintavessonkon at. Az ets 20 ml holt
térfogatnak szamit, a masodik 20 ml a ténylegesani szarazanyag meghatarozas lényege,
hogy a mikrobaszuszpenziéo ismert térfogatl mint&@iropapir korongon leszjik, a
sejttbmeget pedig sulyallandésagig szaritjuk, mégdhérjik. Fontos a levett minta
térfogatanak a pontos ismerete, hiszen szikséD€3/M meghatarozasahoz. A szarit&sbbl
szobaldmérsékleten, majd szaritoszekrénybefiC86 torténik silyallanddsagig. Naponta 2
mintavétel sziikséges.

Az utols6 napon ledllitjuk a fermentéaciét, ekkortéiik meg az utolsé mintavétel. A
fermentort szét kell szerelni és elmosni. A névélsegorbét és a fermentacios paramétereket

grafikonon abrazoljuk az é&dfliggvényeben!
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5 Baktérium fermentacié gyakorlati leirasa

A gyakorlat sordrPseudomonas putidaaktérium fajt tenyésztink 5 | térfogatt INEL
BR92K laboratoriumi blokkfermentorban.A gyakorl&ja, hogy a hallgatok megismerjék az
alapvet fermentacios technikakat, mint pl. az inokulum Zit&s, sterilezés, fermentor
leoltdsa inokulummal, mintavétel stb. Cél tovabbdn&roorganizmusok szaporodasanak
nyomonkovetése optikai denzitds méréssel. A kagreiiményekll ndvekedési gorbét kell

késziteni.

Napjainkban egyre jobbandeérbe kertl a kémiai szennyde biotechnologiai Uton
tortérd eliminacidja, lebontasa. Ezen technoldgiak sorgy weagy tobb mikroorganizmust
felnasznalva, illetve azok anyagcseréjét kihasanal\karos és mérgeéanyagokat kevésbé
artalmas és toxikus anyagokka alakitanak at.

Az egyik jelenés mikroba aPseudomonas putida Fhbaktérium, mely képes a
kulonbo®d szénhidrogének lebontasara, melyre akéar techraildgilehetne fejleszteni. A
Pseudomonas putiGram-negativ, palcika alakl, talajlak6 aerob baktér életmddjat
tekintve szaprotrof. Prokariota, a baktériumok lggagba, Proteobacteriatérzsbe, &isamma
Proteobacteriaosztalyan belil #seudomoadaceagsaladba, #2seudomonasemzetségbe
tartozik. Ellentétben ma®seudomanandajokkal (pl. P. aeruginosa P. syringag¢ nem
patogén-a vélemények ezzel a ténnyel kapcsolatlegosatottak.

A szakirodalom alapjdn &. putida F1 az egyik legjobban tanulmanyozott,
szénhidrogéneket és azok szarmazékait bonto fgpeskéezen vegyuleteket oxidalni,
szenforrasként felhasznalni névekedéséhez. A talagls a vizekben &@brdul6 monoaromas
szénhidrogének (benzol, toluol, etil-benzol, xildloill. a halogénezett szénhidrogének

(triklér-etilén/TCE) degradaciojaban jeléstszerepet jatszik.

Gyakorlat menete:

Feladatok, napokra lebontva:
1. nap: taptalaj készités, sterilezés, inokuluritdsa
2. nap: a fermentor leoltasa inokulummal, mintavéténként

3. nap: a fermentacio leallitasa, fermentor mosasa.

101



1. nap:
Taptalaj készitésa Pseudomonas putidenyésztéséhez az un. BSM (Basalt Salt Medium)

taptalajt hasznaljuk.

Az inokulumhoz 2x150 ml taptalajt készitiink, amitd@ 500 ml-s Erlenmeyer-lombikba
ontunk. A fermentaciohoz pedig 4,7 | BSM taptalagtli 6sszemérni. Mivel ez a fermentacio
hajlamos a habzéasra, az inokulum égfarfentacio taptalajahoz is habgatlot (literenk&nt
csepp PEG6000-t) kell adagolni sterilezéstel

A BSM téaptalaj 6sszetétele:

Anyag g/ | taptalagj
pepton 1,5
K2HPO, 3,4
KH,PO, 4,3
KNO3 0,8
MgCl, x 6 HO 0,34
Nyomelem oldat 1 mi/l

A nyomelem oldat (pH= 7,2) 0sszetétele:

Anyag g/l
FeSQ x 7 HO 5
ZnSO;x 7 H,0 5
MnSQO, x H,O 5
CuSQ x 5 HO 5
CoChk x 6 HO 0,1

NaB4O7 x 10 HO 0,1
NaMoO, x 2 O 0,1

Inokulum sterilezéseA lombikokra papirsapkéat teszink, majd alufélialsarmagoljuk. Az

inokulum taptalajt certoklavban sterilezzik iQ4on, 1bar nyomason, 20 percig.Sterilezés
utan nyomelemoldatot adunk hozza. (A nyomelem otdatiréssel dre sterilizaljuk,
koncentracidja a tdptalajban 1%).

A certoklavban az inokulummal egyiden sterilezni kell a leoltdlombikot is.

Inokulum leoltasa:Kétfajta modszert is alkalmazhatunk: Petri-csésagébit szilard taptalaju

tenyészethez steril taptalajt adunk, majd szélesattal feldorzséljuk a tenyészetet, végul a
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szuszpenzioval leoltjuk az inokulomot. A masik lglség soran oltokacs segitségével szilard
taptalajrél telepeket juttatunk a lombikba. Ezt &Ben razogépbe tessziik, ahol’28n, 200
rpm fordulatszdmmal 1 éjszakan at razatjuk.

Fermentor_sterilezése:a fermentorba beledntjuk a 4,7 | BSM taptalajt abdptlot, majd

0sszeszerelés utan autoklavban sterilizaljuk.

2. nap:

Fermentor leoltasa inokulummal: A fermentorokat kivesszik az autoklavbél, a szgksé

szereléseket, beallitasokat elvégezzik.

Az inokulum a rdzogépben egy éjszaka alattokedijtgiriiséget ér el ahhoz, hogy le lehessen
oltani vele a fermentort. Az inokulum atontéséealtblombikokba steril kérilmények k6zott
veégezzik, laminéaris box alatt. A leoltdlombikba jtktaz inokulumot, s hozzaadjuk a steril
nyomelem oldatot (koncentracidja a taptalajban 1%)leoltdlombik tartalmat a leoltd
csonkon &t a fermentorba juttatjuk (k6zben a lévegkell zarni!).

A fermentacié elindult. Meg kell gzédni a paraméterek beallitdsanak helyessé@eér 7.0,
homérséklet 28C, kevertetés 300 rpm, bearamlé levegennyisége 100 L/h).

A 0 h-s mintavételt most kell elvégezni. A fermanstjan talalhaté mintavévcsonkon at
torténik majd a mintavétel. Mivel a baktériumok geacios ideje rovid, (kb. 30 perc) ezért
oranként kell mintat venni a névekedés nyomonk®étéz. Az optikai denzitds méréshez a
kultarabdl oranként mintat veszink. Ennek mérjikabgzorbanciajat 600 nm-en, igy jutunk
az ODy értékekhez. Ha az abszorbancia érték meghaladi®dza mintat ugy kell higitani,

hogy az Oy értéke 0 és 1 kdzé essen (pl. 2x, 5x, 10x-redrigit

3. nap:

3. napon ledllitjuk a fermentéciot. A fermentorétskell szerelni és elmosni. A névekedési

gorbét és a fermentaciés paramétereket grafikoharéljuk az id figgvényében!
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6 Kemosztat elui fermentacio gyakorlati megvalositasa laboratoriumi

léptékben

Batch (szakaszos) fermentéciordl akkor beszéliaka tapoldatba a leoltast ko§eh mar
semmilyen mas anyag (a levegkivil) nem kertl. Ekkor a tenyészet allapota &ohatosan
valtozik, az egyedszam novekedésével valtozasokekevégbe az egész kulturaban. Monod
munkajanak koszonhin lehefvé valt a mikrobak novekedésének matematikai lairas
ebben a rendszerben. Monod az aldbbi 6sszeflgtgh: i

_ 5]
l’l' - ﬂmax Ks + [S]

u — specifikus novekedési rata ~ jh

umax— specifikus ndvekedési rata maximuma ~ )(h

[S] — szubsztratum koncentracio

Ks— a maximalis ndvekedési rata feléhez tartozo regjylgi szubsztratkoncentracio
A novekedés addig tart, mig valamilyen, a novekieeEsszilkséges komponens limitalo
tényedvé valik. A nbvekedés szakaszai e tenyésztési neddakalmazasa soran: a lag-,
gyorsuld, exponencialis, lassuldé ndvekedés, stacjads pusztuld szakaszokra oszthatjuk. A
fed-batch (raadagolasos) fermentaciok jellg@mzhogy a limitalé komponenst, vagy a termék
képdéséhez szikséges komponenseket szakaszosan vhggndsan adagoljuk a
tenyészethez. Ezzel meghosszabbithatjuk a névekezisaszt, de gatat szab a fermentécio
lefolyasanak a térfogat novekedés, hiszen ezenésetdsi rendszerben az elhasznalt
fermentlé elvétele nem jellerdiz
Folytonos fermentaciok alkalmazasaval tudunk olyanyészetet Iétrehozni, amikor az
egyedszam és vele mas fontos paraméter is all@nétidlytonos fermentaciok egyik tipusa a
kemosztat, melynek sordn a kovetkgraraméterek allanddak: pH, tapanyag koncentraciok,
sejtkoncentracio. Ezt ugy eérjuk el, hogy az expoi@is novekedésben lévtenyészetet
.befolytonositjuk”, ami azt jelenti, hogy megfalepumpak segitségével friss tapfolyadékot

adagolunk hozz4, de ugyanakkor a beadagolttal azmeonyiségf el is vesziink béle.
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P ; elhasznalt fermentlé
1) taptalaj

A kemosztat matematikai leirasdhoz szikséges bevezéhigitasi ratat (D — Dilution

rate), ami a kemosztat fermentacio jellénparamétere.

D_F
v

ahol,
* F —bemef tdpoldat adagolasi sebessége (L/h)
» V- fermentor térfogata (L)
« D - higitasi rata (h

Az egyensulyi allapot eléréséhez az alabbi parameiétt kell figyelembe venniink:

o —x ¥ =229 llyeseté
pXo—pxtux —ax =—p= (egyensUlyesetén)

ahol,
. §x0 - a bemed sejtek mennyisége (ez steril taptalaj esetén yérus
. gx - fermentorbdl kivett sejtek mennyisége

* ux - biomassza gyarapodas mértéke

e ax - setpusztulas mértéke (optimalis esetben zérus)
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A fenti két dsszefliggést felhasznalva felirhatjmlkakbbi kapcsolatot:

F

vx=ux
F
V=H
u=D

Kemosztat fermentacioknal tehat egyensuly beakéssdén a specifikus ndvekedési rata
megegyezik a higitasi rataval. Ennek koszasdretez az egyetlen fermentécios technoldgia,
mellyel ebre bedllithatd egy tenyészet ndvekedési ratajmészetesen a mérési hiban belul.
A higitasi rata nem novellettetsdlegesen, maximalis értéke a tenyészetnek az adott
taptalajon elérhét legnagyobb novekedési sebesébdiumay fligg. E folott a sejtek
kimosédnak. A kemosztatban a legkisebb higitasessdget a mikrobak pusztulasanak
sebessége hatarozza meg. Amig a pusztulas kisetttamovekedés, fenntarthaté az allando
allapot. A kemosztat paramétereit alageet a higitasi ratdval megvalasztjuk, a tobbi
jellemz értek automatikusan beall.

Folyamatos tenyészetek alkalmazasa leginkabb adkutariletén terjedt el. Alkalmas a
technolégia a gyorsabban rdwnutansok izolalasara. De éskeretettel alkalmazzak az
allandosult allapot meglétét az adott ndvekeddsesseghez tartozo gének kiféjdasenek
vizsgalatara. Gyors és lassu novekedés mellethygseet szekunder metabolit termelésnek
tanulmanyozaséara is hasznalhatd. De szamos ipantjséggel bird folytonos tenyésztési
eljarast alkalmaznak, melyek a teljesség igénykih@ kovetkeék lehetnek: biomassza és
SCP (single-cell protein) &hllitasa, primer metabolitok (etanol, tejsav, aogteballitasa,
szennyviztisztitas. A folytonos fermentaciok iparbeald elterjedésének gatat szab az
eszkozok igénybevételének hosszu ideje valamingzezhlehet a folytonos fermentécidban a

fertozést elkerdlni.

