Vegyipari és biomérmoki miveletek

Il. Biomérnoki mdlveletek

1. Bevezetés

A vegyipari mlveletek attekintése utan foglalkozzunk a biomérndki mlveletekkel. A bio-
I6giai vagy biotechnoldgiai iparban az eddig targyalt mdveleteken tul specialis, az él6 anyag jel-
legzetességégeinek megfelel6 mliveleteket alkalmaznak, ezek rovid attekintését adja ez a tana-
nyagreész.

Mi is egyaltalan ez biotechnologiai ipar? Kezdjik a biotechnolégiaval. A tudomanyos defini-
cid szerint a biotechnologia a természettudomanyok és a miiszaki tudomanyok integralasat jelenti,
annak érdekében, hogy organizmusokat, sejteket, vagy azok részeit, illetve molekula analégjait al-
kalmazzuk a termelésben vagy szolgaltatasban.

Mit jelent az, hogy organizmusokat, sejteket, vagy azok részeit hasznélja?

Ez az iparag jellemz6en mikroorganizmusokat, vagy allati és névényi szervezetek elktlonitett
sejtjeit szaporitja el, és ezek anyagcseréjét hasznélja fel a kivant folyamatok végrehajtasara. A sej-
tek részei alatt legtdbbszor enzimeket, a sejtekben képz6d6 fehérjéket ertlink, amelyek a sejtek nél-
kil is képesek kémiai atalakitasok végrehajtasara.

Mik ezek termékek? Hol talalkozunk veliik a mindennapi életben?

- a konyhaban: élelmiszerek (kenyér, tejtermékek, savanylsag, szeszes italok, ételizesitok)

- a flrd6szobaban (mosoporok, lefolyotisztitd)

- a gyogyszeres fidkban (antibiotikumok, fogamzasgatlok, inzulin).

Hogyan all 6ssze egy ilyen mikrobiolégiai technoldgia? Milyen Iépésekbdl all?

Torzsnemesités. Els6ként a megfeleld tulajdonsagu sejttenyészetet kell megkeresni (a terme-
szetben), vagy létrehozni (géntechnoldgiai Uton). Ezeket torzsgy(jteményekben, génbankokban tar-
tositva taroljak, hogy a kés6bbiekben barmikor el6 lehessen venni a meghatarozott genetikai tulaj-
donsagu tozseket.

Inokulumkészites. A tdrzsbankbdl kiadott ampullanyi/kémcsonyi tenyészetet tobb 1épcsben
elszaporitjak, létrehoznak egy oltotenyészetet, amivel a termeld fermentaciot inditjak.

Taptalajkészités. A sejtek az esetek tulnyomo tébbsegében folyadékban lebegve fejlédnek
(szubmerz tenyészet). Ez a folyadék a tapoldat, amely minden olyan szerves és szervetlen anyagot
tartalmaz, amire a tenyészetnek sziiksége van az anyagcserejehez.

Sterilezés. A bioldgiai folyamatok soréan feltétel az, hogy csak az altalunk bevitt sejtek (mik-
roorganizmusok vagy emlds sejtek) legyenek a reaktorban, idegen térzsek ne zavarjak a folyamatot.
A természetes kdrnyezetben minden (a levegd, a viz, a szilard anyagok) rengeteg mikroorganizmust
hordoz, ami befert6zheti, tonkreteheti a technologiat. Ennek érdekében a beoltas el6tt mind a
készuléket, mind a tdpoldatot (vagy a kett6t egydtt) sterilezik, azaz elpusztitjak a benne 1évd dsszes
él6 sejtet. A sterilitast a technologia soran is meg kell 6rizni, olyan zartsagot kell biztositani, hogy a
koérnyezetbdl ne juthassanak be a mikrobak, sét a reaktorbdl se juthassanak ki a kulvilagba.

A gyartashoz szukseéges a megfeleld specidlis bioreaktorok megtervezése, megépitése és
Uzemeltetése.

A reaktorokban hajtjuk végre a technologiai folyamatot, amely egyszer(ibb esetben egy
enzimes reakcio, sszetettebb esetben fermentacio (sejtek szaporitasa, illetve termékképzése).

A sejtek légzéséhez szilkséges oxigént foyamatosan biztositani kell a tapoldatban, ennek
bevitele a levegdztetés mivelete.
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A bioldgiai folyamat végén a lében mér ott van az elvart mennyiségli termék, ezt egy mive-
letsorral ki kell nyerni a bonyolult 6sszetétel(i fermentlébdl. Ezek a feldolgozasi mlveletek mar ha-
sonloak a vegyészmérnoki szakma mdveleteihez, csak a bioldgiai anyagok specidlis tulajdonsagai,
érzékenysége miatt targyaljuk kalon.

A bemutatott technoldgiai 1épéssort két szakaszra szokték osztani. Az els6 szakasz az indulas-
tol a termékkepzés befejezeseig tart, ekkor kertil sor a fermentacio ,,vagasara”, azaz a levet kiveze-
tik a fermentorbdl és feldolgozasra (= masodik szakasz) tovabbitjak. A két szakasz megnevezésére
az angol szakirodalom kifejezéseit hasznajuk, mert jelentésiik magyar nyelven nehezen adhato visz-
sza.

upstream processing |  downstream processing
A kettd kozotti hatar az a pont, amikor a tenyésztésnek vége van, a megtermelt hatéanyag

koncentracidja mar nem ng tovabb. Ekkor a kész fermentlevet feldolgozzak, a kivant anyagot a ki-
vant tisztasagban kinyerik bel6le. A két szakaszban mas-mas miveleteket alkalmaznak:

upstream processing downstream
processing
Tbrzsnemesités sz(irés
Inokulumkészités centrifugalas
Taptalajkészités sejtfeltaras
Sterilezés extrakcio
Enzimreakcid adszorbcio
Mikrobaszaporitas membransz(rés
Termekkeépzeés csapadekkeépzeés
Bioreaktorok Kristalyositas
LevegOztetes kromatografia

Az el6adasok soran kulénbozd reszletességgel targyaljuk az egyes felsorolt miiveleteket.
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2. A biologiai rendszerek kinetikaja

A kinetika a folyamatok id6beli lefolydsat, azaz sebességet leird tudomany, a fizikaban a
testek mozgasaval foglalkozd teriletet hivjak igy. A kémidban reakciokinetikanak hivjak azt a
résztudomanyt, amely a kémiai atalakulasok sebességével (az anyagok létrejottének, illetve
fogyasanak sebességével) foglalkozik. A bioldgiai rendszerek kinetikai torvényszerlségei a kémiai
reakciokinetikara tdmaszkodnak, de attél nagyon sok esetben eltérnek. Ebben a fejezetben az
enzimkinetikat, a mikrobak novekedésének Kinetikajat és a termékképzdOdési kinetikat, valamint
folytonos fermentacids rendszerek Kinetikai torvényszer(iségeit targyaljuk. Az enzimkinetika
targyalasa a tiszta enzim reakcidjara korlatozdodik, amely gyakran nagyon tavol all pl. az egész sejt,
vagy a fermentécid kinetikajatol, amely szdmtalan egymast kdvet6 és elagazo enzimes reakcioutbol
tevOdik Ossze. Az enzimreakcidk kinetikajanak ismerete hasznos a névényi és allati szerveket és
szOveteket feldolgozd iparoknal (gyogyszer, élelmiszer), a fermentacids iparoknal és a bioldgiai
konnydiparoknal is.

2.1 Az enzimreakci6 kinetikaja

El6 szervezetekben a reakciokat enzimek katali-
zaljak. A katalizatorok azaltal gyorsitjak meg az adott
kémiai reakciot, hogy csokkentik a folyamat megin-
dulasat akadalyozé aktivalasi energia nagysagat. Erre
a biokatalizisre azért van szlkség, mivel a legtobb re-
akcio az él6 szervezet altal biztositott koriilmények
k0zott nem, vagy csak igen lassan menne végbe. (pl.a | [
szachardz savanyl kozegben gyorsan hidrolizalédik, _— =
de a reakcié pH=6-8 kozott - ami az é16 rendszerekre | @ — o~
jellemz6 érték - gyakorlatilag nem megy végbe). Az Rk pt.;grmr“-"‘“"--i -
enzimes reakciok jellemz6it az alabbi pontokban fog- e : }_.-.mu
lalhatjuk Ossze:
- Az enzimek csak termodinamikailag lehetséges, szabadenergia csdkkenéssel jarod reakciokat

katalizalnak.

- az atalakitott molekuldk szdméhoz képest elenyész6 mennyiségben is hatékony (katalitikus
mennyiseq)

- Az enzimek a reakciok egyensulyi allapotat nem valtoztatjdk meg, csak ennek az egyensulyi
allapotnak elérését siettetik.

- Az enzimek fehérje természete teszi lehetévé a specifikus aktiv centrumok kialakulasat és eb-
bol kdvetkezik a pH- és hémérséklet érzékenyseég, ill. optimum is.

- Az enzim rekciospecifikus katalizator (csak egyféle biokémiai reakcidt katalizal, pl. csak hid-
rolizal, vagy oxidal, vagy peptidkotést hoz létre)

Enzyme kwts
acivvalion
gy By
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f
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Alapfogalmak:

Szubsztrat (S): a reakcidban atalakulé molekula.
Termék (P): a reakcioban keletkez6 molekula.
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Koenzim: olyan reakciopartner molekula, amely
egyes enzimes reakciohoz nélkilozhetetlen, és en-
nek soran maga is atalakul. Nem Kkatalizator, ezért
helyesebb koszubsztratnak nevezni. A reakciéhoz
sztochiometrikus mennyiségben kell jelen lennie,
vagy folyamatosan regeneralni kell.

Kotbhely, aktiv centrum: az enzim fellletének az
a része, ahol a szubsztrat megkotédik, illetve atala-
kul.

Reakcidsebesség: az idGegyseg alatt atalakitott
anyag mennyisége (mértékegysége pl.: umol/perc).

Enzyme-substrate
complex

A reakcid altalanos leirasa:

E+S - EP - E+P

pyruvate

kinase

Az enzimet alkot6 bonyolult fehérjemolekula | |

aminosavsorrendje és térbeli szerkezete revén
olyan molekulafeliilet jon létre, amely alakja és toltésmintazata miatt mas molekulak (szubsztrat,
koenzim) megkdotésére képes (kotGhely, aktiv centrum). Az itt megkdt6dd szubsztrat molekula at-
alakul, és termék forméjaban tavozik a feluletr6l. A megkdtédés az aktiv centrumon szelektiv: csak
egy bizonyos molekula vagy bizonyos tipust molekuldk kétédnek (specifitds). A specifitas szintjei:
szubsztratspecifitas: az adott enzim csak egyfajta molekula megkotésére (atalakitasara) képes, mas
hasonlokkal nem, mashogy vagy csak elenyész6 mertékben 1ép kdlcsdnhatasba.
csoportspecifitas: az enzim a szubsztrat molekulanak csak bizonyos csoportjat ,,ismeri fel”, fugget-
lendl a molekula tobbi részétél. (Pl. az észter-hidrolazok az észterkotest bontjak fel, a sav és az
alkohol szeénlanchossza kevéssé befolyésolja a reakciot.)
sztereospecifitas: egy adott molekula sztereoizomerjei kozil csak az egyik kotodik az aktiv centru-
mon. (Peldaul az €l szervezetek csak a D-glikozt hasznositjék, a tobbi cukrot nem).

2.1.1. Az enzimreakcio sebességét befolyasolo tenyez6k
Az enzimreakcidkat a kovetkezd tényezOk befolyasoljak: pH, hémerséklet, szubsztrat-, en-

zim- és a kilénbozd inhibitor vegylletek koncentracidja. Ha az enzimreakciok kinetikajat akarjuk
targyalni, akkor ezen tenyez6k hatasat kell matematikailag megfogalmaznunk.

v=f(H, T,ESI) ahol : v = reakciosebesség
T = hémérséklet
pH = kémhatas
S = szubsztratkoncentracio
E = enzimkoncentracio
| = inhibitor (gatléanyag) koncentracidja
Homeérsékletfiigges: Mint altalaban a kémiai reak- A /" Arrhenius:

cioknal, gy az enzimek altal katalizalt reakcioknal —,
is a hémérséklet novelésével - az Arrhenius 6ssze-
figgésnek megfeleléen - n6 a reakcid sebessege.
(3. dbra). Az enzimek azonban fehérjéek, amelyek

nagyobb hémersékleten fokozatosan denaturaldod- hdenaturalédas

nak, igy az enzimes reakciokra az jellemz6, hogya | ___-- -

homérseéklet ndvelése egy tartomanyban a reakcio-
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sebesség novekedését, egy ponton tdl azonban annak gyors csokkenését eredményezi. Ha tehat az
enzimes reakcid sebessegét és a hémeérseklet kapcsolatat abrazoljuk, akkor a ket hatas ered6jeként
egy hémérseklet-optimumot észlellink. Ez az optimum els6sorban az enzim természetétél, de kisebb
mértekben a kisérleti korilményektol is fligg (pH, ionerdsség, stb).

Kémhatas: Az enzimek hatasa jelent6sen fiigg a

kozeg pH-jatol. Széls6séges pH-nal (erdsen savas =tEs OpUel
vagy lagos kozegben) az enzimfehérje denaturalo- " ; R
dik, esetleg ki is csapddik, azaz nincs reakci6. Ha a p /
reakcio sebességét a pH fliggvényeben abrazoljuk, 7

3

akkor egy maximumos gorbét kapunk. A gorbe
maximumat az illet6 enzim pH-optimumanak e 5
nevezzilk. Az egyes enzimek pH-optimuma — 7 bazmusﬂ?p
kilénb6z6. Néha egeészen éles az optimum, az
enzim hatdsa csak egy szlk pH tartoméanyra
korlatozodik, ennél kissé savasabb vagy lugosabb kdzegben az enzim inaktiv. Mas enzimeknéel
viszont széles pH-optimumot talalunk, az enzim hatasa kevésbhé fligg a pH-tdl és az aktiv tartomany
szélesebb.

A kilénb6z6 enzimek optimuma az evolucio soran alkalmazkodott a mikodési korilményekhez:

/ széles tar;?mény___

Optimal temperature for Optimal temperature for some
most human enzymes TS thermophilic bacterial enzymes

/

Rate of Reaction

0 10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100

Temperature (°C)

Dplimal pH for pepsin Optimal pH for trypsin
{a stomach Ernzyrne} {an ntesmy\

pH

Rate of Reaction

10

2.1.1.1. A szubsztrat koncentracié hatasa

Az enzimek altal katalizalt reakciok Kkinetikajat - pontosabban a szubsztratkoncentracié hata-
sat a reakcid sebességre - el6szor Leonor Michaelis és Maud Menten értelmezte és magyarazta kie-
legitéen, még 1913-ban. Abbol indultak ki, hogy az enzim a szubsztrattal (S) egy intermedier
komplexet képez. Ez az enzim-szubsztrat komplex (ES) alakul &t azutan a reakcio végtermékévé
(P), mikozben az enzim (E) regeneralodik.
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A reakcio felirasanal feltételeztiik, hogy a masodik lepés irreverzibilis. Feltételezziik tovabba
azt, hogy a rendszerben a teljes enzimkoncentracié (mennyiség) allandoé, azaz:

(E) = (E) + (ES) (2)

ahol (E¢) = ateljes enzimkoncentracio
(E) =aszabad allapotban levd enzim koncentracidja
(ES) = az (ES) komplexben levd enzim koncentrécidja.
(Ezutan a zarojelbe tett jelolesek minden esetben kondentraciot jelentenek.)

A fenti (I)-es sztdchiometriai egyenletben szerepld tagokra fel lehet irni négy kinetikai diffe-
rencialegyenletet, amelyekkel leirhatd P, ES és S valtozasa az id6ben. Az egyenletek egzakt megol-
dasa csak szamitogéppel végezhet6 el, igy Michaelis és Menten 1913-ban csak egyszerdisit6 feltéte-
lek bevezetésével tudtak megoldani. A levezetés mell6zésével a végsé dsszefliggeés:

, = ks TE(S)

3
Ky * (S) ©)
Ahol v — reakciosebesség
k2 — reakciosebességi allando
Km  —Michaelis-Menten allandd, = k+1/k-1

Vizsgéljuk meg (3) egyenletet. Tételezziik fel, hogy (S) >> K .. . Ekkor a nevezdében Km-et
elhanyagolhatjuk és igy:

V=k2 [(E)zvmax ((S) >> Km) (4)

mas szavakkal: nagy szubsztratkoncentracié esetén az enzim teljes mennyisége az (ES)-
komplexben talalhato, igy a reakcidsebesség maximalis, és a rendszer O-rend( kinetikaval jelle-
mezhetd (mivel v nem fligg S-t6l). A vmax bevezetésével a (3) egyenlet atirhato

—_ Vmax (S)
V= 5)
Kn *+(S)
formaba.