Gyakolat menete:

A gyakorlat sorarPseudomonas putidszaprotréf talajlaké baktérium tenyészettel végzin
kemosztéat elfr fermentaciot. A gyakorlat célja az, hogy meghatank az adott taptalajra
nézve, kulonbok higitasi rata melletti elérhetsejtkoncentraciot. Ennek megvalésitasahoz

két, geometriailag azonos fermentort és két kuladldgitasi ratat alkalmazunk: D=0,2 és
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D=0,5. A fermentor tokéletesen kevert, a benné févmentlé térfogata allando. Ez az allapot

ugy tarthat6 fenn, ha a fermentorba folyamatosngaa rdadagolas és elvétel torténik, mely

pumpak segitségével valésul meg. Ha a rdadagolag ét/étel sebességét allando értéken

tartjuk, a fermentéacioé soran elérjik az allandéalitpotot, mind a fizikai, kémiai jellenik

€s a tenyeszet sdjtisége is allando lesz. A bentetapfolyadék steril, tehat a bengeagrol

érked tapfolyadékbdl nem keriilhet mikroba a fermentodmelhasznalt fermentlevet, mely

szubsztratot és sejteket is tartalmaziijigyartdlyba vezetjik. A fermentoron, mint mas

fermentacios eljarasoknal is hasznalhatunk szekabr@fomeérsekletmésr, pH mén, DO

szenzor, habszenzor), igy szabalyzas torténhetriapa@ameéterekre. Az allandosult allapotot

a sejtkoncentraciéo méréseével hatarozzuk meg.

1. Inokulum tenyészet készitése

Az inokulum tenyészet taptalaja, a fermentaciotatapés a raadagolt taptalaj 6sszetételét

illetéen megegyezik.

LB t4ptalaj 0sszetétele:

Anyag g/L

pepton 10
éleszbkivonat 5

NaCl 10

A fermentorok végtérfogata 1,5 L lesz. Az inokulamennyisége baktérium fermentaciok

soran altalaban 1%, igy egy-egy fermentort 150emyészettel fogunk leoltani.

2 db 500 ml-es Erlenmeyer-lombikba mérjik 6sszé@ rhl-nek megfelél LB
taptalaj komponenseit, majd oldjuk fel ioncserétben.

Certoklavban sterilezziik le a két lombikot 121 A€C-b1 bar talnyomason 20
percig.

Sterilezést kbvéen hagyjuk kililni a taptalajt laminaris boxban.

Oltdkacs segitségével jutattunk megféleiennyisé§ baktériumot a Petri-csészén
fenntartottPseudomonas putidenyészettl a kihilt, lesterilezett lombikba.
Helyezzik a két lombikot rdz6szekrénybe, melyeket@-on 200 rpm-en 24 6réig

razatunk.

107



2. Fermentor 6sszeszerelése, sterilezése

Kemosztat fermentaciora 2 db 2 liter teljes éslitgh hasznos térfogatt laboratériumi
Uvegfermentort alkalmazunk, melynek vezérlésére IMEL BR92K tipusu blokk
folyamatiranyito rendszerét hasznaljuk.

* A fermentor 6sszeszerelése és sterilezése a f2efieen leirtak szerint torténik.
Annyi kulonbséggel, hogy adagolocsonkra helyezzik beme taptalaj
szilikoncsovét és az elhasznélt fermentlé kivezsge®gy lUvegcsbvet és a ra
illesztett szilikoncével egészitjik ki a fermentor szerelékeit.

« Osszemériink 1,5 liter LB taptalajhoz szikségesaldipkomponenst, melyet 1,4
liter ioncserélt vizben oldunk fel, majd a fermebtotoltjuk.

* A megfeleben ebkészitett fermentort autoklavban sterilezzik.

3. A perisztaltikus pumpak beallitasa
A pontos higitasi rata eléréséhez szikseges aziadtileus pumpak adagolasanak
bedllitasa.
1500 ml fermentaciés térfogathoz D=0,2 higitasarasetén 300 mi/h adagolasi
sebességet kell beallitani, mig a D=0,5 higitdah@ 750 ml/h-t.

* A pumpa adagolasat vizzel allitjuk be. (Megtehetjiilszen az LB taptalaj
reologiai tulajdonsagai kozel azonosak a vizéwuklperisztaltikus pumpara
kossuk ra az alkalmazand6é gumicsodvet, melynek eggte egy vizzel telt
edényben, masik végét pedig egy éinéngerbe allitjuk.

« Allitsuk be a pumpa adagolasat egy stopper és affhenger segitségével,

hogy a kivant aramlas alakuljon ki.

4. Fermentor leoltasa

« A fermentor sterilezését koven beadllitjuk azokat a paramétereket amelyeket a
fermentacio alatt tartani szeretnénk:

Fordulatszéam: 250 rpm
Homérséklet: 30 °C
Bemerd leved: 150 L/min

e Az inokulum tenyészet leoltasat kotenh 24 o6raval oltjuk at a tenyészetet a

fermentorra egy arra kiképzett, ugynevezett leottdikon keresztil. A leoltas
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sterilithsa érdekében a leoltdlombik gumicsovénélgétr és a leoltdécsonkot is
formalinos oldatba méartjuk, majd dsszeillesztjidsévek végeit.

* Aleoltas ideje alatt a levégtetést ledllitjuk a fementoron.
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5. A kemosztat el fermentacioé végrehajtasa

A leoltast kdveten oranként mintat veszink a tenyéséletbmintavew csonkon
keresztul.

Spektrofotométerrel mérjik az fermentlé denzit&# nm-en. Vaknak a steril
taptalajt hasznaljuk.

Az orankeént levett mintakat mérjik, és amint apatztaljuk, hogy a tenyészet az
exponencialis ndévekedési szakaszban van (a misizodiancia értéke 1 ora alatt
0,15-0,2-vel 1), elinditjuk a raadagolast és az elvételt.

A friss taptalaj adagoladsat a perisztaltikus purapdaz ebzéleg bedllitott
fordulatszdmmal inditjuk. Az elvételt gy oldjuk giehogy a folyadékfelszinhez
allitjuk az lUvegc$ végét, mely egy gumiégel folytatoédik. A gumicsovet egy
nagy fordulatszammal @kodd perisztaltikus pumpara kotjuk, igy tudjuk a
fermentacié folyadékszintjét alland6é értéken tartadh gumicsy végét egy
folyadéktarolo edénybe vezetjik.

2-3 éranként mintat veszink a kifolydogégén, majd spektrofotométerrel merjik
a denzitasat.

Ha 3 egymast kovétmintavételldl szarmazd mérééb kozel egyert OD 600
ertékeket kapunk, akkor a tenyészet allandosapéatban van.

Az allandésult tenyészeib mintat veszink és Birker-kamra segitségével

hatarozzuk meg a sejtkoncentraciot.

6. Eredmények kiértékelése

A fermentacio befejezésével toltsik ki a fermergtesgy nagymérétméwhengerbe,

és olvassuk le a pontos térfogatot. A pontos té@tfogs a bemén taptalaj

mennyiségétl pontosan ki tudjuk szamolni, hogy mennyi volt &itasi rata a

kemosztat fermentacio soran.

Abréazoljuk az id fliggvényében a sejtkoncentracio valtozasat!
Hasonlitsuk 6ssze a két higitasi ratdhoz tartopkoseentraciot!
Mekkora lesz a két kilonb6éaigitasi rata mellet a generacios ideje a tenyéske

Mekkora a tenyészet ndvekedési rataja?
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7 Downstream miveletek

A biotechnolégiaban az Upstreamiveleteket koveten kiemelked szerepe van a
Downstream folyamatoknak, hiszen a céltermékhezmotehet kozvetlenll hozzgjutni,
mindenképp szikséges a fermentlé és a sejtek legdabb modszerekkel tort&n
feldolgozasa és megtisztitasa. Maganak a Downstpeanessing kifejezésnek nincs magyar
megfelebje, leggyakrabban és altalanossagban a termékiésyeinevezést hasznaljuk. A
termékkinyerés a fermentaciét ko§en a céltermék kinyerését, tisztitdsat és a koralését
fogalja magaba. Altalaban a hasznos termék metibti szennyesanyag (pl. antigén, toxin,
pirogén anyag) is jelen van, mely szintén a Dovesstr niiveletek jeleniségére és
szikségesseégeére hivja fel a figyelmet. A bioteabgial folyamatokban él rendszerekkel
dolgozunk, ezért figyelembe kell venniink a sejtelkaéermék tulajdonsagait is az optimalis
kinyerési modszerek megvalasztasanal.

A kinyerés folyamata tbbb részre oszthatd: az dglttean anyagok elvalasztasara (pl.
sejttbmeg és fermentlé szeparalasa), a termeék nésge és koncentralasara, a termek
tisztitdsara, valamint a végtisztitasra. A feldalagt tobb tényérzis neheziti; a fermentacidk
soran a termék Aaltaldban kisebb mennyiségben éss wvitdatban van jelen az egyéb
szennyedk mellett, valamint maga a fermentéacié is tobbfézisendszer (szilard-, folyadék-,
gaz fazis), ami szintén nem konnyiti meg a term@kiest. Mindenképp figyelembe kell
venni: a kinyerni kivant termékunk tulajdonsagexiracellularis vagy intracellularis, esetleg
a periplazmatikus térben taldlhat6-e meg, a feréwddlban alkalmazott sejttipus prokariota
vagy eukariota (éleszt fonalas gomba, ndvenyi- és allati sejtek) mivol@mennyiben
sejtfeltaras szikséges, szamitasba kell venni kadnadzni kivant modszer hatékonysagat,
koltségeit és alkalmazhatdsagat ipari 1éptékbdm, lsithatjuk tehat, hogy a termékkinyerés
egy rendkivil 6sszetett folyamat, ahol rengetegd#it kell figyelembe venni, ezért kilén
felkészlilést és tervezést igényel a megvalositasa.

7.1 SZirés

A fermentlevek feldolgozasanal az egyik legjetsebb folyamat a szilard- (sejttdmeq)
és a folyadékfazis (fermentlé) elvalasztasa. Ebftijta modszer segitségeével is végbemehet:
Ulepitéssel, centrifugalassal,iszssel. Leggyakrabban atsgst alkalmazzak az @lsejtek

elvdlasztisara a fermentietmivel egyszei és j0l definialhat6 vegyipari tivelet.
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A szirés fogalmat legegysZdrben a kdvetkéképpen fogalmazhatnank meg, hogy:
a folyadék lyukacsos szilard rétegen tostéaramoltatasaval, nyomaskilonbség hatasara
lejatsz6do hidrodinamikai tivelet, melynek sordn a szilard részecskék a réfegspinak
meéretébl fliggéen a szilard rétegen teljesen vagy részben fennakaesetleg athaladnak. A
szirés kivitelezésére szamos laboratériumi és ipgtéld berendezés all rendelkezésre, igy
az elvélasztas lehet szakaszos és folyamatos.ir&ssiranya alapjan megkilénboztethetlink
hagyomanyos (dead end) és keresztaramu vagy taaliesdirést.

A hagyomanyos szésnél ket fazis keletkezik: aisérétegen atjutott folyadékfazis
(szirlet) és a sirofelileten visszamaradt szilard fazis {{€itepény). A s#rélepény
kialakulasanak megvan azele és a hatranya is. Megféelastagsagu §eélepényen mar a
legkisebb részecskék is fennakadnak, viszont ejédétével nyomasesést okoz, ami csokkenti
a siirés hatékonysagat. A bioldgiai rendszereknél aalaetast gyakran neheziti, hogy a
sejtek vagy a sejttérmelék auséfelileten 6sszetapadnak és edfyiis ragacsos, nyalkas,
atjarhatatlan lepény alakul ki, mely rontja dreés hatékonysagat, ezaltal szakaszossa teszi a
folyamatot (szlikségessé valik a lepény eltavolitas#rofellletrsl). Megfeleb elokezeléssel
-szirésegédanyag (filter aid) adagolasa, pl. diatomaftitkezelés-megakadalyozhaté az
atjarhatatlan swélepény kialakulasa. A masik leléseg a sirélepéeny nelkili sirés, melyre
két potencialis berendezést alkalmaznak: vadkuunsziolit és keresztdramd tangencialis
szirést. A vakuum dobszénél a dob felliletét folyamatosan kések segitségével eltavolitjak
a sfiréréteget, ezaltal tiszta @dfellletet hoznak létre.

Tangecialis sirés esetében a gdfelllettel parhozamosan egy turbulens aramlast
hoznak létre, mely megakadalyozza a szilard rékekckerakddasat a swfellletre. Ez a
megoldas altaldban egyitt jar a betdményitett gruezA6 elvételével, azaz a keresztaramu
(cross flow) siréssel. A keresztaramu isgsnél két folyadékfazis 1ép ki a is#anyag
(membran) két oldalardl folyamatosan. Az egyik éaréz atle@d tisztitott folyadek (sirlet,
permeatum), a masik a visszamaradt folyadék, agredyemszdien gazdagabb a & altal
visszatartott anyagokban (koncentratum, retentatum) turbulens aralmast tobbfajta
modszerrel tudjak létrehozni: kerin§etszivattyd hasznalataval fenntartott folyamatos

aramlas, a swéelem forgatasaval, vagy kevertetéssel kdzvetlesihi@feltletnél.
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a Dead-end filtration b Crossflow filtration

Filter surface

A dead end és a keresztaramiirég

(Forras:ww.nature.com)

A bioldgiai anyagok elvalasztasanal kulcsszerepa wamembrannak, mely egy
szelektiv ateresétvalaszfal. A membran biztositja a szeparacio sararelektivitast, ugyanis
lehetiséget biztosit oldott anyag-olddszer, oldott anglalptt anyag, részecske-oldott anyag,
részecske-oldoszer elvélasztdsra. Szerves és #eenanyagokbdl is készilhet, idealis
esetben az olddszer szamara konnyen atjarhét@ szemben ellenalld, kémiai stabilitasat
medirzi, megfeleb mechanikai szilardsaggal bir, olcsé és konnyerrtitigtd. A
membranokat a porusatni@el vagy a cut off (a részecskére vonatkoztatottinteg-érték,
amelyet a membran az anyagtranszport soran 90 %ibsaatart) értékkel jellemezhetjik. A
membranok porusai jol definialtak és monodiszperglebzel azonos az atnigilk). A
membransirés bizonyos eseteiben nagy nyomaskulonbségetakellmazni, pérusok kis
atmébje és nagy aramlasi ellendllasa miatt. A membitdmieteknél tébb anyagatadast
elésegity folyamatnak van szerepe: transzmembran nyomasnBWP), ozmotikus
nyomasnak, koncentracio vagy elektrokémiai gradiek®s a relativ oldékonysagnak.

A transzmembran nyomas az beehdali nyomas és a permeat oldali nyomas kiléniség

melyet az alabbi képlettel szamolhatunk ki:

_ (Pbe + Pki)

T™MP
2

— Pszirlet

ahol, a Be a nyomas a betaplalasi agbahi & nyomas retentat agbarszRlet a nyomas a permeat
oldali agban.

A membranniveleteket mérettartomany szerint az alabbi méddjukucsoportositani:

113



-lonok, kis molekulak kisirése:rreverz ozmozis elektrodializis
-Makromolakulak (pl. fehérjék) kiszése:ultrasziirés. Mérettartomany: 500—-100000 Da.
Pdérusméret: 1-1000 nm.

-Lebed szilard részecskek (pl. sejt) kisése:mikrosziirés. Poérusméret: 0,1-1m.

Mikroszirést gyakran alkalmazzak a sejttomeg és a fermehtfdasztasara. A twelet
soran szilard lebég részecskéket valasztanak el a folyadékfazistolnayyobb szilard
részecskéket (sejt, sejttormelék) a membran viaggatmig a mikro- és makromolekulakat,
valamint az oldott anyagokat atengedi. A mikiogsnél alkalmazott pérusméretek 0, jirth
kozé esnek. Amennyiben a tokéletes szilard-folyaaleétilasztasa a cél, sziikséges lehet még
a koncentratum centrifugalasa is. Mikroszsnél a sirlet fluxusa kisebb, mint a
hagyomanyos szoéknél, ezért mindenképp szikséges atr&elilet novelése
(,,6sszehajtogatassal”), melyre harom alapkoncepdk@imaznak az iparban: a keretes
Osszedllitas, a spirdlmembran modul és @mesnbran modul. Elelmiszeriparban gyakran

hasznaljak a mikrosizést.

Gyakorlat

A gyakorlat célja:

Keresztaramu sizdberendezés #kodésének megismerése. Tiszta viz fluxus

meghatarozasa. Optimalis TMP érték meghatarozaseefdlére.

Berendezések:

Fermentor: INEL BR92K laboratoriumi blokkferment®r| brutté/7 Inett6 térfogatu
Keresztaramu $z6: Sartorius JABSCO SartoJet, PUREFLO 21 — Diafragmapa
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A gyakorlaton hasznalt SartoJet készilék

Membran: Sartorius tipust Sartocon Slice Casettem(ondnsiré kazetta), Hydrosart
membran, 0,44m porusatmé.

A membran jellemzéi:

-Cellul6z membran, hidrofil, széles pH ééntérséklet stabilitas. Hidrofil tulajdonsaganal
fogva a fehérjék, virusok nem adszorbealédnak abrémoz.
-Biotechnoldgiai és gyogyszeripari hasznalatra jleééztett membran. Alkalmas az alédbbi
részecskék toményitésére: émsejtek, baktériumok, éleékt sejt lizatumok.
-Pbérusméret: 0,2 és 0,4n porusmérettel kaphaté.
-Kazetta méret: Standard Casette: tzemi méret
Sartocon Slice: kisebb mennyigégidatok s#résére
-Pye: max 4 bar
-Hémérséklet: max 56C
-pH stabilitas: 2-14.
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Sartorius Hydrosart mikrogs kazetta és kazetta tartd

(Forras: www.sartorius.com)

Elokészuletek a gyakorlathoz:

A gyakorlaton Pseudomonas putida F4ejttenyészetet 8dink. Ehhez a kodvetkéz
elokésziletek szukségesek: nagyobb menniigégr ) fermentlé éallitasa. A gyakorlat
elétt 2 nappal le kell oltani az inokulumot és stemilekell a fermentort. Az inokulum: 3x150
ml LB taptalajt (pH 7.0) platest kaccsal leoltuniP.putidasejtekkel, a lombikokat razégépbe
tesszik és overnight razatjuk {28 200 rpm). A fermentort 6sszeszerelve, 5 | LRatgjjal
(pH 7.0) egyutt autoklavban sterilezzik. A gyakbekitt 1 nappal az inokulummal leoltjuk a
fermentor taptalajat (kevertetés: 200 rprdmiérséklet: 28C, levedztetés: 100 l/perc). A
tenyészetet kb. 12 6ran at novesztjik. Masnap textygeszetet $izjik.

Keresztaramu sirés nyomasviszonvai:

A szirés alatt kilonosen fontos a helyes nyomas viszomyegtartasa. Ugy kell a
pumpat bedllitani, hogy a betgmwldalon (feed) a nyomas legalabb 0,5 bar legyem.aD
legfontosabb arra figyelni, hogy membran két oldalan a nyomaskulonbségem lehet

nagyobb 0,5 bar-nal. Ennél nagyobb nyomaskulonba&gsara a membran karosodik!

Poack = Pszirlet — ki < 0,5 bar
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Hats6 nyomasrol (back pressure) akkor beszélink, permeat (szlet) oldali nyomas
nagyobb, mint a retentat oldali nyomas. Tehat anpét oldali nyomas max. 0,5 bar-I lehet
nagyobb a retentat oldali nyomasnal.

A szirés kivitelezésénél a retentat és permeat oldalepekkel ,jatszunk”, azaz
manualisan ugy allitjuk be az aramlasi értékeketaéeetentat oldali nyomast, hogy a
megfeleb nyomas és térfogati viszonyok érvényesiiljenekaldlian a permeét oldali szelepet
teliesen kinyitjuk, azaz a sdet ,szabadon tavozik’. igy lehet a legkénnyebliértositani,
hogy ne alakuljon ki tul magas hats6 nyomas. Skoktd javasolni, hogy a retentat oldali
nyomasmeéin legyen a nyomas legalabb 1 bar, ilyen médonjest&hzetta fellilet §iz.

A gyakorlat napjan a fermentéciot le kell allitads a fermentlevet leengedni (kb. 6

liter). Ezutan kovetkezik a fermentléisése a cross flow émberendezéssel.

1. feladat: Tiszta viz fluxus meghatarozasa

A kezdeti tiszta viz fluxus értéket minden esetbenlj kazettara meg kell hatarozni.
Szirés és tisztitas utan mindig Ujra meg kell mérnikaxetta ateresztképessége minden
hasznalattal romlik, soha nem lesz olyan j6, miijtkoraban”. A tisztitas utani viz fluxust
0sszehasonlitva a kiinduldsi referencia értékkebgtodhatjuk, milyen hatékony volt a
tisztitds. TObbsz6rds hasznélat utan az eredék a-80 %-t lehet visszakapni. Ha kevesebb,

a tisztitdst meg kell ismételni.

Permeatefluxrate (LMH)
T™MP

Waterpermeability =

(LMH: liter/m?/6ra)
Kivitelezés:

Bedllituk a kovetked paramétereket: Pumpa sebesség: 10 %. Allandé pumpa

fordulatszdm mellett kell a nyomast valtoztatni.
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Poe (bar) Ri (bar) Rairet (bar)
szelep teljesen
nyitva
0,5 0,2 0
0,7 0,5 0
1 0,75 0
1,2 1 0
1,4 1,3 0

A méreést a legkisebb nyomason kezdjiuk. Minden egyesnas erteknél megmerjik a
retentat és permeat oldali aramlasi sebességeblipréger, stopper) 1 perc alatt. A kazetta
sZirési felillete 0,1 1 Abrazoljuk a kiilénbéz fluxus értékeket a TMP fiiggvényében.

1600
1400 P -

1200
/

1000

800 ///’b/,

600 * 4/)’///

400

200
0 / T T T T 1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

TMP (bar)

Vizfluxus / Jw (liter/m?/h)

A Hydrosart membran tisztaviz-aterésképességét meghatarozé egyenes (példa)

2. feladat: TMP gorbe felvétele:
Cél: adott fermentlére és membranra meghatarozoptimalis TMP értéket

Azonos &ramlasi sebesség mellett beallitani kUldhbbMP értekeket, Isd. ét6
tablazat (a retentat oldali szelep fokozatos zaedsdés mérni a permeét oldaliistet
mennyiségét idegységre vonatkoztatva. Ezt stopperrel ésodhedrgerrel tehetjiuk meg.
El6szor kis TMP eértékeket allitunk be, majd fokozatosabveljik. Minden egyes Uj
nyomasnal 3-5 percig recirkulaltatni kell a fernlewét, hogy bedlljon az egyensuly. A

kisérlet alatt végig teljes recirkulacié legyen toményedjen be a fermentlé!
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Abrazolni kell a fluxust (sirlet hozamot) a TMP fiiggvényében.

300

250 4 —&

200

150

100 /
50
0 / T T T T 1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
TMP (bar)

Sdirlethozam (liter/m?2/h)

Szirlethozam és TMP 0sszefliggése egy fermentléregpéld

3. feladat: Fermentlé betoményitése

Az optimalis TMP kézelében betomeényiteni a fermmrdt a kétszeresére. Mennyb idlatt
toményedik be? Hogyan valtoznak dikiidési paraméterek a viszkozitas ndvekedésének
hatasara?