Vmax 7 ; =7 7
Ha (S) = Km akkor V = T azaz Km azzal a szubsztratkoncentracioval egyenld,
’ Vmax .z p: / . P - ezl
amelynél 2 reakciosebesseget mérhetiink. Ez egyben lehet6séget ad a Km numerikus értéké-

nek meghatarozasara.
S nagyon Kis értékénél, amikor S<< Km, a nevezében (S) elhanyagolhatd, és ekkor:

v:VK&D(SF k'mS)  [(9)<<K,] (6)
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Ez azt jelenti, hogy Kis szubsztratkoncentracional a reakcidsebesség egyenesen aranyos a
szubsztratkoncentracidval, mas szavakkal a reakcié az els6rend(i kinetikai torvényszer(iséget koveti.
A nagy koncentraciok tartomanyaban, ahol Kn valik elhanyagolhatova az (S) értékek mellett, a re-
akciosebesség mar alig ndvekszik. Azt a reakciot, amelynek sebessége nem fugg a kiindulasi anyag
koncentracidjatol, nulladrendd reakcionak nevezik. (Magyarazat: els6rendd reakcional a sebesség a
koncentracio elsé hatvanyatol fiigg (S* = S, lineéris fiiggés), nulladrend(inél a koncentracio nulladik
hatvanyatdl (S° = 1, nincs valtozas).) Az enzimes reakciok mindkett6t egyesitik a kiillonbéz6 kon-
centracio tartomanyokban. A Michaelis-Menten egyenlet (5), egy derékszdgi hiperbola egyenlete,
amelynek aszimptotaja a vmax érték. Az elmondottakat foglalja 6ssze a 6. abra.

Telitési tartomdny
O-rendii kinetika

6. dbra Az enzimreakci 6 sebességének fliggése a szubsztrat koncentr aci6tol

A Kisérleti adatok illesztése a gorbéhez kissé korulményes. A gorbe aszimptotdjanak

max

(Vmax) meghatérozasa grafikusan nehéz és pontatlan, igy -b0l szerkesztett Km értéke

is bizonytalan. Numerikus modszerekkel szamolhatunk hiperbolikus regressziét, de szamitogép
hasznélata nélkul is megkaphatjuk a paramétereket, ha egyszer( atrendezéssel linerizaljuk az
egyenletet. Lineweaver-Burk peldaul a valtozdok reciprokat vette, ekkor a hiperbola egyenlete
egyenessé valik. A (5) egyenlet inverze:

K. 1 1
X +
Vi (S) V

(7)

1_
v max

alaku, amely egy egyenes egyenlete, ha a valtozokat 1/v illetve I/S alakban értelmezziik.

Az egyenes iranytangensének és a tengelymetszetek jelentése a 7. adbran lathatd, valamint az
is, hogy az egyenlet allandoit (Vmax és Km ) milyen egyszer(ien és pontosan lehet ilyen modon
meghatarozni.
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7. dbra Az enzimreakciO sebessegenek fliggése a szubsztrat koncentraciotdl (Lineweaver-Burk
abrazolas)

Az enzimkoncentracio hatasat a reakcidsebességre a (3) egyenlet és implicite a (5) egyenlet is

megadja. Lathatd, hogy az enzimkoncentracio ndvelésével linearisan no a reakcidsebesség, és — mi-
vel n6 az (ES)-komplex mennyisége — ardnyosan n6 a Vmax is (8. abra). De amint az &bran is lathato,

a Km értéke nem valtozik.

V L

V=K E oy
Vo
7=
b [
S Ey, E, Eos E,

8. dbra Az enzimes reakciO sebessegenek fliggése az enzim- és a szubsztr atkoncentraciotol

Km

{5}

Biomérndki miiveletek

Ez azt jelenti, hogy a Km valddi allan-
do es barmely enzimkoncentracional
meghatarozhatd. A 9. abran tlntettik
fel a kilonbdz6 enzimmennyiségeknél
mért reakcidsebességi ertékeket a
konnyen kezelhet6 és szemleletes Li-
neweaver-Burk abrazolasban.

9. abra Az enzimes reakciO sebességé-
nek fliggése az enzim- és a szubsztr at-
koncentraciotdl (Lineweaver-Burk ab-
razolas)
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Az elmondottakbdl kdvetkezik, hogy ha nagy szubsztratkoncentracional mérjik a reakciosebessé-
get, akkor a mért reakciosebesség (Vmax) aranyos lesz az enzimkoncentracioval:

v=V__ =Kk, (E), (ha S nagy) (8)

és az ardnyossagi tényezd k+2. A fenti egyenlet ill. a 8. &bra az alapja minden enzimaktivitas (en-
zim-koncentracid) meghatarozasnak.

2.1.1.2 Enzim inhibicios kinetika

Inhibitornak nevezziik azt az anyagot, amely egy enzim mdkddését akadalyozza, tehat a reak-
cidsebességet csokkenti. Az inhibitorok hatasmechanizmusa eltéré lehet. Egyes vegylletek, inhibi-
torok (1) hatarozott affinitassal rendelkeznek bizonyos enzimek aktiv centruméhoz. Az ilyen mole-
kulak szerkezetileg nagyon hasonlitanak a szubsztrathoz (S) és igy a kérdéses enzim aktiv centru-
méahoz kapcsolddhatnak, enzim-inhibitor komplexet hozva létre.

Ezt a vegyuletcsoportot kompetitiv inhibitor-
nak nevezzilk, mivel az | és S verseng egy-

— nem kompetitiv inhibitor massal az enzim aktiv centrumahoz torténé
g o kapcsolodasban. Az S ill. az | kapcsolddasa
/- — kompetitiv inhibitor vagylagos természet(i. Kompetitiv inhibici6-

) { nél az enzim komplexet vagy S-el, vagy I-vel
\ﬁ 2 képez. A kett6 egyideji kapcsolodasa kizart.
Ez jol szemlélteti a versengést, azaz a kompe-
titiv inhibiciot Az inhibicios vegyuletek masik
csoportja, a nem kompetitiv inhibitorok hatas-
mechanizmusa ett6l eltér6. Az inhibitor nem
csak a szabad enzimmel, hanem az ES komp-
lexszel is képes kombinalddni, ESI harmas
komplexet hozva létre.

Az elsd esetben az EI kapcsolat lehetetlenné teszi a szubsztrat molekula kot6dését az enzim
aktiv centrumaba, a méasodik esetben az ESI komplexbdl, a sztérikus gatlas kovetkeztében, a termék
nem tud kiszabadulni.A kdvetkez6kben egy egyszer(i modellt mutatunk be, amely a kilonb6z6 me-
chanizmusu inhibitorok kinetikai targyalasat lehetové teszi. Az 6sszefliggések levezetéséhez az
alabbi egyenletekbdl induljunk Ki:

Ot -

E+S ESOM L P+E
Mt ©)
08 O

E+l |
slan (10)
i ,

E+l | EIOM_OQ+E
e Q (1)

A (9) formula azonos a Michaelis-Menten kiindulasi egyenlettel. A (10) és (11) egyenlet
szerint az | az enzimhez reverzibilisen kapcsolédhat. Ha k)2 =0, akkor az | az enzim valédi (angol

szakkifejezéssel: dead end) inhibitora. Ha viszont k)2 #0, azaz | is atalakul, akkor ez a molekula az
enzim alternativ szubsztratja, amely a reakcidé soran egy masik, Q terméket (alternativ termek)
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eredményez. Jelenléte ezesetben is lassitja az alapreakciot, mivel az enzimek véletlenszer(ien
talalkoznak a kétfele szubsztrattal, és ,,idejik” egy részét a ,,masik” reakcid katalizisével ,,toltik”.
Ezek az &ltalanos egyenletek az alapjai az alternativ szubsztrat, és a kompetitiv inhibicios
kinetikai levezetéseknek. Ez utdbbiak targyalasahoz a Km-hez hasonléan bevezethetjik az
inhibicids allandét, ami valodi inhibitor esetén az E + | — EI folyamat egyensulyi allanddja:

k1
K, = —= 12
o (12)
Ekkor az (5) egyenlet a kovetkez6 alakban irhato fel:
Viax (S)
Vv, = = (13)
[K; + ()0

KnG————0ot (S
o Ki 0O

Hasonlitsuk 0ssze a (5) és a (13) egyenletet. Lathatd, hogy az inhibitor jelenlétében mérhetd
reakcio sebesség (vi) az inhibitor nélkil mérhetd sebességi egyenlettdl csak abban kiilonbozik, hogy

OK. + (1)0
a Km mellett van a Wgszorzétényezé. Ha | = 0, akkor a tort értéke egy, vi = v, azaz
i
0K, + (1)0O
nincs inhibicid. Az is vilagos, hogy ha S >> Kn, WE akkor a nevezGben ez utébbi az S
i

mellett elhanyagolhato és igy | jelenlétében is Vimax reakcio sebességet mérink. A (13) egyenlet
tehat megadja a kompetitiv reakcidsebességet (1) az (S) fuggvényében. Novelve az I-koncentracidt,
a Vmax /2-h0z tartozé tengelymetszet értéke ndvekszik (11. &bra).

vill v &
L e
=0
~
™~
Veor L A \J’
E | : |
l I
I |
I : i
|
T
1 I |
I : |
|
L
‘ b !
Ki+ I S
Km{ "KJ )

11. &bra Kompetitiv inhibicios gorbék
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A linearizalashoz a reciprok egyenlet a kovetkez6képpen alakul:

(K, +(1)0
1 "3 K g1 .1
i Ut (14)
\/i Vmax (S) Vmax

A Lineweaver-Burk abrazolasban, az (I) novelésével n6 az egyenes iranytangense, mikézben az 1/v
tengelymetszet azonos marad (Vmaex = konstans), de a 1/S tengelymetszet valtozik, egyre kdzelebb
kerul az origéhoz (12. abra).

s i .
¥ UI

pA—— n
- =3
Ky (B2
m( K;

12. dbra A kompetitiv inhibicio kinetikaja Lineweaver-Burk abrazolasban

Nagyon sok gyogyszer hatasa alapul a kompetitiv inhibicion. Ezek a gyogyszerek az €10 sej-
tekben el6forduld egyes természetes molekuldkhoz hasonlé szerkezetiiek, hasonlitanak egy enzim
szubsztratjahoz, és az enzim aktiv centrumahoz kapcsolodva lefékezhetnek egyes biokémiai folya-
matokat. llyen szerkezeti analogok pl. a kdvetkez6 gyogyszerek:

NHa N oo HooH
H_C __.C....NH H"C —— C-NH;
i-'l ! : | I
COOH S0, NHR N H
p-aminobenzoesav  szulfonamid alanin cikloszerin
(PABS)
(metabolit) (gyogyszer) (metabolit) (gyogyszer)

A szulfonamid és a cikloszerin gyogyszerekhez hasonlé szerkezetli PABS és alanin létfontos-
sagu koztitermékei egy-egy patogen, korokozd mikroorganizmus anyagcseréjének. Ha a gyogysze-
rek jelen vannak, azok kompeticios hatasmechanizmussal lefékezik (vagy teljesen meg is allitjak) a
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természetes metabolitot tovabbalakité enzim mdkddését, és ezéltal a mikroorganizmus élettevé-
kenységét. Ennek a kompeticids hatasmechanizmusnak a felismerése a racionalis gydgyszertervezes
alapjat vetette meg. Szamos Uj es hatékony gyogyszer ennek a munkahipotézisnek készonheti meg-
szlletését.

A nem kompetitiv inhibicio esetét targyaljuk (k’=k’’=0), az El és ESI komplex egyarant inak-
tiv (tehat nem eredményez terméket), tehat az | az S valddi inhibitora. Ebben az esetben nincs ver-
sengés az | és S kozott a kapcsolodasban, amit ugy képzelhetiink el, hogy az | és S kapcsolodasi he-
lye mas és maés.

Noncompetitive Inhibition

E+l = EI Enzyme | E+S == ES — E+P
K, e

Inhibiwr\ :

ES+| = ESI

|El+s = ES|
KI I

Az altalanos (5) egyenlet ebben az esetben a kdvetkezd alakba hozhato:

0 K, 0
PO 0

| K +(S)

(15)

v il oy,

{-0
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15. dbra Nem-kompetitiv inhibicié sebességi gorbéi
Lathatd, hogy Km nem valtozik az inhibitor koncentracidval, de Vmax értéke igen; az inhibitor
jelenlétében a zérojeles tényez6 egynél kisebb értékd, csokkenti a maximalis sebességet. Allando |-
koncentracioknal a sebesség adatokat v-S diagramban abrazolva a 15. abran lathato kepet kapjuk.
A reciprok egyenlet felirasa:

_ K, oL, 1

1
V. O K O (S O K O (16)

Hii +(I)Ewmax Hil +(I)%wmax

Ennek abrazolasa lathat6 a 16. diagramon.

Lo L
¥ "

_ /

Km S

16. abra A nem-kompetitiv inhibicio Lineweaver-Burk abrézolasban

Hasonlitsuk 6ssze a nem kompetitiv inhibicios gérbéket a kiilonb6z6 enzimkoncentracioknal
felvett sebességi gorbékkel! A szembet(iné hasonlosagot Ugy értelmezhetjiik, hogy a nem-kompeti-
tiv inhibitorok lenyegében a mikdddékepes enzimek koncentraciojat csokkentik azaltal, hogy az en-
zimhez kapcsolodva azt atmenetileg ,,kivonjak a forgalombdl”.

A nagyszam( nem kompetitiv inhibitor-vegyulet kdzil a magasabb rendd szervezetekre hato
mérgeket emlitjuk meg. Iigy a nehézfémek, pl. a Hg-vegyiiletek mérgez6 hatasukat gy fejtik ki,

hogy valamelyik létfontossagi SH-enzimen a cisztein aminosav -SH csoportjahoz kapcsolddva a
mUkddést gatoljak.

2.2. A mikrobaszaporodas kinetikaja

2.2.1 Mikrobioldgiai 6sszefoglald
2.2.1.1 A mikroorganizmusok tipusai

Az ipari jelent6ségl mikroorganizmusok tipusai a:
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baktériumok és aktinomicetak (sugargombak),
élesztdk és
penészek (fonalas gombék)

—— — - -

A baktériumok gvakori
morfologiai tipusai

>

Saccharomyees  Schizosaccharoninces
ellipsoideus ocrosporus

A baktériumok egysejtti él6lények, nagysaguk altalaban 0,5-5 um. Morfoldgiailag lehetnek
gbmb (kokkusz), palcika (bacillus) vagy csavarodott (spirillum, spiroheta, vibrio) alaktak.

A baktérium jellemzd aszexualis szaporodasmddja a hasadas. A vegetativ sejt tomege névek-
szik, a sejtfal megnyulik a protoplazma ndvekedésének megfeleléen, a DNS allomany
megduplazddik és a megnyult sejt két ellenkezd oldalara polarizalddik. A hossziranyban megnyult
sejt kbzepén fokozatosan valaszfal képzddik és végil a két sejt elvalik. A folyamat alatt az eredeti
sejt ket biologiailag azonos egyed keletkezik. A palcika alaki baktériumok egy csoportjara jellemz6
a spoéraképzés. Illyen szervezetek esetén, ha a sejt kedvezdtlen kortilmények kodzé keril
(tdpanyaghiany, nagy hémérséklet), a citoplazmamembran befliz6désével a citoplazma egy része
fokozatosan elkilondl. Ebbe a részbe koncentralddik a sejt szarazanyaganak jelentds része és az
oroklodési anyag. A folyamat el6rehaladasaval ez a rész teljesen lef(iz6dik és korllétte tobb rétegui
burok alakul ki. A kialakult spéra a vegetativ sejtnél sokkal ellenallobb a kedvezétlen kilsé
behatasokkal szemben. Ha a spora kedvez6 korilmények kozé kerl, ,kicsirazik” és vegetativ sejtté
alakul. A bakteriumspordk képviselik a mikroorganizmusok legellenallobb formait, ezért a
sterilezeshez (teljes csiramentesitéshez) szlikséges kezelés mértékeét ezek szabjak meg. Mig az
penészeknél és alacsonyabb rendld ndvényeknél a spdraképzO6dés a szaporodast szolgalja, a
baktériumok endosporai az egyednek a kedvezotlen korilmények kozotti fennmaradasat biztositjak
(szaporitd képlet « talél6képlet).

Az aktinomicetak atmenetet képeznek a baktériumok és a penészek kozott. Az aktinomicetak
vekony (0,5-1,4 mikron atmérdjii) elagazé fonalak. A prokariota sejtszerkezet, a sejtmag hianya, a
sejtfal 0sszetétele és a kis atméré a baktériumokhoz hasonlé sajatsagok, a fonalas (miceliumos) alak
viszont a penészekhez hasonld tulajdonséag. Ide tartoznak az antibiotikumok gyartasaban jelentés
Septromyces térzsek is.

Az éleszték 5-20 um nagysagu ovalis alaku szervezetek. Sejtfelépitésiik alapjan az eukariota
sejtekhez tartoznak. Jellemz6 szaporodasmodjuk a sarjadas. Ennek soran az élesztésejteken egy Kis
dudorodas képzddik, amely fokozatosan nagyobbodik. A sejtmagallomany megkétszerezdik és
egyik fele az Ujonnan kepzddatt sejtbe (leanysejt) keriil, ez aztan leflizodik és elvalik a kiindulasi
sejttdl (anyasejt).

Aspergillus niger Penicillium glacum
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A penészek 4-20 pm atme-
réjl, elagazé fonalakbdl
allnak. Ezeket a fonalakat
hifaknak nevezik; a hifafo-
nalak egyuittesen alkotjak
miceliumot. A hifafonalak
egyes fajtaknal (Eumyce-
tes) valaszfalakkal (szeptu-
mok) sejtekre tagolodnak,
més fajtdknal (Phycomy-
ces) a valaszfalak hianyoz-
nak és a hifafondl tobb
N sejtmagot tartalmaz. A pe-
} / nészgombéak vegetativ no-

PENICILLIUM

| vekedese a hifavégekben
« ! torténik. Az aszexuélis sza-

l porodast a fajokra jellemzé
' sporaképletekben kialakuld
: ) nagyszamu spora biztosit-

e ASPERGILLUS ja. A gombaknal gyakran
S~ megy végbe szexudlis sza-
porodas is, ennek soran a

18. abra Fontosabb penésztipusok két haploid mag egyesulé-
sével diploid zigota keletke

zik, és ennek redukcios osztodasaval alakulnak ki ismét a haploid sejtek. Egyes gombak eletciklu-

saban az aszexualis és szexualis szaporodasi szakaszok, stadiumok valtakoznak.