4. feladat: A membran és késziilék tisztitasa:

A szirés végeztével a membrant azonnal égytitasi folyamatnak kell alavetni,
megakadalyozandé a membran elédiesét azaltal, hogy Uledék réteg rakodik ki a
fermentlédl. Az id6 elsrehaladtaval ez a réteg egyre tomorebbé valik geawrhezebb lesz
eltavolitani. llyen médon a membran hosszabhidész és megtartja kivant tulajdonsagait. A
tisztitas lépései:

» 5 perces mosas izotonias sooldattal. Kioldja agélsearaz anyagokat.
e 10 perces mosas 0,1 M NaOH oldattal

e 10 perces mosas 0,5 M NaOH oldattal. Recirkul&tata

* mosas desztillalt vizzel, amig semleges lesz a pH.

Ha a membrant hosszabb ideig nem hasznéljuk székségg egy 20 %-s EtOH
oldatos mosas is, a bef@bddés elkerulésére. Ha pedig honapokig nincs hadbaala
szeétszerelés utan a membrant 20 %-s EtOH oldativliats edényben kell tarolni.

A jeqyzokonyv tartalmazzon:

-Rovid elméleti bevezetést a tangencialis- és agairésil.
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-A gyakorlat leirasat.
-Az els) két feladatnal tAblazatban megadni a kilodbiypomas értékeket, a szamolt TMP
értékeket és diagramon kell abrazolni a fluxusMPTiliggvényében. A 3. feladatnal a

tapasztalatok leirasa.
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7.2 Sejtfeltaras

A biotechnoldgiai fermentacios ipar szamos fontepwiletet, terméket allit &l
melyeket a legkulonb@&bb tertleteken (pl. orvosi terapia és diagnosztikagyipar,
élelmiszeripar) hasznalnak fel. Ezekre a termékekireden esetben koncentralt és tisztitott
formaban van szikség. Extracelluaris céltermék ébsat nem szikséges a sejtek
elroncsolasa. Amennyiben a termék a periplazmatiagy az intracellularis térben talalhato,
azt sejtfeltarasi modszerek alkalmazasaval lelmgtekni a sejtbl. A sejtfeltaras célja a sejten
bellli termék szolubilizdldsa, mikdzben a termékgéne aktivitdsat és tulajdonsagait. A
feltdrdsnak gyorsnak, hatékonynak, lékeg teljesnek kell lennie amellett, hogy Kelh
gyenge a termékkel szemben. Mechanikai, fizikamiké €s mar bioldégiai modszerek is
rendelkezésre allnak a sejtek feltarasara. Bizonyuslszereket csak laboratériumban
hasznalnak, viszont léteznek olyan készilékek @mtdogidk, melyeket akar félizemben és

uzemben is alkalmazni lehet.

A sejtfeltaras modszerei

1
| 1

Mechanik ai Nem-mechanilkai
| : 1 I . |
Nyiras Nyiras Szaritas (levegon, Lizis
folyadékhan szilard fazisham vakuumhan,
r l ) fagyasziva,
Orles Nyomas oldiszeres)

(golyos malom) (X-press)

Ultrahang Atnyomatas Firik ai Keémiai Biologiai
i folytason ozmotikus sokk, detergensek, enzimek,
Mechanikai = . ;
haverss {Braun-Lubhe, hosokk, uldns;er_'elg fagol,
(Dyno-Mill) Manton-Gaulin, oldhato gazok, kaotrppﬂms autolizis,
e Alpha-Laval fagyasztas sok, genetikai

homogenizator) felolvasztas antibiotikumok manipulacio

A sejtfeltaras modszereinek,, csaladfaja”
(Dr. Pécs Miklés: Feldolgozasiimeletek-Sejtfeltaras)
A modszer megvalasztasanal tobb tékdyag figyelembe kell venni. Az egyik dldleges
szempont az alkalmazott sejtek (mikroorganizmusiggsa; milyen sejtfallal rendelkeznek.
Baktériumok esetében lehetnek Gram-pozitiv és ihegajtek, melyek mechanikailag vagy
kémiailag ellenallobbak. Az gombak sejtfala esetéhegyfokl diverzitast figyelhetiink meg.
Ezek B-glukant, cellulézt, kitint, fehérjéket tartalmathak, melyek sejtfalat szilarditjak. A

novényi sejtek nyomasnak ellenallnak, nyirasra goeuizékenyebbek. Az allati sejtek nem
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rendelkeznek sejtfallal, eBbaddddan sérilékenyek. Figyelembe kell venni tbaalhogy a
kinyerni kivant termék mdgzi-e stabilitasat az adott moddszer alkalmazasaansor
feldolgozott mennyiséget és az eléthaetaximalis hozamot, azt hogy milyen lebsigek
allnak rendelkezésre a homogenizatum tovabbi fg@sahoz, valamint a modszer
idoigényét, sebességét, reprodukalhatdésagat, megbsAggt €s természetesen a koltségeit is.
A tovabbiakban a laboratoriumi [éptékben alkalmazmaddszerek bemutatasa kdvetkezik.

Mechanikai médszerek:

A mechanikai modszereket gyakran alkalmazzak nagynyiség sejttomeg feltarasara.
Altalaban azoknal a sejteknél hatasos, melyek érm@k a nyirohatasra.

Gyongymalmok, kevertetés tivegqyongyokkel:

A feltards sordn a sejtszuszpenziot meghatarozoté@i Uveggyongyokkel elegyitve
kevertetik (,,turmixoljak”) specialis készilékbenA gybngyok kevertetés kozben
folyamatosan koptatjak a sejtfalat, amig az tefjeslenem tinik. A mddszer hatranya, hogy
gyors lémérsékletemelkedéssel jar, ezért szikséges a kkszdél rendszer (iése. A
legmodernebb készllékek folyamatodikddésiek, Hitésik pedig biztositott. A feltaras
hatékonysagat szamos tenydefolyasolja: a készulék geometriaja, elrendegésezontalis
vagy vertikalis fekvés) toltottsége, a kevéelem alakja és elhelyezkedése, valamint
sebessége, az lveggyodngyok méraimédrséklet, betaplalt szuszpenzié sejtkoncentrackja
80-88% koruli toltottseg az idealis a szakirodakmerint, hiszen a toltottség mértéke hatassal
van a feltards hatékonysagara, valamint a készéé&rgia felvételére is. Valamint
figyelemben kell venni a feldolgozand6 sejtszuszpentulajdonsagait is. A taptalgj
Osszetétele, a sejtek mérete (nhagyobb riérgjtet konnyebb feltarni), a fermentlé reoldgiai
tulajdonsaga nagyban befolyasolja a feltaras hatgagat.

Potter alkalmazasa:

Laboratériumi Iéptékben kisebb mennyigégintak feldolgozasa manualis technikaval is
kivietelezheb. Legegyszdibb a dorzsmozsarban eldorzsélni a sejteket (plyékainy
nitrogén alkalmazasaval). A masik ismertebb masudszilék a potter. A potter egy olyan
Uvegeszkdz, melynek egybeilleszketbszinek felllete érdesitett, igy a dorzsolésaivlgta
soran hatékony feltaras érbeel. Gyakran alkalmazzéak fonalas gombak intratailsi
enzimeinek kinyerésére.

French-press, X-press:

A French-press alkalmazasa soran a mintat egy hemdelyezik allandé magas nyomason
(10,000-50,000 psi) egy fojtason nyomjak at. A dgil nyirée a sejteket szétszakitja,

karositja. A folyamat soran tébb sejtroncsol6 tétyis felleép: nyirées, nyomascsokkenes,
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melegedés, Utkozés. Mivel a feltaras soran jégmm emelkedik a dmérseklet, mely az
Gyakran alkalmazzak intracellularis fehérjék, DNBykrésére baktériumokbdl gombakbdl és
novényi sejtekdl.

Az X-press latszolag hasonld, mint a French-présgelends eltérés ebben az esetben, hogy
fagyasztott sejtszuszpenziét nyomnak atik $araton extrém nagy nyomast (200-600MPa)
alkalmazva. Ekkor a jég plasztikusan viselkedilétbslad a 9% nyilason. A nyomasvaltozas
hatasara jegkristalyok térfogatvaltozasa (csokkenésajd ndvekedése) jatszodik le, mely
hatasos feltarast eredmeényez. A modszer ndgye) hogy nem szikséges a rendszéede,
valamint sejttipustdl fliggetlentl hatékony feltééalset el.

Ultrahangos kezelés:

Gyakran alkalmazott eljaras laboratoriumi léptékb&moncsolé6 mechanizmust a kavitacios
hatas okozza. Az 6sszeroppano buborékok altal tkétikeshullamok 6rvényeket hoznak
létre, melyeknek a nyirdfesziltsége koptatja afadajt A készllékek altaldban 15-25 kHz
frekvenciak kozott ikddnek. Ebben az esetben is szilkséges a mitdad) hiszen jelets
hémennyiség keletkezik. Bhye, hogy a feltaras soran hasznalt készilek vidagregyszdr
felépitési, konnyen kezelhét A modszer hatranya, hogy finom sejttérmelék kaleik, mely
a tovabbi feldolgozast hétraltatja, valamint e mz@dbizonyitottan denaturalja az enzimeket.

Fizikai médszer-ozmotikus sokk:

A gyengébb sejtfallal rendelkémikrobak esetén alkalmazzak. &lépésben a sejteket nagy
ozmozisnyomasu oldattal kezelik (pl. 1M gliukoz, $kbrbitol), majd hirtelen meghigitjak a
mintat (desztilllt vizzel). A bearamldé viz megniive bel$ nyomast és ennek

kovetkezménye, hogy a sejtek egysieer,,kipukkadnak”. Az ozmotikus sokkot gyakorlatban

kombinaljak mas modszerekkel (kémiai, bioldgiahaaekony feltaras érdekében.

A sejtfeltards sikerességét szamos maodszerrel Kudjyomonkovetni. Ezekkel a
modszerekkel egyrészt a célvegyuletiink mennyistghtik megadni, masrészt a feltarasi
folyamat hatékonysagat is tudjuk eléeizni.

Kodzvetlen mérési modszer:

Legegyszditbb mobdszer a mikroszkép (pl. Burker kamra alkalma}xa vagy
részecskeszamlalo segitségével tdrtéejtszamlalas. Az &l sejteket differencial festés
segitségével tudjuk beazonositani.
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Kozvetett modszer:

Sejtfeltdras hatasara a citoplazma erfedanyagok (fehérjék, enzimek, DNS, stb.)
kiszabadulnak sejth A feltards sikerességét enzimaktivitds mérédekkisszfehérje
mennyiségének meghatarozasaval élehetjuk (referenciaként a feltart mintat
hasznalhatjuk).

Vezetképesség mereés:

Gyors informéacidszerzésre hasznalt modszer. @l sordan a sejtb kiszabaduld
anyagok, ionok megvaltoztatjak a minta véképességét. A merést tobb paraméter is
befolyasolja: Bmeérseéklet, elektrolit- és sejtkoncentracié. A kédkét kalibralni kell mérés
elstt, valamint a mérési modszert standardizalni.

A vezet képesseg az oldat elektromos ellenalladsanak mcgnteke, amelyet két, egyenként
1 cnf feltleti elektrod kozti oldatra vonatkoztatnak 1 cm eledtiévolsag mellett. A fajlagos

vezeb képesség egysége az 1 cm-re vonatkoztatott ete@oezetés: mS/cm.

Gyakorlat

A gyakorlat célja:

Kulonboz tipusu sejtfeltardsi technikdk megismerése, alkafima és 0Osszehasonlitdsa
baktérium sejt, illetve fonalas gomba micéliumdedisara.

Mechanikai médszerek:

-potter

-kevertetés Uveggyonggyel (kis mennyiséginta — 0,5 ml, és nagy mennyigéginta — 100

ml feltarasara alkalmas eszkdzokkel)

Fizikai modszerek:

ozmotikus sokk.

A sejtfeltards nyomon kovetése fehérje tartalomjreaktivitas és vezéképesseég méréssel.

A megadott kalibracios egyenesek alapjan meghatamzsejtekbl kiszabadult fehérje, ill.

enzim mennyiségét mg/ml és U/mg egységben.