RHIZOPUS

2.2.1.2. A mikroorganizmusok fejl6déset, ndvekedését befolyasold tényez6k

A mikroorganizmusok kulénbdz6 tapanyagok és megfelel6 energiaforras felhasznalasaval ké-
pesek névekedni.

Mint minden é16 sejt fejl6déséhez, a mikrobasejtek fejlédéséhez is sziikséges a viz jelenléte.

A gombak fejl6édéséhez a szubsztratumban szikséges minimalis viztartalom 12 %, a baktériu-
mok esetén legaldbb 20%. A fejl6déshez szikséges a makrotapelemek: a szén, oxigén, hidrogén,
nitrogen, kén, foszfor, kalium, kalcium, magnézium és vas jelenléte. Egyes mikroorganizmusok
mikrotapelemeket (mangan, molibdén, cink, réz, kobalt, nikkel, vanadium, bor, klor, natrium és szi-
licium) is igényelnek. A mikrotapelemek altalaban kis koncentracidban szilikségesek és sok esetben
elegendd a tapoldatok készitésére felhasznalt anyagokban szennyez6désként jelenlévé mennyiség.
Egyes mikroorganizmusok tenyesztéséhez vitaminok jelenléte is sziikséges. A mikroorganizmusok
fejlédéséhez szilkséges vitaminokat gyakran ndvekedési faktornak nevezik.

Szénforrasnak nevezzik azt a taptalaj komponenst, amelynek szénatomjait a mikrobak beépi-
tik sajat anyagaikba. A szénforras sokszor azonos az energiaforrassal, peldaul a cukrok lebontasaval
energiat termelnek, ugyanakkor a cukrok szénatomjai épulnek be a sejtek fehérjéibe és egyéb anya-
gaiba. Mas a helyzet a fotoszintetizalé novényeknél, itt az energiaforras a fény, a szénforras pedig a
széndioxid. Az él6lényeket a fejlédésikhdz szikseges szénforras és energiaforras alapjan tobb tap-
lalkozasi tipusra osztjak. Alapvet6 kategdriak az autotrof és heterotrof anyagcsere.

A heterotrdf szervezetek csak szerves szénvegyuleteket tudnak felhasznalni szén- és energia-
forrasként. Ide sorolhatdk az &llati szervezetek, és a lebontd mikroorganizmusok.

Az autotrof szervezetek szénforrasa a COy, szerves vegylleteket nem igényelnek. Ide sorolha-
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tok a fotoszintézist végzd magasabb rend(i ndvények, amelyek fényenergia segitségével alakitjak ki
szerves anyagaikat.

A mikroorganizmusoknal a helyzet bonyolultabb, még egy kategdriat kildnitenek el. Foto-
autotrof szervezeteknek nevezik a fényenergiat hasznosito szervezeteket (kékmoszatok, z6ldalgak),
kemoautotrofoknak az energiat szervetlen redox-reakciokbdl fedez6 organizmusokat (kénbaktériu-
mok, vasbaktériumok).

Az iparban szénforrasként a mikroorganizmusok tenyésztésénél leggyakrabban szénhidratokat
alkalmaznak. A szénhidrat lehet keményitd, vagy lebontasi termékei (glikoz, dextrin), szacharoz,
tiszta allapotban vagy a cukorgyartas melléktermékekent keletkez6 melasz alakjaban, laktéz (tejcu-
kor) és egyes mikrobak esetén pentozok (6t szénatomos cukrok). Bizonyos mikroorganizmusok al-
koholokat, szerves savakat és szénhidrogéneket is képesek szénforrasként felhasznalni.

Nitrogénforrasként szervetlen és szerves vegylletek szerepelnek. Szervetlen nitrogénforras-
ként az ipari méret(l tenyésztésnél olcso, mitrdgya mindségli sokat (ammaonium-nitrat, pétiso) alkal-
maznak. Szerves nitrogénvegyuletként nagyobb mennyiségl fehérjét, vagy hidrolizalt fehérjeket
tartalmazd anyagokat alkalmaznak. Gyakran hasznalnak olajmentesitett szojalisztet, mogyorolisztet
a nitrogénszikseglet fedezésére, valamint a keményitégyartas melléktermékekent keletkez6 ,,kuko-
ricalekvart”. Ez ut6bbi a kukorica savas aztatasanal a szemekbdl kiold6dd anyagokat tartalmazza.

A mikroorganizmusok oxigénigenye elter6. A mikrobak jelent6s része csak a levegd oxigén-
jének felhasznalasaval képes ndvekedni. Ezt aerob anyagcserének nevezik. Az oxigén nélkil is fej-
16d6 mikroorganizmusokat anaeroboknak nevezik. Azok a szervezetek, amelyek csak az oxigeén tel-
jes kizarasaval tenyészthet6k, az obligat anaerobok. Szdmukra az oxigén mérgez6 anyag. A fakulta-
tiv anaerobok mindket tipusu anyagcserére kepesek, oxigen jelenlétében és anélkul is fejlédnek. Jel-
legzetes aerob szervezetek a penészek és az aktinomicetak; a baktériumok kozott aerob, anaerob és
mikroaerofil tipusok is el6fordulnak. Az élesztok aerob és anaerob korilmények kozott is képesek
szaporodni. Aerob viszonyok kdzott a szénforrast teljesen oxidaljak széndioxidda és vizzé, igy nagy
mennyisegl sejttdmeg képzbdik; anaerob viszonyok kozott a hexdzokat alkohollad alakitjak es a
szénhidratban megkdtott energianak csak kis hanyadat hasznéljak fel sejtszintézisre (alkoholos er-
jesztés: az oxigentdl kotyogoval zarjak el az erjed6 levet). A mikroaerofil szervezetek kis mennyi-
ségli oxigén jelenlétében tenyészthetdk.

A fejlédésre optimalis hdmérséklet szerint megkulonboztethetok pszichrofil, mezofil és ter-
mofil mikroorganizmusok. A pszichrofil (hidegkedvel6) szervezet hémérséklet optimuma 20 Celsi-
us fok alatt van, a mezofil szervezeteké 20 és 45 kozott, a termofil (melegkedvel4) mikroorganiz-
musoké pedig 45 fol6tt van. Termotoleransnak nevezik azokat a fajokat, amelyek hémérséklet op-
timuma a mezofil tartomanyban van, de 45 fok fol6tt is képesek szaporodni.

A mikroorganizmusok fejl6dését nagymértékben befolyasolja a tapoldat pH-ja. A baktériu-
mok és aktinomicetak semleges vagy gyengén ligos kézegben fejlédnek jol. Kivételt képeznek a
savkepz6 baktériumok (pl. a tejsavbaktériumok), amelyek gyengén savanyl kozeget elviselnek. Né-
hany acidofil baktérium erdsen savanyu kézeget igényel (pl. a gyomorban él6 Helicobacter pylori, a
gyomorfekély okozobja). A penészek és éleszték gyengén savanyl kézegben fejlédnek jol.

Sok fermentacids folyamatnal a mikroorganizmusok szaporodasahoz sziikséges optimalis fel-
tételek nem azonosak a termékképzés optimalis feltételeivel.

2.2.1.3. A mikrobak kémiai 0sszetétele

A mikroorganizmusok kémiai 6sszetétele bizonyos mértékig fliigg a mikroba tipusatol, a te-
nyésztéshez hasznalt taptalajtol, a tenyészet koratol és a tenyésztés korilmeényeitdl fliggéen. A mik-
roorganizmusok viztartalma 70 és 85 % kdzo6tt mozog. Az 1. tablazat a killénbdz6 mikrobatipusokra
vonatkozo atlagos adatokat tiinteti fel.

A baktériumok és élesztOk szarazanyagra vonatkoztatva mintegy 50 % fehérjét tartalmaznak.
A fehérjetartalom jelentés hanyada enzimfehérje. A bonyolultabb felépitési penészek esten a feher-
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jetartalom az egysejtli szervezetekhez képest csokken és dsszetételiikben nagyobb sullyal szerepel-
nek a sejtfalfelépitésben résztvevd poliszacharidok. Egyes mikroorganizmusok meghatarozott te-
nyésztési korilmények kozott a megadott atlagos értékeknél Iényegesen nagyobb mennyiség lipi-
det tartalmaznak

Kilonb6zé mikroorganizmus tipusok kémiai dsszetétele, tenyésztésiuknél elérhetd sejtszam és
szarazanyagsuly

Osszetétel a szarazanyag Koncentracié a | A tenyészet sza-
Organizmus %-aban tenyészetben razanyag sulya
Fehérje Nukleinsav Lipid sejt/ml g/100 ml
Baktériumok 40-50 13-25 10-15 2*108-2*101 0,02-2,9
Eleszt6k 40-50 4-10 1-6 1-4*108 1-5
Fonalas nem
gombak 10-25 1-3 27 értelmezhetd 3-5

1. tablazat

2.2.2. Torzsszelekcio, torzsjavitas, torzsfenntartas

A fermentacios eljarasok célja lehet mikrobasejttomeg el6allitasa (pekélesztd, takarmanyeé-
leszt6 gyartasa), a mikroorganizmusok primer vagy szekunder anyagcseretermékeinek el6allitasa
(alkohol, szerves savak, vitaminok, enzimek, aminosavak, és antibiotikumok gyartasa), aktiv re-
kombinans fehérjék (hormonok, immunfehérjék) termelése, esetleg szerves anyagok lebontasa (bio-
I6giai szennyviztisztitas).

A fermentacids eljaras kidolgozasanak elsd lépése a megfeleld mikroorganizmus térzs kiva-
lasztasa vagy létrehozasa. Ennek elérésére szamos torzsgydjtemenybdl szarmazo, vagy a kérnyezet-
bdl (talaj, boml6 szerves anyagok, (szenny)viz) izolalt mikroorganizmust prébalnak ki a kialakitan-
do fermentacios eljaras korulmenyei kozott és kivalasztjak a kivant terméket legnagyobb mértékben
képz6 torzseket. Az eljarast torzsszelekcionak (screenelésnek) nevezik. Altlaban a torzsszelekcioval
csak mersékelt termelGképességl torzsek izolalhatok. A szelektalt mikroorganizmusok ter-
mel6képességének fokozasara szolgalnak a torzsjavitasi eljarasok. A torzsjavitasi vagy torzsfejlesz-
tési munka soran a kiindulasi térzs genetikai allomanyanak megvaltoztatasaval érik el a nagy terme-
I6képességet.

A genetikai valtozasok kétféle megkdzelitéssel idézhetdk el6. A mutécid a genetikai informa-
ciét hordozd DNS bazisaiban bekdvetkezett pontszer( valtozas. llyen valtozas kornyezeti tényez6k
hatasara a természetes kortilmények kozott igen kis gyakorisaggal kovetkezik be (spontdn mutacio).
Kilonb6z6 besugarzassal vagy kémiai anyagokkal végzett kezelésekkel a mutaciok gyakorisaga no-
velhetd (indukalt mutécid). A mutécio veletlenszer(en, statisztikusan jon létre, emiatt a létrejott mu-
tansok nagy része nem termel tobbet a kivant anyagbdl, s6t legtébbszor kevesebbet. Csak igen kis
hanyadban jonnek létre fokozott termelGkeépességli mutansok. Ezeket munkaigényes maddszerekkel
lehet csak kivalasztani (ez is torzsszelekcid). Raadasul egy lépésben rendszerint a termel6képesség
csak kis mertékben emelkedik. A legjobb mutansok tovabbi indukalt mutaciojaval a hatéanyagter-
melés tovabb novelhet6. A mutacids-szelekcids l1épések tiirelmes és kovetkezetes ismétésével tobb
fermentacids eljarasnal is sikeriilt a termel6képességet tobb nagysagrenddel javitani. A torzsjavitasi
munka masik lehet6sége a génmanipulacios (rekombinacios) eljarasok alkalmazasa. Ezeknél olyan
idegen geneket viszink be a fermentalni kivant sejtekbe, amelyek ott eredetileg nem voltak jelen.
Az igy manipuldlt sejt termelni kezdi az idegen gén &ltal kodolt fehérjét, olyan anyagot gyart, amit
eredetileg nem volt képes el6allitani.

Ha mar rendelkezésre all egy megfelel6 mikroorganizmus torzs egy ipari eljarashoz, fontos
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feladat a mikrobakultura fenntartasa a maximalis termel6képesség megoérzésével. A térzsfenntartas
legegyszerlibb mddja a folyamatos szaporitas, rendszeres id6kdzokben (j tapoldatra valo6 atoltés. Ez
a maddszer viszont kiléndsen a mutansok esetén a termel6képesség csokkenéséhez vezet. A spontan
fellepd valtozasok az eredeti, természetben €16, ,,vad” torzs iranyaba alakitjak vissza a genetikai al-
loményt. Az ismételt atoltasok sorén fellépd biokémiai tulajdonsdgvaltozéasok elkertilését célozzak a
tartdsitott tenyészetek.

A torzskonzervek készitésének altalanosan hasznalt mddszere a fagyasztva szaritas (liofile-
zés). A kis maradék nedvességtartalomig liofilezett tenyészetek vakuumban, leforrasztott ampulla-
ban tarolva tobb éven at megtartjak életképességiiket és eredeti tulajdonsagaikat. A liofilezés alatt
bekovetkez6 eletképességcsokkenés elkerllesére a liofilizalandd tenyészetekhez gyakran védékol-
loidokat (pl. tej, vérszérum-fehérje, poliszacharidok) adagolnak.

Hatékony konzervalasi modszer a tenyészet lefagyasztasa és tarolasa cseppfolyds nitrogénben
(-180°C-on) is.

2.2.3. A mikroorganizmusok ipari tenyésztése

A mikroorganizmusok ipari tenyésztésénél altalaban arra torekszink, hogy tiszta tenyészete-
ket szaporitsunk, azaz a berendezésben kizarolag a kivalasztott mikroba szaporodjon, mas torzsek
ne zavarjak a folyamatot. (Sterilitds elve) Kornyezetiinkben mindenhol (leveg6ben, vizben, talajban,
minden szilard test felUletén)
nagyszamu és sokféle mikroorga-

nizmus van, ezért a szaporitd be- tdatalef
rendezést és a bevitt tdpanyagokat .;:?‘-“— 99T kidesem
a szaporitas inditasa el6tt csira- . E“E"’—’"M
mentesiteni  kell. A sterilizalas T > o e
miveletével részletesen kilon fe- : E — 1( o gde
jezetben foglalkozunk. ¢ C 00 (ovegs

Az ipari gyakorlatban nagy,
néha 100 md-es térfogatot megha-
ladé tenyészt6edényeket — fer-
mentorokat — alkalmaznak. Ana-
erob mikroorganizmusok tenyész-
tésénél a fermentorokban csak a
hémérséklet, esetleg pH szabalyo-
zast lehetbvé tevd szerelvények
szlikségesek. Aerob mikroorga-
nizmusok esetén ezen tulmenden a
fermentorok a levegdztetes bizto- — himergiider-

sitasara levegbGbevezeté berende- szabdiyozd

zést és az oxigén beoldddasat el6-

segité kever6t alkalmaznak. A le-

vegbbevezetés hatasara fellépd ranie:

habzas csokkenésére habzasgatld 3 learesstd

adagolasara alkalmas szerelvé- d=e goz

nyek is szikségesek. A 19. abra I1aengedd veretek
ilermentie)

egy lzemi fermentor fébb szerel-
vényeit mutatja be.

’ Uzemi fe torok vénvei
19. &bra Uzemi fermentorok sze- rmentorok szerelvénye

relvényel
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A tdrzskonzerv kevés sejtet tartalmaz, annyival nem lehet egy izemi méretl fermentéaciot be-
oltani, elinditani. A sejteket Iépcs6zetesen egyre nagyobb — tizszeres, néha szazszoros — térfogatban
szaporitjak el, igy jutnak el az ipari méret( fermentorig (= Iépcs6zetes szaporitas elve.)
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20. abra Az oltbanyag el szaporitasanak |épésel

Egy fermentacids folyamat szaporitasi Iépéseit mutatja be a 20. abra. A fermentaciot vegzo
mikroorganizmust a laboratériumban rendszerint szilarditott taptalajon készitett kémcsétenyészet-
ben tartjak fenn. A kémcso6tenyészettel oltjak az 0,5 - 1 literes Erlenmeyer lombikban 1év6 ~100 ml
térfogatl folyékony taptalajt. Ilyen térfogatban a levegGellatast razéasztalon végzett razatassal biz-
tositjak. Amikor a razott tenyészet megfeleléen kifejl6dott, ezzel oltanak néhany liter térfogatd te-
nyészetet. Ebben a lépésben a levegdztetés tdrténhet ugyancsak razoasztalon, vagy az abréan feltiin-
tetett modon laboratériumi méret(i levegbztetett és keveredett fermentorban. A kdvetkezd lepés a
féfermentor beoltaséra szant oltéanyag eldallitasara szolgdld inokulum fermentorban torténé te-
nyésztés, az el6z06 lépésben kifejlédott tenyeszetet hasznalva fel oltéanyagul. Amikor az inokulum
fermentorban a tenyészet kell6en kifejlédott, ezt hasznaljak fel az tizemi méret(i fermentor oltasara.
Az egyes lepéseknél a tapoldat beoltasara a térfogatanak 5-10 %-at kitevo, az el6z06 l1épéshdl szar-
maz0 oltdanyagot hasznalnak (egy nagysagrendnyi térfogatnovelés). A folyamat kdzépsé 1épéseinél
néha két nagysagrendnyi ugras (~ szazszoros terfogatvaltas) is alkalmazhato. Igen nagy térfogatok-
nal az inokulum fermentor és lizemi fermentor k6zé egy kdzép- fermentor 1épés beiktatasa szoka-
sos. A szaporito 1épésekben altalaban bonyolultabb Gsszetétel(i, dragabb, a mikroorganizmus gyors
fejlédését eldsegitd tapoldatot hasznalnak, az tizemi fermentorban altalaban egyszer(bb, a termék-
képzoOdésre kedvez6 Osszetétell tapoldatot alkalmaznak.