Berendezések, médszerek:

Centrifuga: Sartorius Sigma 2-16K, eppendorf caunda
Gyongymalom: 1. Biospec Bead-Beater (100-500 mkanfieltarasara)
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2. Disruptor Genie, Scientific Industries (0,2-1mmhta feltarasara)

Potter
Vezetképesség mér Mettler Toledo FiveGo Conductivity Meter FG3

Fotométer

Alkalmazott mikroorganizmusok:

baktérium:Pseudomonas putidal

gomba:Penicillium chrysogenum

Az el6z6 nap fermentalassal é&lllitott mikroba tenyészeteket a gyakorlat elején
lecentrifugalva (baktérium tenyészet), l@sz (gomba tenyészet) kapjak meg a
hallgaték.

Fehérjetartalom mérés: Folin-reagenssel

Reakcid: 1 ml minta

A Lowry (-Folin) modszer fehérjek mennyiségének kiatasara hasznélt érzékeny eljaras. A

reakcié soran a peptid kotés nitrogénjének koomidjaé valdésul meg a Gtionnal (szines

komplexet képeznek) majd Folin-reagens tirozin lialteedukcioja kovetkezik be

(szineBsités).

1 ml minta + 1 ml Reagens A 10 percig all szobdmeérseékleten

majd 0,5 ml Reagens B hozzaadas&0 percig all szobdimeérsekleten

fotometralas 750 nm-n.

Reagens A: 1 tf. I. oldat, 2 tf. 5 % SDS, 1 tf. M8\aOH oldat

Reagens B: 1 tf. 2N Folin-reagens, 5 tf. deszt. viz

B-galaktozidaz aktivitas méres:

500 pul mérend mintat ebinkubalunk vizfirdben 30°C-n 5 percig, majd 50Qu
szubsztrat oldatot (6 mM o-nitro-fenil-galaktozidipettazunk hozza, mellyel
elinditjuk az enzimes reakciot. A reakcié 30 peffolyik, 30 perc utén leallitjuk 2 ml
Na-borat puffer (pH 10) hozzaadaséaval. Az oldatzalizanciajat mérjik fotométerrel
400 nm-n.

A pB-galakotozidaz az orto-nitrofenil-béta-d-glikopiozid (ONPG) mesterséges
szubsztratumot bontja, a folyamat eredményképptmnmitrofenolat keletkezik, mely

ligos pH-n sarga szint ad az oldatnak.
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Sejtfeltaras a gyakorlaton:

Baktérium sejtek feltdrasa ozmotikus sokkal:

Kimérink 0.4 g lecentrifugalP. putida sejtszuszpenziét tianyag centrifuga ¢ébe és
hozzdadunk 5 ml 1 M glikéz oldatot. Osszerazas @apercig allni hagyjuk, majd
lecentrifugaljuk. A feltliszot leontjuk, 5 ml dediAlt vizet adunk hozza, majd 5 percig all. A
keletkezett zavaros szuszpenziét ismét centrifugalj felliliszobdl fehérje tartalmat mérunk.
Az 0Osszehasonlitd oldat hasonlé kezelésen megysieéiteazzal a kilonbséggel, hogy
mindkétszer deszt. vizzel toltjik fel. Osszehagjolia feltaratlan és a feltart mintak
fehérjetartalmét (100 pl mérehdninta).

Baktérium sejtek feltarasa laboratériumi homogenizdorral:

Kimérink 0.5 g lecentrifugalP. putida sejtszuszpenziét tianyag centrifuga ébe és
hozzaadunk 5 ml Na-foszfat puffert (pH 7,0). Képepdorf csdvet megtoltiink 1 ml térfogatu
Uveggyonggyel, majd mindkétie 0,75 ml sejtszuszpenziét pipettazunk. A sejteket
kevertetjuk a gyongyokkel 5 percig, lecentrifughljs a fellliszobdl fehérje koncentraciot
meérink (50 ul mérerdd minta). Az 6sszehasonlitd oldat az eredeti, prdfefeltoltott
sejtszuszpenzio fellliszoéja lesz. A feltaras hatgkégat 6sszehasonlitjuk a ket kilorboz
idépontu kevertetés esetében, illetve 6sszevetjlkzamwtkus sokk hatékonysagéaval.

Fonalas gomba micélium feltardsa potterrel:

Ha a Penicillium chrysogenurot laktdéz tartalmi taptalajon novesztjiB;galaktozidaz
enzimet termel, mind extra-, mind intracellularisaA szZiréssel megszabadulunk az
extracellularis enzindt, tehat a potterezés utdn mért enzimaktivitas essdjtlél kiszabaduld
B-galaktozidaz aktivitast fogja mutatni.

10 ml fermentlébl sziréssel tavolitiuk el a gomba micéliumot. A kapo#jtt®meget
atkaparjuk ndanyag centrifuga é&e, melybe éizéleg 5 ml Na-foszfat puffert (pH 7,0)
mértink. Ezt az oldatot ontjuk a potter készllékBégen tartva a mintat, 5 percig
pottereziink, majd centrifugélunk. A fellluszobokiemaktivitdst mérink (500 pl mérehd
minta). Osszehasonlitd oldat a l&szpufferben felvett micélium feliliszoja.

Fonalas gomba micélium feltarasa gyéngymalommal:

100 ml fermentlédl sziréssel tavolitjuk el a gomba micéliumot. A kapodjttdmeget
felvesszik 60 ml Na-foszfat pufferben (pH 7,0). yoggymalomba tesziink 120 ml térfogata
Uveggyongyot. (Az Uveggyodngyok atrigr: 500um.). Majd beletesszik a sejtszuszpenziot

(Uveggyodngy : sejtszuszpenzié arany kb. 80 % legy&rhomogenizator kids kdpenyebe
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jeget teszlink, mivel a minta az intenziv kevertétégelmelegszik. Kb. 5 percig
~urmixolunk” majd leéllitjuk a keverést.

Megmeérjik a minta vezétépességét es enzimaktivitdsat (100 pl méreméta) feltaras
elétt és utan. Osszehasonlito oldat atdespufferben felvett micélium felliliszéja.

A jegyzékonyv tartalmazzon:

- rovid elméleti bevezetést, az alkalmazott médszbeskutatasaval
- agyakorlat leirasat és a szerzett tapasztalatokat.

Kalibracios egyenesek:

Fehérje kalibracio Folin reagenssel
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o-nitrofenolat kalibracio beta-galaktozidaz akthat
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7.3 Béta-glukozidaz enzim tisztitasa vizes kétfazisu takcidval

A sejtfeltarast koveét lepés lehet a termék koncentralasa. Erre az dggidkalmasabb
modszer az extrakcio. A vizes kétfazisu extrakayy ®lyan ntivelet, mely lehdiséget
biztosit biomolekuldk koncentralaséara, leredukdjayerési folyamatok |épéseit, ezaltal
csokkentve a koltségeket. Ez a modszer hatékokgprsyen kivitelezhét folyamatbal all,

mely figyelembe veszi a biokompatibilitast.

Az extrakciordl roviden:

Az extrakcid folyamata az egymassal nem ele§yfédisok kozotti anyagmegoszlason
alapszik. A nfivelet soran a kiindulasi anyagbdl (extrahalandbéelgpza célkomponens
kinyerése (atvitele, atoldasa) torténik egy masikidba szelektiv olddszerrel (extrahalo
koézeg). Ezt a molekuldk polaritdsa teszi léfét a polaros részecskék a polaros oldészerben
(pl. viz), mig az apolarosok az apolaros oldésze(beerves oldoszerek) oldonak jobban. Az
extrakciés nivelet egyszdisitett alapelve, hogy megfebekevertetés kdzben a fazisok kozott

megtorténik az anyagatvitel, majd a fazisok széakalegymastol. A komponens megoszlasat
a két fazis kozott a megoszlasi hanyadossal tudﬁlﬁi{liZK=§ , ahol x a komponens

koncentracidja az extraktumban, y pedig a kompokensentracidja a raffinatumban.
Az extrakciés niveleteket tdbbfajtaképpen lehet csoportositanigyaegrabban a

fazisok alapjan teszik meg.

Extrahalando kbzeg Extrahalé kozeg Extrakciés médsz
szilérd folyadék szilard-folyadék extrakcid
szilard szuperkritikus folyadék szuperkritikus exirio

folyadék folyadék folyadék-folyadék extrakcip
folyadék szilard szilardfazisu extrakcio
gaz folyadék elnyeletés
gaz szilard adszorpcio

Az extrakcios médszerek csoportositasa fazisokalap
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A fermentlevek feldolgozasanal altalaban a folyafidfadék extrakciot hasznaljak.
Célszeti tovabba ezt a fiveletet alkalmazni, ha a kinyerghanolekula lbérzékeny vagy
illékony, desztillaciéval nem lehet elvalasztaragy fennall az azeotrop kéjues leheisége.

A vizes kétfazisu extrakciot gyakran hasznaljakéfgdk, nukleinsavak, antitestek és
virusok koncentralasara, tisztitasara, kinyeréeggnmentlélél. Az eljaras alapja az, hogy a
rendszerben felhasznélt két hidrofil polimer vibédatban elvalik egymastol, kilon fazisokat
alkotnak, mivel eltéfr lesz a fazisok polaritasa égigssége. A fehérjék megoszlasat a két fazis
kozott sok paraméter befolyasolja. Pl. a fehérjea gwolimerek molekulattmege, a fehérje
toltésallapota, a kdzeg pH-ja, iotiesége és dmérséklet. A két hidrofil fazisban a kis
molekuldk gyakran azonos koncentraciéban oszlanalg. A modszert széles korben
alkalmazzak virusok, nukleinsavak, antitestek dwriék koncentraldsara. A koncentrald
folyamat egyszér, gyors, olcsé és kdnnyen méret ndvelhigly laboratoriumban és iparban
is alkalmazhatd. A két fazis kialakitasara leggghkan dextran-PEG illetve PEG-sO
(pl.KoHPQy) rendszereket hasznalnak.

Gyakorlaton emulzinp-D-glikozidaz f-D-glukozid glikohidrolaz, EC 3.2.1.21) enzim
koncentralasat vegezzik vizes kétfazisu extrakdifalmazasaval. Az emulzin3-D-
glikozidaz csonthéjas ndvények magjaban talalhaltééfles mandula), a glikozidos kétés
hasitasat végzi. A ndvények magjaban talalhathészetes szubsztratja az amigdalinbol
keletked prunasin, melyben a glikozidos kotést elhasitvikay keletkezik. A létrejott
aglikont ap-hidroxinitril-liaz tovabb bontja hidrogén-cianidés bezaldehidre. Az enzimek a
novényi szovetekben kulon kompartmentekben helydride el, mechanikai sériilés hatasara
jatszddik le a folyamat. A ndvény tulajdonképpenndvényevk elleni védekezésben

hasznalja a felszabadul6 HCN-ot.
OH

HO~" i,-o
Ho\_'_ﬁ\\/o‘_j

OH

HO
HO.,

OH

Az amigdalin képlete

(Forras: www. tankonyvtar.hu)
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Az enzim széles szubsztratspecifitassal is rendidk&épes a laboratériumokban gyakran
alkalmazottp-nitrofenil-p-D-glukopiranozid (PNMB-GIc) mesterséges szubsztratban talalhato
kotést is hasitani. A reakcid soran keletk®NP lugos kdzegben sarga szénfenolat anion
miatt. Korabbi vizsgalatok szerint az enzimnélagaktikus nukleofil csoport egy glutamat-
karboxilat, mig a proton donor egy aszpartat kaitbesoportja. Ap-glikozidazok altalanos
hasitasi mechanizmusaban részévéet ionizaloddo aminosav oldallanc kozil az egyikne

deprotonalédnia kell, mig a masiknak protondlt pdt@an kell maradnia az enzim
aktivitasahoz

Gyakorlat:

Az elvégezend feladat célja az emulzip-D-glikozidaz g-D-glikozid glukohidrolaz,
EC 3.2.1.21) enzim koncentrdlasa vizes kétfazisdiakgidval.A gyakorlaton dextran-PEG
rendszert alkalmazunk az enzim koncentralasara)sa fazis tként PEG-et tartalmaz, az

also dextrant. A gyakorlaton alkalmazott rendsksdrd fazisdiagram az alabbi abran lathaté.

30

I ! I ' | ' |

Concentration of PEG (%% wiw)
™
(=
I

Concentration of dextran (% w/w)

PEG 8000-Dextran 500 rendszer fazisdiagramja
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(Johansson G, Reczey K: Concentration and puiidicaif beta-glucosidase from Aspergillus
niger by using aqueous two-phase partitioning. do@latogr B Biomed Sci Appl. 1998 Jun
26;711(1-2):161-72.)

Felhasznalt anyagok:

- Dextran 500;

- PEG 8000;

- "E" puffer: 50 mM KSCN, 1 mM NgPQ;, pH= 8,5;

- Emulzin béta-gliikozidaz (6U/mg): 5,54 mg 50 mifptben;
- A" puffer: 0.15 M citromsav-NgHPO,, pH=5,2 puffer;

- ,B" puffer: 0.2 M bérsav-NaOH, pH=10,0 puffer;

- p-Nitrofenol (PNP) 1d M oldat;

- Szubsztrat oldat: 5 mM PNRGIc "A" pufferben feloldva

Felhasznalt eszkdzok:

-automata pipettak, kémcsovek, centrifugacsovekdsasallvany
- kandl, mérleg, centrifuga (Sigma 2K-16)

- stopper Ora, vizfld

A gyakorlat Iépései:
1. Mérjunk be centrifugaébe 0,15 g Dextran 500-at (3%)

2. Oldjuk fel a dextrant 5 ml enzim oldattal, é\vat@vergetéssel.
3. Masik centrifugadsbe mérjink be 0,8 g PEG 8000-t.

4. Az enzimet tartalmazo6 dextran oldatot 6ntsu& arilard PEG-et tartalmazéste, oldjuk
fel a PEG-et is (16%)

5. Razzuk 6ssze az oldatot alaposan, majd cerdijilkg1000 g gyorsulassal 10 percig. A
fordulatszdm kiszamitadsahoz hasznaljuk a nomogé&fat centrifuga rotor adatait.

6. A centrifugalas utan Pasteur pipettaval 6vatosamjuk le a fel§ fazist egy harmadik

centrifugacébe.
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7. Mérjuk meg az enzim oldatok aktivitasat, hagmm&l 20 pl enzim oldatot az
aktivitasméréshez a kiindulasi enzim oldatbél (EQ)alsé fazisbol (E 1a) és a telzisbol

(E1f).

8. Extrahdljuk a fels fazist Gjabb alsé fazissal, amit ugy allitunks,eimint az el§
extrakcional (1-6 pont) azzal a kildonbséggel, hagyldast puffer oldattal végezzik. Alapos

0sszerazas utan centrifugaljunk az 5. pont szerint.

9. Mérjuk a masodik extrakcio als6 (E2a) ésd€s2f) fazisanak enzim aktivitasat.
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Nomogréf centrifuga gyorsulasok és fordulatszamekamnitasahoz

A p-Nitrofenolat kalibracios egyenes felvétel@:

Mérjik 6ssze a tablazatban talalhaté mennyiségeked” és ,B” puffer elegyébl és a
0.1 mMp-nitrofenolat térzsoldatbal.
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Mintaszam | O. 1. 2. 3. 4. 5. 0. 7. 8. 9. 10.

PNPoldat| o | 01| 02| 03| 04 05 06 O0F 08 09 10
(mL)

A+B (1:2) 3 29| 28| 2,7/ 26/, 29 24 28 2P 21 P

mL

Az elkészitett oldatokat=400 nm-nél fotometraljuk, vak oldatként a 0. szamatat
hasznaljuk. A kapott abszorbancia értékeket beBi ionok (nmol-ban) mennyiségének
flggvényében abrézoljuk. Az enzimaktiviths mérésekan a kapott kalibracios gorbét
alkalmazzuk.

Az extrahalt enzimoldatok aktivitasanak meghatarozga:

Az enzimaktivitas mérés soran feliratozott kémc&beel00ul szubsztaroldatot és 880,
ill. 860ul,A” puffert mériink be. Ezt kovéen 37°C-os vizfurdbe helyezzik a kémcsoveket,
majd 5 perces éinkubalas utan 20, ill. 40l enzimoldat-részlettel 30 masodpercestadtam
elteltével elinditjuk a reakciot. Az 5 perces raéakdd elteltével 2mL ,B” puffer
hozzdadaséaval ledllitjuk a reakciot, szintén 30au@srces kulonbséggel. Az keletkezett
oldatokat 400nm-nél fotometraljuk és megallapitjk felszabadult p-nitrofenolat

mennyiséget. Kiszamitjuk a reakciésebességet nerolggységekben.

1. 2. 3. 4, 5.

A

v (nmol/perc)

A jegyzékdnyvben megvalaszolando kérdések:

1. Milyen a fazisarany a gyakorlaton alkalmazotGPBextran rendszerben?
2. Hogyan tudn& megforditani a fazisaranyt?
3. Melyik fazisban dasul fel a béta-glikozidaz em2i

4. Van-e szukség tovabbi extrakciéra?
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5. Az als0, vagy a fefsfazist extrahalna tovabb?

[1];[2]: A Kisérletek kivitelezésének forrasa: Brandra Lili:Biokémiai gyakorlatok,
6.javitott, Wvitett kiadas,( DE, Természettudomanyi Kar, Biokairilianszék) Debrecen,
2006., 89-90.oldal.
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7.4 Lizozim enzim kinyerése és tisztitasa tojasfehérj@bioncseréb

kromatografia alkalmazésaval

Roviden az ioncserdl kromatoqgrafiarol:

A kromatogréfias eljardsokat gyakran alkalmazzakbiatechnoldgiai termékek
megtisztitdsara a nehezen eltavolithatd molekulakdkar végtisztitasi lepésként is. A
kromatografias mdédszerek diffuzios anyagataddsiatetek, melynek soran az elvalasztando
minta komponensei a rendszer allo- és mozgofakigabtt megoszlanak. Alapja, hogy a
minta komponensei képesek az alléfazissal kiulohbg@rteki és tipusu koélcsbnhatast
kialakitani. Ennek eredményeképpen a mozgofazisladha rendszeren, mig a minta
komponensei eltérideig tartozkodnak az allofazison, attél faga, milyen efsen koddtek
hozza; bizonyos molekulak gyorsabban vagy lassahbtadnak at a rendszeren. A
kromatografias folyamat célja szerint megkulonbtigink preparativ (az elvalasztas fontos)
és analitikai (detektalas Iényegesebb) kromatodfralMozgofazis halmazallapota szerint is

lehet csoportositani a kromatogréfias eljarasokat:

mozgofazis allofazis példa
szilard Gaz-szilard kromatografia
Gazkromatografia gaz (GSC)
(GC) szilard fazison kotot Gaz-folyadék
folyadék kromatogréfia (GLC)
szilard Gélkromatografia (SEC)

Folyadékkromatografia folyadék
(LC) folyadék Folyadék-folyadék
kromatogréafia (LLC)

szilard fazison kotot Folyadék-szilard
folyadék kromatografia (LSC)
Szuperkritikus szuperkritikus
folyadékkromatografia | allapotban Ié¢ szilard Szuperkritikus fluid
(SFC) CO, kromatografia (SFC)

A kromatografias eljarasok csoportositasa
Az ioncseré kromatografia soran a mintdban talalhaté toltéssmilelked molekulak
kolcsbnhatasba |épnek az ellenétes tdltéHofazissal, az ellentétes tbltések egymasra

gyakorolt reverzibilis kdlcsbnhatasa végett. Eztki@matografias eljarast ioncseiil
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segitségeével valositjak meg. Az ioncsgkéblyan szilard halmazallapotd anyagok, melyek
képesek ionokat megkoétni a mintabol és azonossiilte eltéd mindsédi ionokat juttatnak
vissza. Az ioncseréket csoportositani lehet anyagi ié@gik szerint: természetes vagy
szintetikus; vagy szelektivitas szerint: szelekifagy nem szelektiv ioncseé&l Az
ioncserébk ionos csoport jellege alapjan megkulonboztetiatkokcseréit, anioncserét és
amfoter k6zeget. A kationcsedéhegativ toltésekkel, mig az anioncséngozitiv téltésekkel
rendelkezik, tovabba megkilénboztetinkbser(széles pH tartoméanyban ndeg toltott
allapotat) és gyenge kation-/anioncséréGyakran alkalmaznak Q Sepharose Fast Flots (er
anioncserél) és SP Sepharose Fast Flowogekationcserél) allofazisokat, melyek és
ioncseréd csoportokat tartalmazé felilettel rendelkeznekekEa csoportok széles pH
tartomanyom belil képesek megtartani téltéstukegy fabtési kapacitassal rendelkeznek. Q
Sepharose Fast Flow {sr anioncseré) és SP Sepharose Fast Flowégekationcserél)
ioncseréb fazisok nagyon népszamk es széles korben alkalmazziet a kutatasban és az
ipari termelésben egyarant. Az ioncsérél torténs elaciét a pH és a s6 koncentracio
(nbvekw NaCl gardiens) megvaltoztatasaval tudjuk elérat. & teszi lehété, hogy mozgo
fazis anionjai vagy kationjai helyet cserélnek antaiionjaival az alléfazion, tehat leszoritas
torténik. A gyakorlaton CM-Trisacryl ioncseéélgélt hasznalunk. Ez egy szintetikus
ioncseréb matrix, amely akril-kopolimer gombszimmetrikus smséklél all. A polimer
karboxi-metil ioncserél csoporttal rendelkezik, mely megtaladlhaté a polingdmbdk
feliletén és belsejében is. Mivel szinetetikusleréll a mikrobialisés enzimatikus
degradaciénak, ellendll tovabba savnak és lugnakphél-11), 2-30C kozott megrzi
stabilitasat. Kizarasi mérete nagyobb, mint4) a legtdbb fehérje elvalasztasara alkalmas.
Az ioncseré kromatografiat toltéssel rendelkez fehérjék kinyerésére is
felhasznalhatjuk. A fehérje toltése fiigg az izowtmkos pontjatol és a pH-t0l. Az
izoelektromos pont az pH érték, ahol a fehérje mendelkezik toltéssel. Az izoelektromos
pont alatti pH-n pozitiv, afeletti pH-n negativtide van a fehérje molekulanak. A fehérje

toltése a pH bedllitassal valtoztathato.

Lizozim:

A lizozimot 1922-ben Alexander Fleming fedezte felegfazasa soran vette észre,
hogy az orrvaladékat a baktériumokat tartalmazoétatapa csoppentve, feloldotta a
mikrobakat. Az antibakterialis enzimet lizozimnakvezte el. Az enzim a gram-pozitiv
baktériumok pusztulasat idézibelazok sejtfalanak, a murein réteg roncsolasavhlkazetil-

glikoz-amin és N-acetilmuraminsav kozotti glikoadatést bontja. A lizozim megtalalhato
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szamos noéveényi és allati szovetben. Megtalalhatdnydien, nyalban, anyatejben és mas
testvaladékban is. A lizozim volt az @l€nzim, aminek 3D szerkezetét meghataroztak.
Tyuktojasbol (az 6sszfehérje 8-10%-a) konnyen ésdolkinyerhet, valamit genetikailag
modositott mikrobakkal termeltetléetélelmiszeradalékként is hasznaljak. Molekulattéeneg
kicsi (M=14,6x1G Da), izoelektromos pontja magas (pl=11), ezért ethé&zarasos és
ioncseréd kromatografiaval is kdnnyen kinyerldetMegfeleb kationcserdl és sé gradiens
megvalasztasaval a tobbi tojasfehéfjdonnyen megtisztithatd; a negativ toitéehérjék
nem ko6dnek az Aalléfazishoz, a pozitiv toltek-koztik a lizozim is megkddik az
allofazison. Névekté NaCl koncentraciot alkalmazva a szenryishérjéktl megtisztithato.
Gyakorlat:

A gyakorlat soran tojasfehérjét kromatografalunk -ThNsacryl ioncserél gélt hasznélva.
Meghatarozzuk az eredeti tojasfehérje oldat, valamaz oszloprdl eludlt frakciok
fehérjetartalmat és lizozim aktivitasat. A fehék@encentraciot biuret reakciéval mérjuk, a
lizozim aktivitdst Micrococcus lysodeikticussejtszuszpenzid zavarossag csokkenésével

hatadrozzuk meg.