2.2.4. Mikroorganizmusok ndvekedésének kinetikaja

A mikroorganizmusok novekedésének kinetikai torvényszer(iségeit a baktériumok ndvekedé-
sén keresztul mutatjuk be. Az itt megismert torvényszerlségek jorészt alkalmazhatok méas mikroba-
tipusok novekedésénél is.

Ha egy baktériumsejtet 0j, megfelel6 kdrnyezetbe helyezziik, akkor bizonyos lappangasi id6
utan névekedni, sokszorozddni kezd, mikdzben a kultira maximalis ndvekedési sebességet ér el. Ez
a maximalis ndvekedési sebesség azonban csak bizonyos ideig tarthat6 fenn, végil csokkenni kezd,
majd teljesen megall. A ndvekedést a ndvekedési sebességek valtozasai szerint jellemz6 szakaszok-
ra lehet bontani. Ha az é16 baktériumok szamat ill. az 6ssz baktériumszamot az id6 fuggvényében
abrazoljuk, akkor az ugynevezett baktériumnovekedési gorbet kapjuk (21. abra), amely szakaszokra
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21. dbra
Mikroorganizmusok ndvekedési gorbée
A lappangasi, vagy "lag"-periddus: nagyon hosszu generaciés id6é
B gyorsuld névekedési szakasz: csokkend generacios id6
C exponencialis, logaritmikus szakasz: minimalis és allandd a generéacios idd
D lassu szaporodési szakasz: névekvo generacios idd
E staciondrius, megallapodasi szakasz: a szaporodas egyensulyban van az elhalassal
F pusztulasi, hanyatlasi szakasz: a szaporodast fellilmulja az elhalas

Gyakorlatban a ndvekedési gorbe abrazolasanal inkabb a baktériumok szamanak logaritmusat
szokas felvinni. Ha az €l6 baktériumszam logaritmusait abrazoljuk az id6 fuggvényében (féllogarit-
mikus abréazol&s), akkor inflexids gorbét kapunk, ahol az exponencialis ndvekedési szakasz linearis-
s4, egyenessé valik.

A most megismert novekedési gorbe szamunkra legfontosabb szakasza a logaritmikus perio-
dus. Lattuk, hogy a baktériumsejt alkalmas kornyezetbe keriilve osztodni kezd. A két egymast kove-
t6 osztddas kozott atlagosan eltelt id6t generacios idének nevezziik. Nagyszamu baktérium-egyedet
tartalmazé populacioban az egyes baktériumok generacios ideje eltérést mutat, de mivel a baktéri-
umtenyészetekben rendszerint tobb millié baktérium van, az atlagos generacios id6 a tenyészetekre
nézve jellemz0 és allando. Ezt az atlagos generacios id6t adjak meg altalaban egy mikroorganizmus
jellemzésére. A generécios idd fugg a mikroba fajtél, a tenyésztési koriilményektdl (tapanyag, hé-
N mer§eklte_t, pH, stb.), s6t még egy adott tenyésztés folyaman
— s valtozik o , _ _ , -
/ Az osztddas soran a mikrobasejtek két egyenértékii

O IS utodsejtet képeznek. A jelenlévé sejtek szama minden gene-
/ e O - racioval megduplazadik. Ha xo baktériumszammal
O inokulalunk, oltunk be egy tapanyagot, akkor egy generacio
N ___—> elteltével 2xo sejt lesz a tenyészetben. A masodik generacios
O — O ——  id6 végén 4xo (vagy 2*2*xo ) szamu baktérium lesz jelen, és
) AN
~ O . az n-edik generéacio vegén 2" xo
T elsliik
Xo - a kiindulasi mikrobakoncentrécio
X, [ - 2%, D - 4%, @ -...0 - 2"X, n - a generaciok szama
ty - a generacios id6
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Az n-edik generécid utan
X = Xo*2" @an
atrendezve: Inx = Inxo+n*In2

_Inx=Inx,
In2

A generaciok szdma kifejezhetd az eltelt id6 és a generécids id6 hanyadosaként is:

t
- = n
tg

és ebbdl

Inx—=Inxo _1In2

t tg

A generacids id6 a (17) egyenletbél konnyen meghatarozhato, csak a t, x €s a Xo értékek
ismeretére van sziksegunk, amelyeket kisérletileg meg tudunk hatarozni. Hangsulyoznunk kell,
hogy ilyen modon csak akkor kapunk helyes generacids értékeket, ha az x és xo érték is a
logaritmikus szakaszbol valo. Ezt az In2/ty mennyiséget fajlagos szaporodasi sebességnek () is
nevezzik.

E mennyiséghez egy méasik gondolatmenet alapjan is eljuthatunk: ha a névekedés szamara
minden feltétel biztositott, akkor a ndévekedési sebesség (dx/dt) aranyos a jelenlévo
mikrobamennyiseggel (x):

(18)

ax _
a4 (19)

ahol a p paraméter az egysegnyi mikroba tdmegre vonatkoztatott névekedési sebességet
jelenti.

1,dx

Zx 2= 20

vl (20)
melyet fajlagos névekedési sebességnek nevezink. Ha p allando, akkor a (3) egyenletet

szétvalasztassal integralva kapjuk:

Inx-Inx, = u*t (21)
ahol xo jelenti a sejttdmeget t = 0 esetén. Osszehasonlitva megallapithatjuk, hogy Iényegében

a (18) egyenletet kaptuk vissza. A In x értékeket abrazolva az id6 fliggvényeben egyenest kapunk,
melynek iranytangense p. A (21) egyenletet rendezve:

I He et (22)

[(Xo [

és ebbdl kdvetkezik, hogy:
X=x*eH (23)
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A novekedésnek azt a szakaszat, amelyben érvényes a fenti térvényszer(iség, exponencialis
vagy logaritmikus névekedésnek nevezzilk. A korlatlan kiegyensulyozott novekedés szakaszaban a
u értéke allando és maximalis. Ha minden tapanyag és egyéb korilmeény optimalis, akkor a tenyészet a
genetikai potencialja altal megszabott maximalis sebességgel szaporodik. A p értéke maximalis, a gene-
racios id6 a forditott ardnyossagnak megfeleléen minimalis. A kilonféle mikroorganizmusok minimalis
generacios ideje eltérd. Leggyorsabban a baktériumok szaporodnak, ezeknél kedvezd korulmények ko-
z06tt akar 20 percenként is végbemehet az osztodas. Az élesztdknél 1-2 ora, a fonalas gombaknal még
hosszabb id6 alatt duplazédik meg a sejttémeg. Ha mérésekkel kovetjik a tenyészet szaporodasat, az
adatokbdl két uton is meg tudjuk hatarozni a ., értékeét.

Egyreszt a ndvekedési gorbet féllogaritmikusan abrazolva az exponencialis névekedesi sza-
kasz egyenes, linearis lesz, amelynek meredeksége megadja a ., ertékét. A kapott szigmoid gorbe

egyenes szakasza egybeesik az inflexids érintével, ennek meredekségét keressiik meg a gorbeillesz-
tés soran.
A meghatarozasanak egy masik modja a kovetkez6: a kapott szaporodasi gérbe mindenkori

meredeksége az adott sejtszamnal mérhetd bakterium-szaporodasi sebességgel %Eegyenlé. Ha

ezeket az abszolut (nem fajlagos) szaporodasi sebessegértékeket a baktériumszam fuggvényében
abrazoljuk, akkor ezzel az atszerkesztéssel az un. szakaszos sebességi gorbéhez jutunk (22. &bra). A
tenyészet a szaporitas soran végigmegy a gorbén, hiszen az x (sejtszam) értékek folyamatosan nove-
kednek. Barmelyik kivalasztott ponthoz megszerkeszthetd a hozza tartozd p érték, mivel az origo-
bol az adott ponthoz hizott egyenes meredeksége megadja a p értékét. Az abran is bejeldlt legmere-
dekebb egyenes, - az érint6, amelynek csak egy kozds pontja van a gorbével - irdnytangense adja

&

In x R
I

meg a Pmax Ertéket.

22. abra Szakaszos novekedés sebességi gorbe

A specifikus ndvekedési sebesség és a generacios idd kapcsolatat a (24) egyenlet adja meg:

t =— =

g In2 _ 0,693 24)
JZ JZ

A u értéke jellemz6 az illet6 mikroorganizmusra és arra a taptalajra amelyen a szaporitast vé-
geztik. A specifikus ndvekedési sebesseg azonban csak akkor allando, ha a novekedéshez szliksé-
ges minden tapanyag elegendé koncentracidban van jelen. Monod volt az elsd, aki kimutatta hogy a
K és valamely nélkllozhetetlen tdpanyagkomponens koncentracioja kdzott egyszerl 6sszefligges
van, amelyben a p aranyos a tapanyag koncentracidjaval, ha ez kicsi, de nagy tapanyagkoncentraci-
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Oknal az alabbi egyenlet értelmében korlatozo, telitettségi értéket ér el.

(S

S (25)

M= pm

S a szubsztrat-koncentracidja, a umax a 1 maximalis értéke abban az esetben, ha a tapanyag a
telitettsegi koncentracid szintjén van, Ks pedig a telitési allando, amely numerikusan megegyezik

:umax

2
Baktériumoknal pl. gliikdz esetében 3-7 mg/1. Aminosavak esetében pedig néhany mikrogramm/li-
ter tartomanyban van.

A (25) egyenletrél azonnal lathato, hogy formailag teljesen megegyezik a Michaelis-Menten
féle egyenlettel, amellyel a tiszta enzimek kinetikajat irtuk le. Nem nehéz ezt a hasonldsagot értel-
mezni. Egy olyan rendszerben, amelyben csak egy szubsztrat van kis, limitalé koncentracioban je-
len, nyilvanvald, hogy a mikroba névekedését ennek a korlatozo tapanyagnak a hasznositasi sebes-
sége szabja meg. Ez a hasznositasi metabolizmus folyamat természetesen enzimes folyamat, amely-
re a Michaelis-Menten féle kinetikai torvényszerliség érvenyes.

azzal a tapanyag koncentracioval, amelynél a u= . A Ks értéke altalaban igen Kicsi.

 \
Hx
Hmax Tosmresnessnesenannassnsenns —
1
1
Mmax \
----- 1
2 : :
) :
: : kritikus szubsztrat
! 1 koncentracioé -
Ks S

23. abra A p és a szubsztratkoncerntracio kapcsolata

A kritikus szubsztratkoncentracio folott a szaporodasi sebesség allandd és maximalis. Ha a te-
nyésztés soran a mikroba tdpanyagfogyasztasa kdvetkeztében az adott szubsztrat koncentracioja a
kritikus ala csokken, akkor kezdi korlatozni, limitalni a névekedést.

Ezaltal a tenyészet atlép az exponencialis fazisbdl a hanyatl6 szakaszba.

Egy adott mikrobanal a pmax értéke allando, de a Ks és Skrit koncentraciok minden egyes
szubsztratra masok és masok.

Ha egy tenyészetben a képz6dott populaciot (sejttdmeget) a kiindulasi taptalaj tapanyagkon-

= sz

ris 0sszefliggést kapunk, azaz a kezdeti szakasz iranytangense élj—XE allandé (24. abra).
S
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dx
ds

Képzddott baktérium témeg, x

Kiindulasi szubsztrat koncentracio, S

24. abra A baktériumtomeg és a szubsztratkoncentraci6 kapcsolata
Maéskeppen fogalmazva, a névekedés és tapanyagfelhasznalas k6zott egyenes aranyossag van:

dx _ ., . ds

oy x> 27
dt t (@7)

ahol az Y (angolul: yield) az un. hozamkonstans. Igy a ndvekedés barmely idGszakara:

_ _dx _ akeletkezd baktériumtomeg sulya
ds a felhasznalt tapanyag sulya

azaz azonos asszimilalt tipanyag mennyiségbdl a tenyésztés soran azonos mennyiségl sejt-
anyag képzodik.

Ha a harom novekedeési allando (Ks , pmax, Y) ertéke ismeretes, akkor a (3) és (11) egyenlet a
szakaszos tenyeszet novekedési ciklusanak teljes kvantitativ leirasat adja.

Ugyanezek az egyenletek és allandok egyforman alkalmazhatok folytonos tenyészetek elmé-
leti targyalasara is. Bar eddig csak a baktériumnovekedés targyalasara szoritkoztunk, hasonloan le-
het az élesztdk, s6t a penészek novekedését is leirni.

2.2.5. Termeékképzddesi kinetika

Nagyon sokszor nem maganak a mikrobatémegnek az el6allitasa a cél, hanem a mikroorga-
nizmus valamelyik metabolit termékeét akarjuk Gzemi méretekben el6éallitani. llyen esetben termé-
szetesen tudni kell azt is, hogy a mikroorganizmus novekedésének a torvényszer(iségei milyen kap-
csolatban vannak a termékképz6déssel. Ez a kapcsolat nagyon sok esetben tavolrdl sem egyszerien
linearis, ezért kilon kell tanulményoznunk a termékkeépz6dési és a névekedési Kinetika kapcsolatét.

A 24. dbra mutatja be sematikusan egy olyan fermentacio soran lejatsz6dd mikrobaszam (x),
termékkoncentrécid (P) és szubsztrat koncentracio (S) valtozasat, amelynél nem maganak a mikro-
batdmegnek az el6alllitasa a cél, hanem a metabolit-termékeknek. Az ordinatan a megfelelé kon-
centrécid értékek lathatok, mig az abszcisszan a fermentacio ideje van feltintetve. A névekedés-,
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termekképzddes- és
szubsztratfelhasznalas
specifikus sebessége a t1
idépontban az abran értel-
mezhet6. Lathatdé, hogy a
specifikus sebességi értékek
az idétél  faggnek. A
Spectlikus NOvEKBUES) SEDESSEY specifikus novekedési
/ L sebesség a logaritmikus sza-
S e T kaszban éri el a maximalis ér-
' téket, ott végig alland6 ma-
rad, majd ismet csokken. Ha
a specifikus sebességi értéke-
t t ket az id6 flggvényében ab-
razoljuk a kilénb6z6 fermen-
tacioknal, akkor igen érdekes
képet kapunk. (25. abra) Az
Osszes termék-elGallitast cél-
z6 fermentaciét két tipusba
sorolhatjuk: az els6 tipusba
azok a fermentaciok tartoz-
SpRnitkiss Ietinckkepeodes: sebesseg nak, amelyeknél a termék-
képzddes parhuzamosan fut a
novekedéssel, més szoval, a
termékképzddesi  sebesség
linearis kapcsolatban van a
szaporodasi sebességgel.
t, t (llyen tipust fermentacié pl.
az alkoholos erjesztés és a
tejsavfermentacio.) Ezek az
un. novekedéshez kotott ter-
mékképzodésli fermentaciok.
A folyamat biokémiai héattere
Spocifikus SZubSINGIRIRaSINGIds: SEbESSEY az, hogy ezeket az anyagokat
az allandéan m(kodé anyag-
as cserefolyamatok (els6dleges
anyagcsere) termelik, ame-
S S — lyek sorosan kétédnek az or-
ganizmus energiatermelésé-
hez, vagy noOvekedésehez.
(Els6dleges anyagcseretermé-
¢, t kek, primer metabolitok.)
A masodik tipusu fermen-
24. abra tacional a termékképz6dés
csak joval kés6bb kezdddik, amikor méar a mikroba novekedése és a tapanyagok felhasznalasa
csaknem befejez6dott. Az ilyen fermentéciot ndvekedéshez nem kapcsolodd fermentéacionak
nevezzik. A keletkezé termék mennyisége itt nem a szaporodatol fligg, hanem a jelenlévé sejtek
szamatol, koncentraciojatol.

A bonyolutabb organizmusok kedvezétlen kortlmények kdzott, egyes tdpanyagok hidnyaban
olyan anyagcsereutakat inditanak be, amelyek a kedvezé koriilmények kozott nem makddtek. Ezek
latszolag sziikségtelen anyagokat termelnek, mégis ezek a kényszerpalyak teszik lehetévé az életfo-
lyamatok fenntartasat nehéz kortlmények kozott is. llyen, latszélag haszontalan termékek a pig-

]

!
)I'LF= v 4
pr ————— X: Ua
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mentek, antibiotikumok, nyalka és tokanyagok, alkaloidok, sth. A biotechnologus viszont gyakran
éppen e masodlagos anyagcseretermékek (szekunder metabolitok) termelésére hasznalja e torzseket.
A legtobb antibiotikum-fermentacio (pl. penicillin, sztreptomicin, neomicin stb.), valamint néhany
ipari enzim- fermentécié is ebbe a csoportba tartozik.

=77

mékképzési sebességet:

1. dp
— == Up

X dt

azaz egységnyi mikrobamennyiség altal id6egység alatt Iérehozott termék mennyisége.

A kétféle fermentacios termékképzési tipus gorbéinek jellemz6 lefutasat lathatjuk a 25. abran.

1. Fipus
TS
...... H
—_—p
2. Tipus

idé

25. &bra Kulonboz6 fermentacios tipusok a px, Up és s lefutasa
A ndvekedéshez kotott termékképzést felirhatjuk az alabbi fomaban:

dp dx

illetve = aux alakban
a Cdt Ho = att

A sejtszamhoz kotott termékkepzes leirdsa még egyszer(bb:
o =f*x atszorozva: =/

Ahol a és g atorzstdl, a termektél és a pH-tol fliggd empirikus konstansok.

A két termékképzési tipus ritkan fordul eld tisztan, a legtébbszor valamilyen aranyban egymas
mellett jelentkeznek. Ezt nevezik vegyes tipust termékképzésnek, amelynek leirasat az egyenletek
egyesitésével kapjuk meg:

dp _
XX prx 28
il (28)

illet6leg:
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1.dp 1, dx
o —+ Byt 13.
X dt “ X dt p=auw+p (13)

o=yt
Ha a mért x és P értékekbdl kiszamitjuk a fajlagos ndvekedési sebesseget ( £y ) és a fajlagos

termékképzbadesi sebességet (4, ), és ezeket egy koordinata rendszerben abrazoljuk (26. abra), egy

egyenes egyenletét kapjuk, amelynek irdnytangense « , tengelymetszete pedig f.

Ezt a felirast, illetve &brdzolast kidolgozoi utan Lineweaver-Burk modellnek nevezzik.

A harom egyenes megfelel a harom termékkepzési tipusnak. Az origobol induld egyenes a
tisztdn névekedéshez kotott, a vizszintes egyenes a tisztan sejtszdmhoz kotott, végul a
tengelymetszettel rendelkez6 egyenes a vegyes tipusu termekképzeés egyenletének leképezése.

1. %
x dat
Meéresi adatokbdl linearis regresszidszamitassal az a és B konstansok meghatarozhatok.
Lathato, hogy a (12) egyenlet jobb oldalan szerepl6 tagok kozill az els6 a ndvekedéssel
kapcsolatos termékképzddést, mig a masodik tag a ndvekedéshez nem kapcsolddéd termékképzbdést

adja meg.

26. abra Kulonboz6 termékképzodési tipusok Lineweaver-Burk arézolasban

2.2.6 Fermentacids rendszerek osztalyozasa

A fermentaciok végrehajtasanal tobbféle technikai megoldast alkalmazhatunk, ezek elsdsor-
ban a tipoldat bevitel és kész fermentlé elvétele szerint osztalyozhatdk.

- Szakaszos fermentécid (angol szakkifejezéssel: batch). A legegyszer(ibb technika, az eddigi-
ekben csak ennek leirdsaval foglalkoztunk. A tdpanyagokat a tenyésztés elején bevisszik a készii-
lekbe, inokulum-tenyészettel beoltjuk, és a tovabbiakban nincs anyagforgalom a fermentacio vegeé-
ig, amikor is a keletkezett fermentlevet a benne levé termékekkel egyiitt teljes egészében eltavolit-
juk és feldolgozasra tovabbitjuk.

- Rétaplalasos szakaszos fermentacio (angolul: fed batch). Annyiban tér el a szakaszostol,
hogy a tenyésztés soran az elfogyasztott tapanyagokat adagolassal pétoljak. gy nem, vagy csak
sokkal kés6bb Iéphet fel szubsztratlimitacio, a tdpanyagok hianya nem csokkenti a folyamat pro-
duktivitasat. A fermentorokat rendszerint csak a teljes térfogat haromnegyedeéig toltik fel a habzas
miatt, ennél a technikanal viszont még kisebb az indul6 térfogat, hogy a kés6bbi adagolasoknak he-
lyet biztositsanak.
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- Félfolytonos fermentacié (angolul: semicontinuous). Ez ismétl6d6 szakaszos fermentaciok
sorozatanak foghato fel. Az egyes fermentacios ciklusok kdzott a fermentort nem dritik ki teljesen,
nincs tisztitas, 0j taptalaj, sterilezés, oltas. Ehelyett a szakaszos tenyésztés végén a kész fermentlé
kb. 90 szazalékat lefejtik, majd a készuléket friss, steril tapoldattal toltik fel. A tenyésztés djra indul,
a mikroorganizmusok elszaporodasa és termékképzése utan Ujabb lefejtés-feltoltés kovetkezik. Ez a
ciklus elvileg korlatlanul ismételhet6. A gyakorlatban azonban vagy mszaki, vagy genetikai prob-
Iéméak miatt a félfolytonos tenyésztést el6bb-utdbb le kell allitani, 10-20 ciklus megvalo6sitasa mar
j6 eredménynek szamit.
- Folytonos fermentécié (angolul: continuous). Ugy miikodik, mint a vegyipar maés teriiletein
a folytonos reaktorok. Folyamatos a tapoldat betaplalasa és fermentlé elvétele. A két térfogataram
egymassal egyenld, a készllékben Iévd fermentlé térfogata is alland6. Hosszabb-rovidebb tranziens
szakasz utan a rendszerben allandosult allapot alakul ki, azaz minden paraméter értéke allandova
valik. A folytonos tenyésztésnek tébb el6nye is van az el6z6ekhez képest:
a) A folytonos fermentacios rendszer produktivitasa 5-10-szer nagyobb mint a szaka-
SZ0s tenyészeté.
b) Nagy az automatizalasi lehet6ség. A technologiai paraméterek allando értéken tar-
tasa egyszer(ibb feladat, mint hosszu idéprogram szerinti valtoztatasuk.
c) Ezzel a technoldgiaval az Gizem egésze folytonossa tehet6 (ebbdl a szempontbol a
fermentécid jelenti a legnagyobb problémat).
d) Egyenletes terméket biztosit.

A folytonos rendszerek kinetikajaval kilon fejezetben foglalkozunk.

- T6ébblépcsos folytonos fermentécio. Ezeket két vagy tobb, folytonos fermentorbol allo lanc
alkotja. Az els6 rektorbol elvett fermentlevet a masodik fermentorba vezetik. A tapanyag betaplala-
sa vagy csak az els6 fokozatban torténik, vagy néha a tébbi fokozatban is. A t6bbfokozatu rendsze-
rek felhasznal&sa igen kivanatosnak latszik olyan fermentacidknal, amelyekben a sejtnévekedés és
termékképzddés nem parhuzamos lefutésu, ill. amikor a két folyamat optimalis viszonyat nem azo-
nosak, vagy sebességiiket bizonyos tényez6k nem azonos médon befolyasoljak (masodlagos anyag-
cseretermékek, sejtszamhoz kotott termékképzes). Az elsé fermentorban valositjak meg a sejtszapo-
ritast, ennek megfeleld korilmények kozott, a masodikban a termékképzést, az arra optimalt viszo-
nyok kodzott. Fontos gyakorlati alkalmazas a bioldgiai szennyviztisztitas, ahol a szennyviz tébb me-
dencén éatfolyatva fokozatosan megtisztul, ahogy a mikrobéak (eleveniszap) lebontjék a kilénb6z6
szennyez0 anyagokat.

Sejtrecirkulacios folytonos fermentacid. Ebben a rendszerben az eltdvozo sejtek egy reszét al-
landoan visszavezetjik a fermentorba egy folytonosan miikédé centrifuga, tlepitétank, vagy megfe-
lel6 kiképzés(i fermentor segitségével. Ezaltal megndvelhetd a reaktorban a sejtkoncetrécio, igy
sokkal intenzivebben zajlanak le a biokémiai folyamatok. Leggyakoribb alkalmazésa szintén a bio-
I6giai szennyviztisztitds, ahol az elfolyd tisztitott vizbdl elvalasztjak a sejteket, és egy résziket visz-
szavezetik a tisztitoba. A visszataplalasnak mindig kevesebbnek kell lennie 100 %-nal, killénben
nem jon létre allanddsult &llapot.

2.2.7 Folytonos fermentacios rendszerek kinetikaja

A folytonos fermentacios rendszerek kdzil ebben a fejezetben csak egylépcsés, idealisan ke-
vert reaktor Kinetikai torvényszer(iségeivel foglalkozunk. A tébbi, bonyolultabb rendszer matemati-
kai targyalésa - hasonlé elvek alapjan - szintén megoldhaté. A folytonos fermentécids rendszerek
matematikai elemzésében a Nobel-dijas francia Monod, az angol Herbert és a magyar szarmazasu
Szilard Leo végzett kimagaslo munkat.

Minden folytonos rendszer 1ényegében valamilyen reaktorbdl all, melybe a reagalo anyagok
allando sebességgel (W) aramlanak be, ott a mikroba elvégzi a megfeleld atalakitast, majd a terme-
kek ugyanolyan sebességgel tavoznak, mert egy szintszabalyozo a tenyészet térfogatat allando érté-
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ken tartja. A tartaly tartalmat erélyesen keverjik, hogy a tartalyba belép6 tapkozeg az egész tartaly-
ba azonnal és egyenletesen o0szoljék szét.

Ilyen tenyészetben a folyadék tartozkodasi idejét nem a betaplalas sebességének és a tenyé-
szet térfogatanak abszoldt értéke fogja meghatarozni, hanem ezek aranya, a

tartézkodasi id6 = \\//_v higitasi sebesség = D = ‘\’/—V

A szémitasoknal nem ezt, hanem ennek reciprokat hasznaljuk, amelyet a vegyipari mivele-
tekben térsebességnek, a fermentacios technoldgidban higitasi sebességnek (D = dilution rate) neve-
zink. A higitasi sebesség dimenzidja 1/id6, tulajdonképpen az id6éegysegenkent véghemend teljes
térfogatcserék szamat jelenti.

Tegyuk fel, hogy a baktériumok a fermentorban nem osztodnak. Ebben az esetben D higitasi
sebesség egyenld az un. kimosasi sebességgel, vagyis a reaktorban kezdetben jelenlevé mikroorga-
nizmusok ezzel a sebességgel mosddnak ki a rendszerbdl:

L D*Xx (15.)
dt
A mikrobak azonban szaporodnak is, mégpedig a (3)-as egyenlet altal leirt sebességgel és
egyidejlleg a fermentorbdl a (15)-0s egyenlet altal leirt sebességgel mosodnak ki. A mikroorga-
nizmusok koncentracié novekedésének tényleges sebességét az alabbi egyszerd mérleg egyenlet
adja meg:

valtozas = szaporodas - kimosas

egyenletben:
dx
E =ulx-DI[x (16)
Allandésult allapotban a sejtkoncetracio is allandéva valik, igy dx/dt = 0. Az egyenlet igy le-
egyszerlsodik:

azaz
u=D

a fajlagos szaporodasi sebesség egyenldvé valik a higitasi sebességgel. A higitasi sebesség
mUszaki paraméter, amit mi valasztunk meg (egy szivatty( bedllitott szallitasi teljesitménye), ez
rogzitett érték. A szaporodo tenyészet ehhez alkalmazkodik, egy tranziens (atmeneti) szakasz utan a
szaporodas sebessége egyenl6vé valik a kimosaséval. A tranziens szakaszok lehetséges viselkedét
segit megérteni a 29. abra. A folytonos tenyésztés minden esetben szakaszos tenyésztéssel kezdd-

dik. Amikor a szakaszos goOrbe t:
Szakaszos tenyésziés Tranziens szakasz Allandésult altapot idépontban eleri  a X1 m ikroba-
: g ~ S ’ > koncentraciot, akkor folytonositjuk a
rendszert, azaz D higitasi sebességgel
adagolni kezdjik a friss tapoldatot.

kimosodéas

v Py € L

—

3 t
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29. dbra Atmenetek a szakaszos fermentaciobol a folyamatosba

Vizsgaljuk meg a rendszer viselkedését kiilonbdz6 bedllitott D értékeknel. Ha D = 0, akkor
nincs betéplaléas, nincs elvétel, a rendszer szakaszos tenyészetként miikodik. Ha a bedllitott D értéke
nagyobb, mint 0, de kisebb, mint a folytonositas pillanatdban észlelhetd ppin, akkor a mérlegegyen-
let baloldan &ll6 valtozas tag pozitiv lesz, azaz a sejtkoncetracio névekedni kezd, a szaporodasi se-
besség pedig csékken, minaddig, amig egyenlévé nem valik a D-vel. Egyre nagyobb D-ket vizsgal-
va eljutunk addig a pontig, amikor a D éppen egyenl6 lesz ppin —val. Ekkor a mérlegegyenlet ket
tagja éppen egyenld, azonnal beall az allandosult allapot. (Ezt nehéz eltalalni).

Még nagyobb D beéllitdsanal a kimosas sebessége nagyobb, mint a szaporodasé, ez pedig a
sejtkoncentracio csokkenését eredményezi, minaddig, amig a szaporodas fel nem gyorsul annyira,
hogy ellensulyozza az elvételt. A fajlagos szaporodasi sebességnek van felsd korlatja (Umax), €zt a
technologiaban is tiszteletben kell tartani. Ha ugyanis nagyobb higitasi sebességet allitunk be, mint
a Umax €rtéke, akkor a tenyészet még a maximalis szaporodasi sebesség mellett sem tud annyi sejtet
termelni, mint amennyit elvesziink. Ez azt jelenti, hogy nincs egyensulyi, allanddsult allapot, a
sejtkoncentracio folyamatosan csdkken, végul teljesen eltlinnek a sejtek rendszerb6l (kimosddas).

Ugyanezt a vizsgalatot elvégezhetjiik a mar korabban targyalt szakaszos sebességi gorbén (30.
abra) is. Ezen a diagramon is feltlintettiik az x1 sejtkoncentraciét, amely a gorbe A pontjanak x ko-
ordinatdja. Kimutattuk, hogy az origébol az A ponthoz huzott egyenes irdnytangense egyenl6 az x1
sejtkoncentracional mérhet6 specifikus névekedési sebességgel (pin-val).

A beéllitott D értékeket is az origobol indulé egyenesekkel (munkavonal) jellemezhetjik,
amelyek kimetszik a gérbén munkapontot, ahol a rendszer allanddsult allapotban tizemelni fog. Ha

az x1 sejtkoncentracional D = p, akkor a (16) egyenletbdl kovetkezik, hogy % =0, azaz ilyen higi-

tasi sebességnél azonnal allanddsult allapot alakul ki, vagyis X1 sejtkoncentracional stabilizalodik a
rendszer. Ha p > D, akkor dx/dt = pozitiv, tehat a mikrobakoncentracié ndvekedni fog, ez azt jelenti
a sebességi diagram alapjan, hogy az A pontbdl a gorbén lefelé mozdul el a rendszer. Ez viszont p
csokkenését eredményezi (tga csokken), mindaddig, amig az egyre csokkené u egyenlévé nem va-
lik D-vel. Itt ennél az Uj x érteknél stabilizalodik, allanddsul a rendszer. p < D esetben dx/dt = nega-
tiv,ez az x értékének csdkkenését jelenti, x csokkenése — az el6z6ekben elmondottak alapjan a y no-
vekedéset eredményezi. Ennek a tartomanynak azonban pmax a hatarértéke, tehat ha pmax < D, akkor
nem éruink el stabil, allandosult allapotot, a rendszer ebben az esetben kimosodik.

o |

i kimosodas
Ju""ﬂl(l}} }-"'nnﬁo
.’f D
./;J e Hiitonatnyi
/ K- b
/
/ A usD
/ :
/ ,
/,f 30. dbra
/ T Folytonos fermentacio
/ , munkapontok munkavonal anak szerkesztése
J,/ / munkavonalak szakaszos tenyésztés sebesség
j meredekség=D | gorbgeén
X, X, x

Biomérndki miiveletek 30/69



Vizsgaljuk meg, hogy a higitasi sebesség hogyan befolyasolja a tapanyag koncentracidjat a
fermentorban. Mint mér emlitettiik ((9). egyenlet), a p értéke fugg az s-tél. A tdpanyag a fermentor-
ban So koncentracioban Iép be, majd a reaktorbol S koncentracioban tavozik. A tapanyag-koncent-
racié valtozasanak tenyleges (nettd) sebességét a kdvetkezd egyensulyi egyenletbdl kapjuk meg:

ndvekedés = bevitel - kimosas - fogyasztas

ds X

L G,
dt Y dt dt

mivel:

A (16) és (17)-es képlet a folytonos tenyésztés alapegyenleteit fejezik ki. Ha a fenti egyenle-
tekbe behelyettesitjiuk p értékeit, akkor:

dxk _ 0O 0O S O LC
& =¥ s OF (18)
B_pys,-s)- X0 S L (19)

ot Y Hks+sE

Ha allanddsult allapotot tételezziik fel dx/dt = 0, dS/dt = 0, és megoldjuk az egyenletet S-re és
x-re, akkor az allandésult allapot mikroba (x) és szubsztrat (S) koncentracioja, az alabbi két egyen-
lettel definialhato:

C
S=K,[f——f (20)
Oumx—D [
U 0 p MO
X=YU§-S)=YH -KsO—=I[L (21)
u Otrex ~ D [E

Ezekbdl az egyenletekbdl a sejtek és a szubsztrat allandosult allapoti koncentracidi a fermen-
torban el@re becsilhetdk, a D higitasi se-

ol 5 X L besség ill. a befoly6 szubsztrat So barmi-
{ . lyen kisérleti értékénél, feltéve, hogy a
% ¢ %ﬁ"* \ UAJ 6 '_E mikroba novekedési konstansai, pmax, Ks
w 6 [ 3l H5 . g ésY |smert,ek. ] , o
\ Y;xﬂ‘_"/ ' 4 § Az allandosult allapot fenti két
Ll 2 \B"/‘L“'/ § egyenletét grafikusan is lehet abrazol-
2 r e A2 ni,amelyet az alabbi két diagram szem-
i - ~- g V! [éltet (31. és 32. abra).
o1 ) _-____S_--.. = o

0 0.5 om0 31. 4bra A folytonos fermentacios

— 0c [h] rendszer viselkedése a D fliggvényében

Biomérndki miiveletek

31/69



32. abra A folytonos fermentéa-

4\ i} ¢ cids rendszer viselkedése kilonb6zd So
5 (Sp= tol) 175 e
9 koncentracioknal

¥rg/h)

A (20) egyenlet szerint az allan-
désult allapot szubsztrat koncentracio-
ja csak a higitasi sebességtol fugg, mi-
15 vel a képletben szerepl6 Ks és pmax ér-
) téke konstans. A mikroba allanddsult
X _fSo= 2 9/1) LA - allapott koncentracidja ((21). egyen-
. o let) nemcsak a higitasi sebességtél, ha-

0 o5 1.0 nem a friss taptalaj szubsztratkoncent-

o [yv'] raciojatol (So) is flgg. Ha a kilonbdz6

higitasi sebességeknél mérheté6 x és s

értékeket nézzik, akkor azt lathatjuk, hogy elég nagy higitéasi sebességvaltozas ellenére a mikroba -

és a szubsztrat-koncentracid értékei viszonylag allandéak maradnak. Ez ugy értelmezhet6, hogy a

higitasi sebesség novelésével fellépd baktériumkoncentracio-csokkenést a 31. abran is lathatd mik-

roba generacids id6 (tg) csokkeneés ellenstlyozza. A higitasi sebesség novelésével ugyanis a rend-

szerben levd mikroorganizmus generacios ideje jelentdsen csokken. Barmely higitasi sebességnél

tehat a tenyészet allandosult allapota kovetkezik be, amikor a tapanyagkoncentracio és a mikroba-

szam alland6 marad mindaddig, amig a bedramld kdzeg 0sszetétele és sebessége meg nem valtozik.
Az allandosult allapotban a mikroba névekedési sebessege egyenld a higitasi sebességgel (u=D).