Felhasznalt anyagok:
- oszlop (4 g CM-Trisacryl, 0,05 M TRIS-HCI puffetratmosva, pH 8,2)

- tojasfehérje oldat: 1 db tojas fehérjéje 5x-mgitva TRIS-HCI pufferrel

- puffer: 0,05 M TRIS-HCI puffer, pH 8,2

- elual6 puffer: 0,05 M TRIS-HCI puffer, pH 8,2, am 0,1M ill. 0,75 M NaCl-t tartalmaz
- sejtszuszpenzidilicrococcus lysodeikticusaktériumsejtek 0,2 g/l szuszpenzidja

- puffer lizozim aktivitas méréshez: 0,05 M foszbaftfer, pH 6,3

- fehérje standard oldat: BSA 10 mg/ml

- Biuret reagens

Felhasznalt eszkdzok:

- pipetta, pipettahegyek kémcsovek, kébatisany
- Givegtolcsér, vatta, ménenger
- fotométer, kivetta
Feladat:
TRIS-HCI pufferrel 5x-re higitjuk 1db tojas fehgéé majd az oldatot at8guk vattén,
Uvegtolcsér segitségével. Ez lesz a kiindulasi Eato Az ebkészitett oszlopok 4 g gélt

tartalmaznak, TRIS-HCI pufferrel atmosva. A puffeengedjik a géloszlop tetejéig, majd a
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kupak visszahelyezésével elzarjuk a kifolyd nyil&st koveten 5SmL FO oldatot pipettazunk
az oszlopra, 6vatosan. Ne keverjik fel a toltd@tkordosen vigyuk fel a mintat az oszlopra.
Vigyazzunk, hogy ne fogyjon le a folyadék a tolietaz olddészercserek kdzott sem.
Elkezdjiuk szedni a 3mL-es frakciOkat. Ha az oszhmszivja a mintat, az eluald
pufferrel (TRIS-HCI) mossuk tovabb az oszlopot. £@sen 7 frakciot kell szedni az elual6
puffer cseréje étt. A 7. frakcid utan kovetkéz masodik eluélé pufferrel mossuk tovabb az
oszlopot, tovabbi 5 db 3 ml-es frakciot szedve. Asodik elualoé puffer 0,05 M TRIS-HCI
puffer, pH 8,2, amely 0,1 M NaCl-t tartalmaz. Ezzaennye& fehérjék tavoznak az
oszloprol. A 12. frakcio utan ismét puffercsere éikezik. A harmadik elualo puffer 0,05 M
TRIS-HCI puffer, pH 8,2, amely 0,75 M NaCl-t tartedz. Szedjink ismét 5 db 3 ml-s
frakciot, ezekben fog a lizozim elualédni az osefbp
Lépések: tojasfehérjét 5x-re higitani 0,05 M TRISHipufferrel- 5 ml FO az oszlopra; mosas
0,05 M TRIS-HCI pufferrel (1-7 frakcid) puffercsere: 0,05 M TRIS-HCI puffer, pH 8,2, +
0,1 M NacCl (8-12 frakcié). puffercsere: 0,05 M TRIS-HCI puffer, pH 8,2, + ®,M NaCl
(13-17 frakcio)
Minidig 3mL-es frakciokat szedunk!

Lizozim aktivitas mérése:

Az enzimaktivitAs mérés soraslicrococcus lysodeikticudbaktérium sejtek oldatat
hasznaljuk (0,2 g/l, 0,05 M foszfat pufferben, pl3)6szubsztratként. A lizozim csdkkenti a
baktériumszuszpenzié zavarossagat, ugyanis az ebpintia a baktériumok sejtfaldban
talalhatd mureinréteget. A zavarossag csokkenésemgterrel kovetjik nyomon 450nm-en.
Az baktérium szuszpenziéo zavarossag (A) 0,6-0,86#oxan, a lizozim koncentraciot
higitdssal kell agy beallitani, hogy az abszorbmosibkkenés kb. 0,1 legyen, 1 perc alatt. Vak
oldatként a foszfat puffert hasznaljuk. A kiivettdibal bakétriumszuszpenziét pipettazunk és
megmerjik az abszorbanciajat. Ezt kéeet 1 mL enzimoldat-részletet adunk hozza és
kovetjuk az abszorbancia valtozast 1 percig. A Zilzo aktivitasat az abszorbancia
csokkenéstl szamitjuk ki;
aktivitas =A A450 x higitas

1 U az az aktivitas, ami 1 perc alath1A450 valtozast okoz!Az aktivitas méréshez az
FO oldatot 200x-ra kell higitani, mig a frakciokadx-re. Kivétel a 13-14-es frakciok,
melyekben a lizozim tdményen elualdédik az oszlgpedieket 200 - 400x-ra kell higitani.
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Fehérjekoncentracido mérése:

A frakcidk fehérjetartalmét Biuret reagens segis@f) hatarozzuk meg. A Biuret
probat gyakran alkalmazzak fehérjék kimutatasarBiuket reagensben talalhat6 Cipnok
koordinaciés komplexet képeznek a fehérjék peptiehé@vel. Lugos kozegben ezt az ibolyas
szin kialakulasa jelzi.

A gyakorlat soran BSA oldat (10mg/mL) felhaszn&lat&alibracios gorbét készitlink
a fehérjekoncentracié meghatarozasahoz. Mérjulkedssablazatban talalhaté oldatokat:

Oldatok (ml)
Kémcsovek 1 2 3 4 5 6
Fehérje standard 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
TRIS-HCL puffer 1 0,8 0,6 0,4 0,2
Biuret reagens 4 4 4 4 4 4
Fehérje konc. a méretd
1 ml mintaban (mg/ml)

30 perc elteltével mérjik meg az abszorbanciaj@dt nm-en. A vak oldat csak Biuret
reagenst és TRIS-HCI puffert tartalmaz. A kapotidenényeket abrdzolva megszerkesztjik a
kalibracids egyenest, majd meghatarozzuk az eggksiok fehérjetartalmat.

A frakciokbdl 1-1 mL-t, az FO oldatbol 0,5 mL-t jeipa segitségével kémcsovekbe
meértink, majd 4 mL Biuret reagens adunk hozzajukogszerazzuk alaposan. 30 perc
elteltével 540nm-en mérjik az abszorbancigjukat.

Szamitsuk ki a referenciasor alapjan a frakciol egasfehérje oldat fehérjetartalmat!

Az eredményeket foglaljuk tablazatba, mely tartalmaaaz alabbiakat:

Frakcio Térfogat | Feh. konc.| Ossz feh.| Lizozim Ossz Spec. akt.
(ml) (mg/ml) tart. (mg) | akt. (U/ml) | lizozim (U) | (U/mg)

FO

1

2

stb.

Szamitsuk ki, hogy az oszlopra felvitt 5 ml FO oldahérjetartalmanak és lizozim
aktivitdsdnak hany %-t kaptuk vissza az eludlt didikban. Hogyan valtozott a lizozimra

vonatkoztatott specifikus aktivitas?
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7.5 Elesz tenyészet liofilezése

A fagyasztva szaritas, mas néven liofilezés vagffliialas egy viztelenitési eljaras, mely
leginkdbb tartésitasra szolgal. A viztelenitettaagokon a mikroorganizmusok nem tudnak
elszaporodni (nincs szabad viz, amit felvehetnémsklaz enzimek semikbdnek, igy a
liofilezett anyagok vizmentes allapotban akar shébeérsékleten is évekig megovhatoak a
karosodastol, bomlastol. Emellett a liofilezés sokéevésbé karositja a tartdsitott anyagokat,
mint mas, magasabbéimérsékleten végzett vizelvond6 modszerek. A fagyasatzaritas
altaldban nem jar a szaritott anyag megkeményedésggy zsugorodasaval. Az iz- és
illatanyagok is valtozatlanul megmaradnak, ezérszhaljak a modszert dzeretettel
élelmiszerek tartésitasara is. A liofilezett termiékjyorsan és kbnnyen rehidratalhatéak, mert
a liofilezés sordn mikroszkopikus porusok keletldzrEz kilénésen fontos a gyogyszeripari
alkalmazasokkorFagyasztva szaritast elterjedten alkalmazzak migesozmusok hosszu
tavu fenntartasahoz, taroldsahoz, toraggmények készitéséhez. Az ilyen modon fenntartott

mikroorganizmusok akar tobb évtizedig Miegk életképességiket.

A liofilezés soran a vizes oldatot fagyasztjuk, dnagkuumot hozunk létre a rendszerben. Ha
a vakuum megfelében nagy, a vizmolekulak kozvetlenll a szilard fadisa gaz fazisba
szublimélnak, kiszakadnak a jégkristalybol. Arrélpgy az adott émérséklethez milyen

legyen az alkalmazott vakuum nagysaga a viz faasdimja ad informaciot.
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A viz fazisdiagramja
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Példaul, ha a mintadmérsékletét -20 °C-ra allitjuk, akkor ahhoz, hogyiamolekulak
szublimaljanak legaldbb 1,03 mbar (103 Pa), vagyl edlacsonyabb vakuumot Kkell
alkalmaznunk. Az egyesémérséeklethez minimalisan alkalmazand6 nyomasokaalaabi

tablazat tartalmazza.

°C | =mbar | °C | =mbar | °C | >mbar | °C | >mbar
0 6,11 -20| 1,03 -40| 0,12 -60| 0,011
-1 | 5,62 -21{ 0,94 -41] 0,11 -61| 0,009
-2 | 517 -22 0,85 -42| 0,1 -62| 0,008
-3 | 4,76 -231 0,77 -43| 0,09 -63| 0,007
-4 | 4,37 -241 0,7 -44| 0,08 -64| 0,006
-5 | 4,02 -25/ 0,63 -45| 0,07 -65| 0,0054
-6 | 3,69 -26| 0,57 -46| 0,06 -66| 0,0047
-7 | 3,38 -27/ 0,52 -47| 0,055 | -67| 0,0041
-8 | 3,01 -28| 0,47 -48| 0,05 -68| 0,0035
-9 | 284 -29 0,42 -49| 0,045 -69| 0,003
-10| 2,56 -30| 0,37 -50| 0,04 -70| 0,0026
-111| 2,38 -31| 0,34 -51| 0,035 -71] 0,0023
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-12| 2,17 -32| 0,31 -52| 0,03 -72| 0,0019
-13| 1,98 -33| 0,28 -53| 0,025 -73| 0,0017
-14| 1,81 -34( 0,25 -54( 0,024 -74| 0,0014
-15| 1,65 -35| 0,22 -55| 0,021 -75( 0,0012
-16| 1,51 -36| 0,2 -56| 0,018 -76| 0,001
-17| 1,37 -37 0,18 -57( 0,016 =77
-181 1,25 -38| 0,16 -58| 0,014 -78
-19] 1,14 -39( 0,14 -59| 0,012 -79

A fagyasztva szaritas |épései:

Elokezelés:

A fagyasztés élLti kezeléseket jelenti, amelyek a kdvetidezehetnek a termédt fliggosen:
koncentralas, stabilitAsnovel anyagok hozzaadasa, fajlagos fellletndvednyagok,
krioprotektans oldatok adagolasa. A liofilizalasgattositott tenyészetek szuszpenzidjat
olyan, vizben jol oldodo ugynevezett krioprotekdiyagokkal vald kiegészités, melyek az
alkalmazott eljaras alkalmaval «&dhatast biztositanak a fagyasztaskor és felengedéak
élé szervezetek szaméra. Ezek az anyagok jelempolihidroxi vegyuletek, mint példaul
cukrok, polialkoholok és szarmazekai. A sejteknek kaoprotektiv anyaggal valo
O0sszekeverése es #étési folyamat megkezdése kdzott kiegyensulyozomtsikell hagyni,
mely altaldban minimum 15 perc, de 40-50 pg#rctem lehet tbébb. Ez utdbbi esetén a
kriprotektiv anyag mar toxikus hatast fejthet ki.