Lathatd, hogy ha a higitasi sebességet valtoztatjuk, de a bearamld szubsztrat koncentrécidja
kdzben allando értéken marad (So = konstans), akkor az allandosult allapotok végtelen sora alakul
Ki, egészen a Pmax-ig.

E felett a kritikus ndvekedési sebesseg felett, ha a higitasi sebességet néveljik, a mikrobak Ki-
mosodasa kovetkezik be. Ekkor ugyanis D¢ egyenl6 azzal a maximalis p értékkel (Umax), amely az
adott rendszerben egyaltalan elképzelhetd. p akkor maximalis, amikor S = S , és ekkor:

Dc= ﬂmax*BiE (22)

[Ks+So [

J10

S konc g/l

X (S50 8 g/l

el e il i e

Dc = M max mivel: So >> Ks

Az is lathat6, hogy bizonyos higitasi sebesseg tartomanyban a szubsztrat allanddsult allapotd
koncentracidja a fermentorban és igy az elfolyd Iében is igen kicsi. Tehat a szubsztrat csaknem tel-
jesen felhasznélddik. Csak a kritikushoz kozelallo higitasi sebességnél jelenik meg az elfoly6 fer-
mentlében jelentés mennyisegben fel nem hasznalt szubsztrat (31. abra). Ha a sejtek eltavozasat
(azaz a sejtkoncentracio és a higitasi sebesség ereddjét (D*x-et) a higitasi sebesség fliggvényében
abrazoljuk, akkor lathato, hogy a gorbe a Dm-nél maximummal rendelkezik, amely a sejtképzOdés
optimalis higitasi sebességének tekinthetd.

2.2.8 A szakaszos és a folytonos fermentacio kapcsolata
A szakaszos fermentacid kinetikai tanulmanyozasa soran kapott adatokat (Hmax, Ks , Y) jol fel

lehet hasznalni a folytonos fermentacié elGrebecslésére. A (20) és (21) egyenletbdl lathato, hogy ha
ezeket az adott fermentéaciora jellemzd adatokat ismerjik és megadjuk a folytonos fermentacional
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belép6 téptalaj szubsztrét koncentréciéjét (So), akkor barmelyik hl’gl’tési sebességnél (D) ki tudjuk

A szakaszos és folytonos fermentaCIo eredmenyelnek egybevetésébdl ill. a szakaszos Kinetikai
eredmeényekbdl a folytonos rendszer viselkedésére vonatkozo becslésre egy mésik, a reakciokineti-
kaban altalanosan hasznalatos modszer is alkalmas. Ez a kdvetkezd: a szakaszos tenyésztés soran az
id6 fliggvényében meghatarozzuk a mikrobaszam (x) értékeket.

Ezekbdl az adatokbol megszerkesztjik a dx/dt-t, a sebessegi értékeket és ezeket abrazoljuk az
x fuggvényében (33. &bra). Az igy kapott gorbe alkalmas a folytonos fermentécids rendszer allando-
sult allapotu mikrobaszamanak grafikus meghatarozasara. Ha ugyanis a szakaszos fermentacioval
teljesen azonos koriilményeket (azonos leveg6ztetést, azonos keveréfordulatszamot, azonos hémér-
sékletet és fermentacios térfogatot) tételeziink fel, akkor a tetszéleges higitasi sebességhez meg tud-
juk hatdrozni az x értéket. Ha a higitasi sebessegnek megfelel iranytangensi egyenest szerkesztiink
az origobol kiindulva (munkavonal), akkor ez az egyenes a dx/dt-x gorbét az A pontban metszi

(munkapont), és ehhez az A ponthoz tartozd X érték adja meg az els6 folytonos fermentorban mér-
het6 baktériumkoncentraciot.

A sebességi diagram alkalmas tobblépcsas,
kaszkad rendszeri folytonos fermentacios
rendszerek viselkedésének becslésére is. Az
elsd lépcsében kialakuld allanddsult allapotd
mikrobakoncentraciot (x1-t) az el6z6ekhez
hasonl6 médon kapjuk meg.

dx
ot

33. abra A folytonos fermentacié becsése
grafikus moédszerrel

Ismeételve ezt az eljarast, X, , X; sth. értéket lehet kapni, amely mikrobakoncentracio értékek a

2,3,..,n-ik folytonos fermentorlépcs6ben kialakul6 allanddsult &llapotnak megfeleld X koncentracid
értékekre utalnak. Nyilvanvalo, hogy ha egy folytonos fermentoregységet tartalmazo lanchan az
egyik tag térfogatat megvaltoztatjuk (V1, V2), akkor a grafikus szerkesztésnél ennek megfeleléen
megvaltozik az egyenes hajlasszdge.

33. abra A folytonos fermentéacio becsl ése grafikus modszerrel

Az ismertetett grafikus modszer a kovetkez6 megfontolasokon alapszik. Ismert (1. (16) egyenletet),
hogy:

_f_op-t.0dC
Y, % Hat -
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. dx, f
Il: —-—x =0
| dt v
ax
ebbdl: xl:%
vV
. Odx, O f
hasonldan: —(X —%)=0
asonldan BEEFV(XI X,)
Cdx, O
. _Hd b
AT g

Ezzel a modszerrel tehat a tébblépcsos folytonos fermentécio is méretezhetd. A két higitasi
sebesség nem feltétlenul azonos. Az atfoly6 térfogatdramoknak azonosnak kell lennitik (anyag-
megmaradas), ett6l a D-k még kilénbdzhetnek, ha a rektorok térfogata killonb6z6. Nagyobb térfo-
gat( fermentorban nagyobb a tartozkodasi id6, azaz kisebb a higitasi sebesség.
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3. Sterilezés

Sterilezeés alatt azt a fizikai eszkozokkel végrehajtott mdveletet értjlik, amelynek soran a szer-
ves anyagokban, rendszerint bioldgiai eredetl anyagokban levé él6 mikroorganizmusok elpusztul-
nak. A sterilezés talan az egyik legfontosabb bioldgiai ipari mivelet. Az élelmiszeripar minden &ga
kiterjedten alkalmazza. A csiramentesitési eljardsoknak nagy jelent6sége van a gyogyszeriparban is,
ahol nemcsak az olyan ipari fermentacidknal hasznaljak, ahol tiszta kultdraval dolgoznak (antibioti-
kumok, vitaminok, sth. el6allitasanal), hanem a kész gyogyszerek végsd csiramentesitésenél is. A
helytelenil vegzett sterilezési miivelet driasi karokat okoz. Elég ezen allitas bizonyitésara arra utal-
ni, hogy ha egy konzervgyarban egyetlen autoklavban, egyetlen téltésnél a hdskonzervet rosszul
sterilezik, és azok megromlanak, akkor sok szézezer forint értékd anyag megy tonkre. Hasonlo pél-
da, ha egy gyogyszergyarban egy 100 m3-es fermentorban levé taptalajt hibasan sterilezik és a fer-
mentécio a fert6z6dés miatt nem zajlik le, akkor ez terméktél fliggden toébb millié forintos termék-
kiesést jelent. (A tonkrement nyersanyag ara ennek 10-60%-a.)

Csiramentesitésre fel lehet hasznalni: hékezelést, szlirést, sugarzasi energiat, ultrahangot és
bizonyos tipusu kémiai agenseket, dezinficialé anyagokat is. Mivel ipari méretekben a hokezeles
eredményezi a legmegbizhatobb sterilezést - és egyben a legkdnnyebben kivitelezhet6 eljaras is -
azert az ipari gyakorlatban a sterilezésre jelenleg altaldban gézf(tést hasznalnak. A sugarzasos csi-
ramentesités egyel6re még nincs kellen kidolgozva, bar az Ujabb kdzleményekben biztaté konzerv-
ipari felhasznalasi kisérletekrdl talalunk leirdsokat. A tobbi eljaras pedig elsésorban laboratoriumi
szinten realizalhatd.

Minden hével torténd sterilezésnél az a kérdés, hogy az anyagot milyen hosszu ideig szikse-
ges bizonyos hémérsékleten tartani, hogy a benne Iévé mikroorganizmusok elpusztuljanak. Az élel-
miszerkészitményekben el6forduld legfontosabb inaktivalanddé mikroorganizmusokat foglalja 6ssze
az 5. tablazat.

— , Az élelmiszer savassaga
A j6 novekedés
homérseklettartomanya 3.7<pH<45 pH > 4.5

B. coagulans C. nigrificans

Termofilek (55 °C folott) C. thermosaccharolyticum
B. stearothermophilus

C. butyricum C. botulinumA ésB

C. pasteurianum | C. sporogenes

Mezofilek

B. macerans B. licheniformis
B. polymyxa B. subtilis
C. botulinum

Pszichrofilek (20 °C alatt)

A mikroorganizmusok inaktivalasahoz sziikséges id6t matematikai modszerekkel hatarozhat-
juk meg. Ehhez sziikséges ismerni a h0 hatasat a mikrobakra és a hdvel sterilezni kivont anyag
(élelmiszer, tapoldat, gyogyszer) komponenseire. Két tipust informaciora van szikségunk :

Biomérndki miiveletek 35/69



1. ismerni kell a vizsgalati kérilmenyek kézott a reakciosebessegi allanddkat
2. es ezek hémersékletfliggését.

3.1 Reakciokinetikai alapok

A sterilezés hatasara bekovetkez6 bomlasi, inaktivalodasi reakciok jol ismertek. A mikroorga-
nizmusok inaktivalodasa, a tapanyagok és a mindségi faktorok- (szin, iz, stb. ), valamint az enzimek
bomlésa elsérend(i kinetika szerint megy végbe. Ez azt jelenti, hogy a bomlasi sebesseg aranyos a
kérdéses anyag (vagy mikroorganizmus) koncentraciojaval, Mivel a mikrobapusztulds az alapja
minden sterilezési szanvitasnak, ezért mikrobainaktivalddassal foglalkozunk, ezen keresztll mutat-

va be .az els6rendd kinetikat. Ennek matematikai megfogalmazasa:

dN
-—=k[ON (1)
dt
ahol N = a mikroba koncentracid, vagy a rendszerben 1év6 dsszes él6 mikrobaszam

k = reakciosebessegi allando (hépusztulasi sebességi allando)

A fenti egyenlet integralva No és N, valamint to és t id6hatarok kozott, kapjuk:

NdN_ t
_J;W_k{[dt

N =N,e™
Mo — 1 N,
TN e 50T @
N N/N,
N, - KB DN G k4 MODSZER  k

desosenianel meghatarozasara

tga=K

1037

t

A (2) egyenlet grafikus képei lathatok a 34. &bran.
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A hépusztulas jellemzésére gyakran szokas a k helyett az un. tizedelési id6t megadni:

log(N)

egy log-nyi (10x)
csokkenés

tizedelési id6

{ idé

Az abrabdl és a (2) képlethdl vildgos, hogy az az id6 amely alatt a mikrobaszam egy tizedére
csokken (azaz logaritmikus skalan egysegnyit csokken):

D= 2.303 mivel D= 2.303 Dlog 100 _ 2.303

k k 10 k

mi )

(2,303 a tizes alapu és a természetes alapu logaritmus valtdszama.)

akill. a D értékét a (2) és a (3) egyenlet segitségével meghatarozhatjuk egy adott hémérsékle-
ten. Meg kell hatarozni a kezdeti (No) és a t hOkezelési id6 utan életbemaradt (N) mikrobaszamot.
Az adatok ismeretében k es ebbdl D meghatarozhatd. Néhany baktériumspdra hdpusztulasi sebesse-
gi allandojanak ill. tizedelési idejének éertékeit 121 °C-on a 6. tablazatban adjuk meg:

6. tablazat

Torzs neve k [perc'] D [perc]
Bacillus subtilis 3,8-2,6 0,6-0,9
B. stearothermophilus 0,77 3
Clostridium sporogenes 1,8 1,3

A 34. dbran bemutatott talelési v. mikrobapusztulasi gérbe egy adott hémersékletre vonatko-
zik. A konzervek vagy egyéb készitmenyek sterilezésénél a mikrobakat nem egy konstans h6mér-
séklet hatasanak tessziik ki, hanem a készitmenyek homérseklete valtozik az id6ben. Ezért is ismer-
nlink kell a k fuggését a hémérséklett6l. Két modszer ismeretes a hdmérsékletfliggés megadasara:

1. az Arrhenius-egyenlet,
2. a h6pusztulasi id6 gorbe.
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A reakcidsebességi allandé hémérsékletfiiggését az Arrhenius egyenlet fejezi ki:

—_ -E_ /RT
k=alé ™ 4)
ahol a = empirikus allandd (perc™?)
Ea = aktivalasi energia (Joule/mol)
T = abszolut hémérséklet (K°)

A (4) egyenletet logaritmalva:

Ink=Ina-E_/RT 5)

Az (5) egyenlet egy egyenes egyenlete (Ink—% koordinata |, . 4

rendszerben), melynek tengelymetszete In(a) és iranytangense
Eo«/R. Néhany kiilonb6zd hémérsékleten (T) megmért (k) ér-
tékbdl regresszioval meghatarozhatjuk az 36. abran lathatd
egyenest és ennek segitségével barmelyik hdémérséklethez
tartozo k értéket megkaphatjuk. A gorbe meredekségebdl a
vizsgalt mikroorganizmusra jellemz6 h6pusztulasi aktivalasi
energia is kiszamithato.

36. dbra /T [1/K]

Néhany baktériumspora hépusztulasi aktivalasi energiaja a 7. tablazatban lathato:

Ea
TOrzs neve
kcal/mol Joule/mol
B. stearothermophilus 67.4 2.84*10°
Anaerob putrifikald 72.4 3.03*10°
(rothasztd) torzs
Clostridium botulinum 82.1 3.44*10°

Két fontos, koncepcionalis kdvetkezménye van annak, hogy a mikrobak héinaktivalodasat a
(2) logaritmikus egyenlet irja le:

1. minél kisebb a kezdeti baktériumkoncentracio, annal rovidebb hékezelési id6 sziikséges a
kivant végkoncentracio eléréséhez
2. a hdpusztulasi gorbe sosem érheti el N=0 értéket.

Az elsé megallapitas azt jelenti, hogy egy standard h6kezelés elégseges, vagy elégtelen is le-
het egy készitménynél a kezdeti csiraszamtol fuggben (37. abra). PI. 10 sejtszamnal 30 perc, mig
10° kiindulasi sejtszammal fert6zott élelmiszereknél mar 18 perc is elegendd azonos mérvii sterilitas
biztositasahoz. Az elmondottakbdl az kdvetkezik, hogy az élelmiszereket és egyéb bioldgiai eredetd
nyersanyagokat igyekezniink kell ugy kezelni (pl. hit6lanccal), hogy a kezdeti csiraszamuk minél
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kisebb legyen. Ekkor ui. rovidebb sterilezési id6re lesz sziikség, ami azzal az elénnyel is jar, hogy
az élelmiszerekben nem kovetkeznek be nemkivanatos elvaltozasok (iz-, szin-valtozas, vitamin in-
aktivalodas. A (2.) egyenlet szerint ha N=0, akkor t (sterilezési id6) = o« , tehat N nem lehet nulla,
mert akkor végtelen hosszu hékezelést kellene al-
kalmaznunk. Ezért N értékre biztonsagi okokbdl | leg(N)
kis szamot adunk meg (1072, 10*), ez azt jelenti, 100
hogy csak minden szazadik ill. ezredik rendszer-
ben engedjik meg, hogy egy él6 sejt maradjon a
sterilezés utan. (Ebben az esetben N nem egysze-
rden koncentraciot jelent, hanem a zart egységre /
(konzervdoboz, fermentor) vonatkoztatott csira- 10°
szamot.) A zart egyseg meretében igen nagy k-
I6nbségek is lehetnek, az 1 cm3-es ampullatol a
100 m3-es fermentorig. A negativ tizhatvany egy-
attal valoszindiséget is jelent, annak valdszin(sé-
gét, hogy a sterilezés az adott egységben nem si-
keril. Az 37. dbra szemléletesen mutatja be a spo- hékezelési idé
rak eés a vegetativ sejtek inaktivalédasahoz sziik-
séges idok jelentds eltérését is.

, kisebb indulasi esiraszam

10° o
vegetativ sejtek

sporak

37. abra

Lathato, hogy végtelen szamu id6- hémersékletkombinacié eredményezhet elfogadhatd keres-
kedelmi sterilitast. Az élelmiszerkészitmények gyartasanal azonban nemcsak a sterilitas, az eltartha-
tosag a cél, hanem a készitmeények taplalkozasi, mindségi jellemzd6inek maximalis megdvasa is.
Ezért a min6ségi jellemzbkben és a taplalkozasi értékben szerepet jatszd anyagok hé hatasara bom-
lasi, Kinetikai adatait is szilkseéges ismerniink. A tapasztalatok szerint a hémerséklet emelése a
mikroorganizmusoknal gyorsabb inaktivalodast eredményez, mint a mindségi faktoroknal. Ezt a
felismerést hasznositjak a nagy hémérsekletd, rovid idejl hékezelési eljarasok. (Pl. 132 °C-on a
mikroorganizmusok pusztulasi sebessége minimum tizszerese, a tdpanyagok bomlasi sebessége
pedig csak 2-3-szorosa a 121°C-on mert értékeknek.)

3.2 A konzervkeészitmények sterilezése

Az élelmiszerek, konzervek hékezeléses tartositdsanak alapvetd technoldgiai mivelete abban
all, hogy a tartositani kivant éleimiszert féemdobozba, Uivegbe Iégmentesen lezérva, olyan h6mérsék-
leten és annyi ideig hevitjik, ameddig az élelmiszerben levé mikroorganizmusok elpusztulnak. A
thlzott héhatas az élelmiszer eredeti sajatsagait (allomany, élvezeti érték, iz, sth.) is megvaltoztatja.
Ezért a hokezelési id6t a biztonsdgos minimumra kell csokkenteni. Ebb6l a szempontbdl fontosak
az el6z6 fejezetben ismertetett h6pusztulasi torvényszeriségek. A sterilezési id6é kiszamitaséhoz el-
engedhetetlenek azok az ismeretek, amelyek a konzervekbe valo h6behatolasra, penetraciora vonat-
koznak. A konzervek sterilezésének problémakadrénél tobb kérdéssel kell foglalkozni:

- sz

b) a szlikséges sterilezési id6 meghatarozasaval

3. 2. 1. Hépenetracio
A zéart edényben (doboz, liveg) elhelyezett tartositandd terméket forroviz vagy g6z segitségé-
vel hevitik. A konzervdobozon belil uralkodd héatadasi viszonyok leirdsa nehéz. A legnagyobb
probléma az, hogy az élelmiszeripari nyersanyagok nem egysegesek. Még olyan esetben is, ha pl.
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szilard élelmiszerr6l van sz6 (majkrém, hiskonzerv), az sok esetben sem 0sszetételében, sem fizikai
allapotaban nem homogén. Még bonyolultabb a helyzet, ha egy dobozon belll darabos, szilard
részek mellett folyékony fazis is jelen van.

Az esetek tdlnyomo tobbségében a hé mind vezetés, mind aramlas utjan terjed, azonban a ket-
féle héterjedés aranya valtozo lehet. Shrl anyagoknal, amelyek f6leg csak vezetés Gtjan meleged-
nek, elényds azokat razni, forgatni, ugyanis akkor aramlasos hévezetés is bekdvetkezik.

A hébehatolast szamos tényezd befolyasolja:

a) a termeék fizikai sajatsagai. A termék slrlseége, viszkozitasa nagy hatassal van a felmelege-
dés gyorsasagara. A cukortartalom, de méginkabb a keményitd és egyéb kolloid oldatot eredménye-
z8 anyagok jelenléte csdkkenti a héterjedést a dobozban. Hasonld hatasa van a szilard konzervkom-
ponenseknek is.

b) A hevitendd anyag és a hevitoter kozotti hdfokkilonbség a héterjedés egyik legddntébb té-
nyezOje. Minél kisebb ez a kiilonbség, annal lassibb a héterjedés. Ahogy a termék melegszik, ugy
ez kulonbség csokken, végil a folyamat teljesen lelassul és a hevitend6 anyag h6foka aszimptotiku-
san kozeliti meg a hevitétér hdmérsékletét. Ha tehat gyorsitani akarjuk a héterjedést, és igy csok-
kenteni a kezeléshez szlikséges id6t, akkor a kiilso tér héfokat kell ndvelni.

A hoéterjedést a konzerv-edény anyaga és nagysaga is befolyésolja. Az edény anyag fém vagy
Uveg szokott lenni. Az iveg rossz hévezet6, igy lassan engedi at a h6t. Az edény anyaga olyan ter-
méknél jon komolyan szamitasba, ahol termék belsejében a hétranszfer aramlasos Gton torténik te-
hat gyors a hokozles. llyen esetben az edény hévezetbkepessége hdvezetés sebessegét megszabo
korlatozd tényez6. llyen termékek pl. a borso, ennél a konzervnél ugyanis a szemeket szabadon
mozgo6 folyadék veszi kordl. Itt Gvegedényben gyakran kétszer hosszabb hékezelés szlikséges, mint
a fémdobozos konzervnél. Ahol a héterjedés az edényben elsGsorban vezetéssel torténik, pl.a huské-
szitménynél, ott az edény anyaga nem jatszik nagy szerepet.

Az edény nagysagatol is fligg a h6behatolas sebessége. Nagyobb térfogatnal hosszabb hevitési
id6 sziikséges. Az elmondottakat a hdbehatolasi gérbék segitségével lehet kvantitativan leirni.

Miel6tt azonban ezek targyalasara térnénk, meg kell ismerkednink a hidegpont fogalméaval. A
konzervedényen belul a hémersékleteloszlas nem egyenletes, adott pillanatban az egyes pontok hé-
mérséklete killonbdz6. Tehat a hdmérsékletvaltozas nemcsak az idének, hanem a helyzetnek a fiigg-
vénye. Egy edényen belll hidegpontnak azt a pontot nevezziik, melynek a h6mérséklete adott fel-
melegitési korilmények kozott a legalacsonyabb. A hébehatolas mérésekor tehat feltétlenil meg
kell hatarozni a hidegpont hémeérsékletét a hokezelési id6 fliggvényeben, és a sterilezés szamitasa-
nal ennek a pontnak a hdmérséklet alakulasabdl kell kiindulni.

(a) (1)
C— L — ] e —
| .
- hidegpont . ki
4 £ 1 .-ng ;/ . ’ \l
- | R I
| *® ~
T
[ h A ® 4
_ \_ J
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38. dbra

A hidegpont helyének meghatérozasa a hévezetés Gtjan melegedd terméknél a legkénnyebb,
akkor ugyanis ennek helye az edény geometriai k6zéppontja. Amennyiben a héatadas aramlas Gtjan
torténik, akkor a viszonyok bonyolultabbak.
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Tekintve, hogy az aramlés sordn a nagyobb hémérséklet(i folyadék részek (kisebb slrlség!) a

doboz teteje felé aramlanak. Az edenyben cirkul&cio jon létre, a tengelyben lefelé aramlé folyadék a
hidegpontot lefelé mozditja el. Ekkr a hidegpont a rendszer geometriai tengelyvonalaban, a fenék
kozelében talalhato. llyen esetekben, és kulondsen a tdbbkomponensi konzerveknél, a hidegpont
helyének pontos megéllapitasa csak kisérleti setatmig e Wes e .
Gton torténhet. Erre a célra kis méret§ e 1
elektromos  homéroket  épitenek  be
készitmenybe, amelyek folyamatosan mérik az
egyes pontok hémérsékletét a sterilezés miive-
lete soran.

A hdbehatolési gbrbe a hevitett termék
egy-egy  pontjanak  homeérsékletvaltozasat
mutatja a hokezelési id6 fliggvényében.
Sterilezési szempontbdl természetesen
legfontosabb a  hidegpont  hébehatolasi
gorbéjének ismerete. A gorbék szerkesztése
torténhet empirikus Gton gy, hogy az adott
ponton mért hémérsékletet abrazoljuk az id6
fuggvényében.  De  torténhet  szamitas
segitségével is, amikor a  hoékezelés
paramétereinek €s az anyag hdé technikai
tulajdonsdgainak  ismeretében  matematikai
Osszefliggések segitségével kapjuk meg a
kérdeses homeérsekleti értékeket.

(U

3

Come cemperacone in cans

N

39. dbra

A tartositando konzerv h6kezelését jellemz6 hémérséklet gorbe hdrom szakaszra oszthatd. Az
elsd rész a felmelegedés id6szaka, amikor a konzervdoboz tartalma a kiindulasi hémérsékletrél a
mikroorganizmusok hépusztuldsdhoz sziikséges hémérsekletre emelkedik. A kdvetkez6 szakasz az
un. tartasi szakasz, amely soran a hémérséklet allandonak vehetd, és végul a harmadik a befejez6
vagy h(tési szakasz, amikoris hiitéssel a konzervet a sterilezés hémérsékletérél a tarolas héfokara
hdtik.

3.2.2 A hékezelési id6 meghatarozasa

Amint mar emlitettilk a konzervek sterilezésénél a konzervdobozokban jelenlevd 6sszes mik-
roorganizmust el kell pusztitani. Ehhez tehat az edényt bizonyos hémersékleten meghatarozott ideig
kell hékezelni. Kérdés, hogy az edényeket milyen hosszl ideig kell a h6hatasnak kitenni ahhoz,
hogy biztos sterilitast érjlink el.

3.2.3 Hbkezel6 berendezések

A sterilezést és ennek megfeleléen a sterilezd berendezéseket is tobbféle elv szerint lehet osz-
talyozni, egyrészt kiildnbséget lehet tenni aszerint hogy a sterilezést 100 °C alatt, vagy felett végez-
zuk. A forréspont alatt végzett sterilezési eljarasokat pasztérozésnek is szokés nevezni.

Ennek lényege az, hogy a tartésitando terméket csak kiméletesebb, enyhébb hékezelésnek ve-
tik ala, amely a jelenlevé mikroorganizmusok vegetativ alakjait feltétlentl elpusztitja, de a sporés
alakok egy resze eletben marad. Ez azt is jelenti azonban, hogy a pasztérdzés nem eredmeényez tel-
jesen steril arut, azaz teljesen biztos tartdssagot. A pasztorizalt tej néhany napig, a sér néhany hétig-
honapig tartahato el, azutan megjelenhetnek benne a talél6é sporakbol kicsirazott mikroorganizmu-
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sok. 100 °C felett végzett *igazi’ sterilezés termeszetesen a sporas baktérium alakokat is teljesen in-
aktivalja, ez az eljaras tehat teljeskor( sterilitast eredmeényez.

A sterilezési miiveletek osztalyozasat aszerint is elvégezhetjik, hogy a hevitend6é anyag egy
tdmegben, vagy kis edényekbe adagolva ker(l sterilezés alad. Ennél a felosztasnal altalaban az els6
csoportba folyékony halmazallapotd, szivatty(zhato termékek (tej, gyumaolcsle, sor, stb. ) tartoznak,
mig a masodik csoportba dobozolt, vagy vegbe rakott konzervek.

3.2.3.1 Pasztdroz6 berendezések

A pasztrozésnél altaldban a termeket 65-95 °C-ra melegitik fel, és ezen a h6fokon tartjak
elGirt ideig. A pasztOrozes csak kis pH-ju termekeknél szokas alkalmazni pl. bef6tteknél, gyimaolcs-
leveknél, paradicsomnal, tejnél stb. A mddszer alkalmazhat6saginak tovabbi feltétele az, hogy a
készarut olyan korilmények kozott kell tarolni a felhasznalasig, amely az életben maradt spérak csi-
razasat és az igy képzddott baktériumok elszaporodasat megakadalyozza. (HUiv0s raktar, a tejtermé-
keknél alkalmazott hiit6lanc.)

Ujabban egyre szivesebben alkalmazzak az un. gyors pasztérozést (pillanatpasztérozés),
melynél olyan késziiléket hasznalnak, amelyben a termek hémérseklete joval 100 °C folé emelke-
dik, de ez csak néhany masodpercig tart. Ez a mivelet csak a nevében pasztérizés, hatasaban steri-
lezés. Eppen ezért a pasztrozés és a sterilezés kozotti kiilonbséget az (jabb megfogalmazas szerint
nem abban latjuk, hogy 100 °C alatt, vagy az felett torténik-e a h6kezelés, hanem, hogy a hdkezelés
teljes sterilitast, vagy csak foként a vegetativ alakokra kiterjed®, tehat csak részleges sterilitast ered-
ményez-e.

3.2.3.2 Sterilez6 berendezések

A 100 °C feletti h6kezelésnél a folyadékallapot csak nyomas alatt tarthaté meg, tehat teljesen
zart rendszerben torténik. Az erre a célra hasznalatos keszulékek kdzul csak az autoklavval foglal-
kozunk.

3 Az autoklav a legegyszer(bb, a legrégibb,

hékihasznalas és mas szempontbdl is a leg-
rossszabb sterilez6 berendezés. A hagyoma-
nyos konzervgyarak azonban még ma is na-
gyon gyakran hasznaljak ezt az elavultnak
mondhato, szakaszos (izemmenet( sterilezési
eljarast. Az autoklav all6 vagy fekvd henger-
b6l all, mely henger nyomasbiztosan lezar-
hato, és az 40. abran lathatd szerelvényekkel
van ellatva.

40. 4bra 3
Allshengeres autékliv 40. abra

Az all6hengeres autoklav szerelvényel
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Jelolések:

1. g6z 9. légtelenitd szelep

2. szabalyozdszelep 10. hémérd

3. szabalyozd mszer 11. manométer

4. redukald-szelep, leveg6 12. biztonsagi szelep

5. 1égsz(ir6 13. autoklav-kosar tamasztok
6. gOzelosztod 14. leveg6 a szabalyozohoz
7. vizelvezetés 15. viz

8. kifavatd 16. tulfolyo.

Az autoklav szokasos mérete 100-1500 Lliter, ezért nagyobb teljesitmény eléréséhez 10-20
autoklav egységhdl allé csoport is sziikséges lehet. A dobozolt konzervek sterilezése a kdvetkezo-
képpen torténik: a dobozokkal megrakott autoklav kosarakat, elektromos szallitoberendezéssel be-
rakjak az autoklavba, melybe el6z6leg 1/3 magassagig vizet engedtek, és a vizet g6z bevezetésével
felforraltdk. Ezutan az autoklav fedelét lezarjak, és a szoritd csavarokat szorosra meghtzzak, majd
kinyitjak a légtelenitd szelepet és a g6zszelepet. A bedmld g6z kihajtja a levegdt az autoklavbol.
Amikor a légtelenitd szelepen mar csak g6z aramlik ki, ezt a szelepet is lezarjak és folytatjak a fel-
melegitést egészen az el6irt hémeérsékletig (felmelegitési szakasz). A telitett g6z homeérséklete és
nyomasa kozotti 6sszefliggést a 11. tablazat tartalmazza.

11. tablazat

A telitett g6z absz. A telitett g6z tal- A telitett g6z ho-
nyomasa (ata) nyomasa (ati) foka C°
1,0 0,0 100

1,25 0,25 105

1,5 0,5 111

1,75 0,75 117

2,00 1,0 120

2,25 1,25 126

2,5 1,5 128

Ha elérték a sterilezés elGirt hGmérsekletét, azt meghatarozott ideig allando érteken tartjak
(tartasi id6). A hémérsékletet allandoan ellendrzik és a g6z hozzavezetésével szabalyozzak. A ste-
rilezési idd eltelte utan a g6zszelepet lezarjak es a kifuvatd szelepen keresztul a g6zt elGirt id6 alatt
fokozatosan leengedik (ejtési szakasz). Ezutan a dobozokat hideg vizzel leh(tik. A hideg vizet kdz-
vetlenil az autoklavba vezetik és ebbdl egy tulfolyon keresztil folyik ki. Masik megoldas szerint a
dobozokat az autoklavbdl kosarral egyitt kiemelik és hideg vizes zuhannyal htik le.