Fagyasztas:

Ennek a lépésnek a célja, hogy az anyag a viz Isgona alatti Bmérsékletére legyen
lehitve. A minta gyors fagyasztdsaoeyos a mikroorganizmusok sejtstruktarajdnak
megirzése érdekében. A gyors fagyasztds soran aprdigédiok képsdnek, melyek
kevésbé roncsoljak a sejteket, szemben a lassuada@gkor kémwldé nagymérdt
jégkristalyokkal. Erre alkalmas megoldas lehet lékony nitrogénbe, szaraz jégbe vagy
legalabb -60 °C, -80 °C-os fagyasztoba val6 belzélye

Elsédleges szaritas:

Az elsidleges széaritds soran a nyomas fokozatosan leastkkbany mbar-ra, igy a
szublimacio megkeddlik. A szaritas idejét ugy kell megvalasztani, hé@yulbelul a 95%-a

viznek elszubliméljon az anyagbal.
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Masodlagos szaritas:

A masodlagos széritas célja, hogy a meg nem fagymtholekuldk is elszublimaljanak.
Ebben a szakaszban é&nmérsékletet az aldleges szaritas soran alkalmazottnal magasabb
ertékre kell emelni, akar 0 °C-ra is, ahhoz hogygtdgik a fizikai-kémiai kapcsolat a
vizmolekula és a szaritott anyag kdzott. A nyoradstsonyabb, par pbar értékre kell allitani.

A fagyasztva szaritast ke az anyag viztartalma nagyon alacsony, 1-4 %ikénték.

Gyakorlat menete:

Az éleszd sejtek torzsfenntartasara jol alkalmazhatd eljaabBofilezés. A gyakorlaton
végrehajtandd feladat élslépéseként aSaccharomyces bayanuieszétorzset fel kell
szaporitani folyékony kézegben. A tenyészet egyhatgozott mennyiségét krioprotektans
oldattal ebkezeljik és ALPHA 2-4 LSC tipusu liofilizal6 késgll segitségével hajtjuk végre
a fagyasztva szaritast. A liofilezést ket megvizsgaljuk a mintak életképességét, melyet

decimdlis higitasi sor készitését kdest szilard taptalajra vald szélesztéssel 8Haimk.

Sejttenyészet készitése:
100 ml YM taptalaj készitése egy 500 ml-es Erlerendgymbikban. A taptalaj 6sszetétele:

éleszékivonat 3 g/L, malatakivonat 3 g/L, pepton 5 g/kexttéz 10 g/L. A taptalaj sterilezése
utén oltsuk le steril kdrilmények k6zott egy kadspgccharomyces bayanakeszét. Kb 20-

24 Ora alatt a tenyészet elszaporodik 28 °C-onr@f0razatas mellett.

Eszk6zok, oldatok ékészitése:

* Aliofilizal6 Gvegek sterilezésedtegsteriledben 160 °C-on.

» Liofilizalé kupakok sterilezése certoklavban 121:6€1,1 bar tulnyomason.

» Kriioprotektans oldatok készitése. Sovany tejp®o3is, natrium-glutamat 30%-o0s és
trehaléz 30%-0s oldatat 1:1:1 aranyban, vagykéiiziulik 1:1 aranyban elegyiteni.
A sovany tejpor oldatot certoklavban sterilezzikdenatrium-glutamat és a trehal6z
oldatokat siréssel csiramentesitsik.

A liofilezés lépéseinek megirasa a készulékben:

1. lépés: Loading. (Mindig ez az él&pés)
2. lépés: Freezing. 1,5 6ra, -20 °C, Vacuum: -, Sgbedygsure: -, dT: -
3. |épés: Freezing. 4 ora, -20 °C, Vacuum: -, Safedggure: -, dT: -
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4. lépés: Main Drying. 1 6ra, -20 °C, Vacuum: 0,85 migafety pressure: 1,65 mbar,
dT: off

5. lépés: Main Drying. 3 éra, -20 °C, Vacuum: 0,85 migafety pressure: 1,65 mbar,
dT: off

6. lépés: Main Drying. 1 ora, -15 °C, Vacuum: 1,03 misafety pressure: 1,65 mbar,
dT: off

7. lépés: Main Drying. 3 ora, -15 °C, Vacuum: 1,03 migafety pressure: 1,65 mbar,
dT: off

8. lépés: Main Drying. 1 6ra, -10 °C, Vacuum: 1,03 migafety pressure: 1,65 mbar,
dT: off

9. Iépés. Main Drying. 3 6ra, -10 °C, Vacuum: 1,03 mi&afety pressure: 1,65 mbar,
dT: off

10.1épés: Final Drying. 30 perc, -5 °C, Vacuum: 0,006kar, Safety pressure: 1,65 mbar,
dT: off

11.lépés: Final Drying. 30 perc, 0 °C, Vacuum: 0,00dam Safety pressure: 1,65 mbar,
dT: off

12.1épés: Final Drying. 30 perc, +5 °C, Vacuum: 0,084dar, Safety pressure: 1,65 mbar,
dT: off

13.lépés: Final Drying. 30 perc, +10 °C, Vacuum: 0,0@har, Safety pressure: 1,65
mbar, dT: off

14.1épés: Final Drying. 30 perc, +20 °C, Vacuum: 0,0@har, Safety pressure: 1,65
mbar, dT: off

e A program lementését kowen, inditsuk is el a programot. Figyeljink arragha
liofilizalé teteje megfeldlen legyen rahelyezve a készllékre. Kapcsoljuk be a
vakuumszivattyudkapcsolojat és zarjuk el a készllék jobboldalad krelepeket.

* A liofilizalé Uvegekbe laminaris boksz alatt pigetzunk 250 pl-t a kinétt
tenyészetbl. Ehhez a mennyiséghez adjunk meég 2&dioprotektans oldatot. Par
percig hagyjuk elegyedni.

* Az Uvegek tetejére helyezziik a kupakokat féligatyihelyzetben. A kupak nyilasain

keresztll fog tAvozni a viz.

145



A feliratozott és félig nyitott Uvegeket gyorsanllkéagyasztani, melyet vagy
folyékony nitrogénbe valé6 martasaval vagy a -800%CHit6be valé helyezésével
tudjuk elérni.

A gyors fagyasztast kovin helyezzik be a liofilizaloba az Uvegeket. Ailipélo
talcajanak Bmérséklete ekkor mar legyen -20 °C-os.

Figyeljuk a készlléket, hogy megféleh hajtja e végre a programot.

A program befejezését kovein tekerjik fel a talcat addig, amig az Uvegek
lezarédnak. Ekkor nyithatjuk ki a készllék jobb adéh a két szelepet, majd
kikapcsolhatjuk a vdkuumszivattyut és a liofiliz&észuléket.

Liofilizalt tenyészet életképességének vizsgalata:

Steril korilmények ko6zott megbontjuk a liofilizal& kupakjat.

Steril pipettahegy segitségével friss tApkodzegagaldink a csbe és szuszpendaljuk.
YM taptalajjal megegyer 6sszetétd, de 20 g/L agar-agarral kiegészitett szilard
tapkdzegre 10Ql-t pipettdzunk, majd széleshiottal elteritjik a taptalaj feluletén.

A Petri-csészéket 28 °C-on inkubaljuk 2 napig, maghszamoljuk a kiftt telepeket.

146



8 Irodalomjegyzék

INEL” M tszaki Fejles#t és Szolgaltato Kft: BR92K Laboratoriumi
Blokkfermentor Gépkonyv, Budapest 1997. mércius

Raypa R.ESPINAR, S.L.: Instruction Manual For UsendA Maintenance,
Autoclaves For Sterilization AES-110

CertpClav Sterilizer GmbH: High Pressure-LABORATORYTOCLAVE,
CertoClav EL Instructions,
http://www.google.hu/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&sogreweb&cd=1&ved=0CB
8QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.fiers.be%2Fcms%2 FdowatbdhtmI%3Furl
%3D%2Fcms_files%2FN-246003-
nlFilel.pdf%?26filename%3Dcertoclaaf.pdf&ei=ma8jVadP WauyngJgN&usg=
AFQJCNHZmeVCyxIFRGReft7FjG4BvljuYw&sig2=2shG6kagg@itHIOwrOVX
Q&bvm=bv.89947451,d.d2s&cad=rja015.aprilis 7.]

Dr. Suhajda Egnes: Szakvélemény a Hypo haszndlatard
http://m.cdn.blog.hu/bm/bme-ezk/hipo.d@015.aprilis 7.]

DONAU CHEM: Néatrium-hipoklorit, http://www.donauchem.hu/Products---
Solutions/ProductView.aspx?productld=272015.4prilis 7.]

Poos Tibor: Sterilezés,
http://www.google.hu/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&so@reweb&cd=8&ved=0CG
EQFjAH&url=http%3A%2F%2Fhost.epget.bme.hu%2Fen%2koonent%2Fpho
cadownload%?2Fcategory%2F48-

aev?2 elelmiszeriparitechnologiakesgepei%3Fdown|@&ioP06%3Aaev2 141022
sterilezes pt&ei=46TYVIGOHcHxaoLNgdgJ&usg=AFQ|CNELZfpZoNQsMk
QpfEuY1qgyrJg&bvm=hbv.85464276,d.d2s&cad=2815.aprilis 7.]

Marialigeti Karoly: Bevezetés a prokariotak vilagab
http://elte.prompt.hu/sites/default/files/tananyiggpookariotak/ch04s08.html
[2015.4prilis 7.]

Formaldehid biztonsagi adatlap,
https://www.applichem.com/fileadmin/datenblaett€@4®1 hu HU.pdf
[2015.aprilis 7.]

147



Jonas A, Fekete E Flipphi M, Sandor E, Jager Sklolnar AP, Szentirmai A,
Karaffa L (2014): Extra- and intracellular lactose cataboligm Penicillium
chrysogenumphylogenetic and expression analysis of the petgtermease and
hydrolase gene3heJournal of Antibiotic§7: 489-497.

148



Vazlat laboratériumi jegyzékonyv elkészitéséhez

A laboratoriumban elsédlegesen legyen fontos a jeg§konyv gondos és
pontos kezelése ugy, hogy forrasként a jegyidnyvet hasznalva a
Kisérletet, a jegydkonyv készibje, vagy mas szemely meg tudja ismeételni.

A gyakorlati jegydkonyv a gyakorlat soran elvégzett munka leirasébltaazza, ked
részletességgel. Ha a gyakorlaton a jégymyv készibje részt vett, akkor azt a
jegyzokonyvvel tandsitja, ezért rendkivil fontos dokuroemt A laboratériumi
jegyzokonyvnek rendszerezettnek, és &ell részletesnek kell lennie. A formai
kovetelmények, amelyek itt szerepelnek, alafpmet megfelelnek azoknak, amelyeket az
oktatasi, ipari, Uzleti és allami laboratériumokaimaznak.

Név: Datum: év, hénap, nap
Szak:
Evf.:

A gyakorlat cime

1. Bevezetés
A bevezetés a jegykonyv el$ dsszeflg§ szbveget tartalmazd részegyseége.
Roéviden tartalmaznia kell a gyakorlat soran elvégel feladatok, mérések
elméleti hatterét. Az elvégezentkladat rovid leirasat.

2. Felhasznalt anyagok és eszkdzok
A jegyzokonyv ezen része az elvégezéridladat sorén alkalmazott anyagok és
eszkdzok felsoroldsat hivatott tartalmazni. Lébkéy szerint feladatonként
csoportositva.

3. A gyakorlat menete
A jegyzokdnyv 3. pontjaba az elvégzett munkat, annak té&mddolyamatat kell
dokumentalni, érthétkdvethed logikai sorrendben [megfetierészletességgel].
Kiemelve a gyakorlati feladatok kritikus pontjaik.feladat jellegétl figgéen,
rajzokkal ellatni a jegydkonyv ezen részét (pl. mikroszkopos vizsgalatokésse
a latott sejtalakokat).

4. Kisérleti eredmények
Ebben a pontban kell a kapott eredményeket felpyyeAz esetleges
szamolasokat elvégezni, valamint megfeletagyarazatot irni a szamolasok,
megfigyelések mellé, amennyiben szikséges.

5. Diszkusszio
Mas szoval, dsszefoglalas, levont kévetkeztetésskapnzése. Ebben a pontban
kell feljegyezni, hogy a kisérlet sikeresen tetiesie kerilt-e. Dokumentalni
kell, hogy az esetlegesen elkdvetett hibaknak, ak@yati leirastol eltér
kordlmények, milyen kdvetkezményei voltak a kisékienenetelére és a kapott
eredményekre.
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