A doboz belsejében sterilezés kézben mindig nagyobb nyomas uralkodik, mint amennyi az
autoklav térben van. A dobozban maradt bezart leveg6 nyomasa ugyanis hozzaadddik a belsé rész
homérsékletének megfeleld vizg6znyomashoz. A dobozon belili- és az autoklavban levé nyomas
kiilénbsége az Ugynevezett hatonyomas, ami belllrél kifelé hatd igénybevételt gyakorol a doboz
anyagara. A nyomas viszonyok alakuldsat egy autoklavban az 41. dbra mutatja. Az autoklav nyo-
mas csokkenési, ejtési periodusaban lathatjuk a hatonyomas csucsat. Ennek az oka, hogy a doboz
csak lassan hiil le. Ez az igénybevétel néha a doboz, vagy lveg szetrobbanasat, deformalodasat
(bombéasodas) esetleg zarasfelszakadast eredményezhet.
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Flités Tartas

belsé nyomas

nyomas

=

kiilsé nyomas
az autoklavban

! ado bozban_' .

3.2.3 Fermentacids tapoldatok sterilezése

A hatonyomast két Uton lehet
csokkenteni:

a) ha a konzervek lezarasat for-
ron vagy vakuumban végzik,

b) ha az ejtési szakaszban tul-
nyomast alkalmaznak az auto-
klavban. Ezt vizzel vagy sritett
leveg6vel lehet megoldani. Ez
azt jelenti, hogy a hdtési perio-
dus elkezdésekor, amikor a g6zt
kezdik kiengedni, egy masik
ponton komprimalt levegét ve-
zetnek az autoklavba, és igy a
benne uralkodd nyomas allando
marad, mert az eltavoz6 g6z he-
lyét a sdritett levegd foglalja el.
Ezzel péarhuzamosan folyik a
konzervdobozok vizes hiitése.

41.4bra Nyomasviszonyok a ste-
rilezés soran

A fermentacios tapoldatok sterilezésenek az olyan ipari fermentacioknal van jelent6sége, ahol
egy kivalasztott és feljavitott” mikrobatdrzset szaporitanak a vad torzsek Kkizarasaval. A

tapdolyadékot kétfele technikaval lehet sterilezni:

a) szakaszos sterilezéssel
b) folytonos sterilez6 berendezésben.

3.2.3.1 Tapoldatok szakaszos sterilezése

A tapoldatok sterilezésénél kisebb térfogatoknal leggyakrabban a szakaszos sterilezési mad-
szert alkalmazzék. A tapoldatot ilyenkor megfeleld dsszetételben a fermentorba toltik, igy a fermen-
tor belsd terét, a szerelvényeit és a taptalajt egyszerre sterilezik. A sterilezésnél alkalmazhato fitési
és hitési rendszereket a 42. abra foglalja 6ssze. Lathato, hogy lehet kbzvetlen gézbefuvatéssal (A)
és hoatadod fellleten keresztil: duplikatoros (B) vagy csékigyds megoldassal (C) is h6t bevinni. A
g6z-beflvatasnal természetesen figyelembe kell venni a g6z kondenzalddasabdl addédéd higulast, il-
letve a g6zzel bevitt esetleges szennyez6 anyagokat. A duplikatoros megoldast énmagaban csak Ki-
sebb, néhany kébméteres fermentoroknal hasznaljak, a nagyobbaknal ki kell egésziteni a cs6kigyo-
val. Htésnél szintén duplikatoros és/vagy csokigyds megoldast lehet alkalmazni. A htésre és fi-
tésre ugyanazokat a h6atadoé fellleteket hasznéljak (B, C.)
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42. abra Fermentork hokozlési megoldasai

A szakaszos sterilezésnél az egesz rendszert (tapoldat+fermentor) meghatarozott ideig bizo-
nyos hémérsékleten kell tartani. Jelentékeny azonban az az idd, amely a sterilezési hémérséklet elé-
réséhez, és - a sterilezési id6 letelte utan - a fermentacios hémersékletre valo leh(itéshez sziikséges.
Ez a f(itési, illetve hitési ciklus nagytérfogatl fermentoroknal hosszabb, mint maga a sterilezési idd.
A 43. abran a kilonbodz6 térfogatt fermentorok felfitési, illetve leh(tési id6-diagramjai lathatok. A
flités 43 °C-r6l indul, mivel a taptalaj készitésnél meleg vizet hasznalnak. A kilonbségek a
héatadasi viszonyok romlasaval magyarazhatok. A 1épték novelésénel a térfogat a linearis meret
harmadik hatvanya szerint novekszik, a felllet, amin keresztil a hé atadddik, viszont csak a
masodik hatvany szerint. Emiatt a nagy készilékek héatadasa rosszabb, mint a kisebbeké. A
flt6felulet ndvelése, peldaul csékigydk forméjaban, vagy a kdzvetlen g6z befuvatés javit valamit,
de igy sem lehet a csokkenést teljesen kompenzalni. A fiitési és a h(tési periédus hossza a nagy
térfogatoknal jelentésen megnyulik.
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Kiildnbdzo térfogatu fermentorok fiitési és hiitési
girbei

54843. dbra
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Szakaszos sterilezésnél a sziikséges h6kezelés meghatarozasa azért bonyolultabb, mert a
homérséklet id6ben valtozik, és ezzel a hGpusztulas sebessége is valtozik. A felflitési és a leh(itési
szakaszt nem hagyhatjuk figyelmen kiviil, mert ezek alatt is pusztulnak a mikrobék. Altalaban a 100
fok feletti szakaszt szoktak figyelembe venni, alacsonyabb h6fokon a hépusztulas elhanyagolhatd.

A harom szakaszt kilon vessziik szamitasba, és az eredd pusztulast ezek dsszegeként irjuk fel.

Felfiités Héntartésl Lehlités
i |

!
| |
1
1

Hdmeérséklet

44. abra

A szakaszhataroknal bevezetjiuk az N1 és N2 koztes é16 csiraszamot. Eredeti egyenletiink igy
harom tagra bonthato:

In%:lnhI0 +1n Ny +In|\I2

v 1 NZ %

A hérom tag felirhat6 k.t szorzatok 6sszegekeént:
N,
In— =k, i, +k, [, +k
N f U h —h |

\

A hontartasi szakasz ténylegesen egy egyszer( szorzat, hiszen itt a k értéke allando. A felf(ité-
si és leh(itési szakaszban viszont a k érték valtozik, igy szorzat helyett integralt kell helyettesiteni:

kiD= [k(T )t

Ehhez viszont sziikségvan a k — t fuggvényre. Ezt a megmért hémerséklet — idé gorbébdl (hé-
penetracids gorbe) szarmaztathatjuk. Minden egyes hémérséklet értékhez numerikusan hozzéaren-
deljik azt a k értéket, amit a standardkent hasznalt, nagyon ellenall6 mikroorganizmusokra mar Ki-
mértek és a kézikonyvekben megtalalhato. gy atszerkesztjilk a T-t gorbét k-t gérbévé, amit adatsor
forméajaban kapunk meg. Ez mar numerikusan integralhato, a gorbe alatti teriletek adjak a k.t érte-
keket.
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45, abra

A méretezési feladat altalaban forditott. Nem a végso csiraszamot keressiik, hanem egy el6re
meghatarozott végs6 csiraszam eléréséhez szlikséges hdkezelést szamoljuk. Ebben az esetben a
héntartasi szakasz hosszanak meghatarozasa a feladat. A felftitési és lehdtési szakaszon mérnokileg
nem lehet sokat valtoztatni. Adott készilékben, adott hémérsekletli gbzzel, illetve hitévizzel kell
dolgozni, igy nincs sok mozgastér a technoldgiaban. Az egyedili szabadon véltoztathato paraméter
tartasi id6 hossza.

A sterilezésnél a h6nek nemcsak kedvez0 hatasa (baktérium pusztulas,), hanem kedvez6tlen,
negativ hatasa is van. A legtobb taptalaj esetén a talzott hdkezelés csdkkenti a kivant termék kon-
csokkenteni. A taptalaj bizonyos komponensei ugyanis h6 hatasara bomlanak, pl. a B-vitamin kom-
ponensek inaktivalddnak. Szakaszos sterilezésnél nem lehet a csiramentesitést a tapkdzeg tapértéké-
nek jelentékeny vesztesége nélkul elvégezni, mivel a szok&sos Uzemi fermentor nem engedi meg
nagyobb hémerséklet, illetve nagyobb nyomas alkalmazasat. Nagyobb hémérsékleten ugyanis a no-
vekedési faktorok, illetve vitaminok inaktivalédasanak sebessége kisebb, mint a baktérium hépusz-
tulasi sebessége. A nagyobb homérsékleten torténd sterilezés elonyeit a folytonos sterilezésnel hasz-
nosithatjuk.
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3.2.3.2 Téapoldatok folytonos sterilezése

Targyaltuk, hogy a nagyobb méret(i fermentoroknal a felf(itési és leh(itési id6 jelentdsen meg-
né. Ez rontja a gazdasadgossagot, mert ezeknek az ériasi, draga késziilékeknek az izemdraja olyan
koltséges, hogy ezt nem érdemes hékozlésre ,,fecsérelni”. Ezért dolgozték ki a folyamatos tapoldat
sterilezest, aminek az a lényege, hogy a tapoldatot és az Ures fermentort kilon sterilezik és a csira-
mentes tapoldatot a mar steril fermentorba vezetik. A folyadék sterilezése atfoly6 rendszerben, fo-
lyamatosan torténik. A folyamat harom szakasza nem idében, hanem térben koveti egymast. Ez a
sterilezési modszer egyre népszerlbb lesz, mivel sok el6nnyel rendelkezik a szakaszos eljaréssal
szemben. A folytonos tapoldat sterilez6k a két alaptipusat mutatjuk be:

A go0zinjektoros tipusu sterilez6ben (A) a tapoldat egy gézinjektoron halad keresztil, ahol a
kilonleges kialakitasu szelep g6zt kever a folyadékhoz. A g6z azonnal lekondenzal és a kondenza-
cids héjét teljes egeszeben atadja a folyadéknak. Ett6l a hémerséklet pillanatszerlien a sterilezési
hémérsékletre (135-140 fok) emelkedik. A nyomés ennek megfeleléen 3-3,5 bar. A masodik sza-
kasz a hontartas, ezt egy hészigetelt csékigydban télti a tapoldat, az athaladéas ideje adja hdntartasi
id6ét. A hités megint halmazallapotvaltozassal, pillanatszerien megy végbe. A nagy nyomasu, forrd
folyadék egy expanzios szelepen keresztiil vakuumtérbe I6vell, ahol egy jelent6s része elpéarolog,
ezzel elvonja a hét. A gdzt a vakuumszvattyu tavolitja el, a folyadék a tartaly aljaban gydlik dssze.
A folyadék kb. 80 fokra hil, a tovabbiakban vagy h6cserélon atengedve, vagy a fermentorban ke-
vertetve hitik a fermentacio hémérsékletere.

gozinjekior
Tapoldat he :L
( ~,  BXpanzios
( - szelap —= VaKinim
csokigyo
- Tapoldat ki
46. abra

Egy masik megoldas h6kozlést az igen j6 hdatadasu lemezes hdcserélékkel oldja meg. Ezt a
megoldast a tejiparbol vették at (,,ultrapasztordzés™) és egyre szivesebben alkalmazzak a fermenta-
ciés iparban is.

A hideg oldatot a 2. hécserel6ben el6melegiti a forro, steril tapoldat. A 3. egységben gozfites-
sel masodpercek alatt eléri a 140-145 fokot, ezt a h6fokot a csékigydn athaladva ~2 percig tartja,
majd két lepésben leh(l. EIGbb a 2. egységben adja at héjének egy reszét, majd az 1.-ben hitbviz-
zel hitik le a kivant héfokra. Ez a kialakitas hdatadasi teljesitmény szempontjabol kissé kedvezétle-
nebb, mint az g6zinjektoros, mert a hocserél6 fém fala ellenallast jelent a hé utjaban. Ugyanakkor a
hécserél6kben a bevitt hd nagy részét vissza lehet nyerni, mig a masiknal ez nem lehetséges. A h6-
cserél6s megoldasnal nem kerill kondenzviz a folyadékba, ami megengedhetetlen lenne pl. a tej ult-
rapaszt6rozésénél.
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A folytonos sterilez6kben beallitott hdmérsékletvaltozasokat mutatja a 48. abra. Lathatd, hogy
a folytonos sterilez6 rendszer nagyobb hémérsékleten dolgozik (140 °C), mint a szakaszos eljaras,

ez teszi lehetdvé az igen rovid sterilezési id6t. Az egész folytonos sterilezési ciklus a szakaszos ste-
rilez6 id6szikségletének csak kb. 1-2 %-a.

20 23 20
23 e | i = e
140-C [ perc | o U
Q expanzios hiés Qﬁ
x 2
fi 5
: =
£
WK s
N
idé (perc) idé (pere)

A folytonos sterilezesi mUvelet szdmitasa egyszer(ibb, mint a szakaszos sterilezési eljarase,
mivel a taptalaj pillanatok alatt éri el a sterilezési h6mérsékletet és igy a fiitési és hitési periodus
hatdsa a csiraszamra elhanyagolhatd. A szamitasok csak az allanddé hémérséklet(i szakaszt kell
figyelembe venni, egyszer(ien a k.t szorzattal. Altalaban a folytonos sterilezd késziilék szigetelt

csOvezeték részének hossza adott, ezért a kulonboz6 tartdzkodasi idéket a tapoldat aramlési
sebességének valtoztatasaval allithatjuk be.
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4. FERMENTACIOK LEVEGOZTETESE

4.1 Mikrobak oxigénfelhasznélasa
4.1.1. A mikrobak csoportositasa oxigénigényik szempontjabol:

aerob mikroorganizmusok: ndvekedésiikhdz oxigént igényelnek, enélkil nem tudnakenergiat
termelni, szaporodni (az legtobb ipari folyamat ilyen mikrobakat hasznal)

anaerob mikroorganizmusok: anyagcseréjikhdz, szaporodasukhoz nem igényelnek oxigént.
(Léteznek olyan mikrobak is, amelyek szamara az oxigén méreg, jelenlétében elpusztulnak.)

fakultativ anaerob mikroorganizmusok: olyan mikrobak, amelyek mindkét modon képesek
anyagcsereét folytatni (pl.:élesztd)

Az oxigen felhasznal dsa
Az anyagcserében kétféleképpen hasznosul az oxigen:

- Aterminalis oxidacio soran vizzé alakul
- direkt oxidacios folyamatokban beépil a mikroba sejtanyagaba (csak 1-2%)

A cukor hasznositasa soran széndioxid és viz keletkezik. A CO2 oxigénje a cukorbdl ered, a vizé az
O2-bdél.

A sejtek nem a leveg6bdl veszik fel az oxigént, hanem az 6ket korilvevd vizben (tapoldatban) ol-
dott formaban levé O> molekulékat hasznositjak. (A vizi llatok is igy jutnak oxigénhez a kopoltyu-
ikon keresztul.)

Az oxigén a mikroba szamara egy a felhasznalt szubsztratok kozil, ugyanagy mint pl a szénforras.
Szubsztrat, tehat érvényesek ra a masodik elGadasban bevezetett dsszefiiggések. Ertelmezhet6 a

1 _0C,
failagos szubsztr atlebontasi sebesség: Hs = ; Eld—tz =Q

amit az oxigén esetében a szakirodalomban ps helyett Q-val jeldlnek. Definicio szerint egységnyi
mikrobatdmeg altal egységnyi id6 alatt elfogyasztott oxigén mennyiségét jelenti, azaz a tenyészet
Iégzési intenzitasara jellemzo.

A mikrobak szaporodasa aranyos a szubsztratfogyasztassal, az aranyossagi tényez6 a hozam-
konstans:

g = Hx
ds u. Q Y
Ebbdl kdvetkezik, hogyha a szaporodas a Monod-kinetika szerint fligg a szubsztrat koncentra-
cidjatdl, akkor a fajlagos oxigénfogyasztasi sebesseg is analog médon fligg az oldott O2 koncentra-
cigjatol:

Y_dx_,ux

S,
max
Ko2 +C02

S Q:&:ﬂmx Coz =Q
K+S Y Y Kg, +Cy,

Hy = Hiax
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Az oldott oxigénre is értelmezhet6 a Ckrit kritikus szubsztrat koncentracio.
Az a szubsztrat koncentracid, amely felett a ndvekedési sebesség gyakorlatilag mar nem fiigg a
szubsztrat koncentracidjatol. Ez minden mikrobara és minden szubsztratra méas és mas érték. Ha
maximalis anyagcsere sebességet akarunk elérni, akkor célszer(i a koncentraciot a kritikus érték fo-
|6tt tartani.

Az oxigén oldhat6saga vizben nagyon rossz, mert az Oz nagyon apoléros (hidrofob,
viztaszitd) molekula, ,,nem érzi jol magat” a vizmolekulak kozott. Az oldhatdsag C* 01-5 mg/l (1-5
milliomod rész — nagyon kevés).

Mennyi oxigén kell az anyagcseréhez? Nézziik a cukor és oxigén aranyat:

CeH1206 + 602 =6C0O;2 + 6H20
180g +192¢g (nagyjabol ugyanannyi)

Tiz sz&zalék cukor hasznositadsahoz tehat ~11 % oxigén kellene, de ennyit nem lehet beoldani,
csak milligrammokat. Emiatt kell az oxigént folyamatosan bevinni a folyadékba — ez a leveg6zte-
tés. Altalaban leveg6t buborékoltatunk at a fermentlén, ebbdl oldodik be a gaz a folyadékba. (Ana-
I6gia: megint a halak: az akvariumoknal is szoktak leveg6t buborékoltatni.)

4.2. Az oxigén beoldddésa

A buborekbol az O molekulénak el kell jutnia a sejtekig. Ez tobb 1épéses folyamat, ahol az
egyes szakaszokban kilénbdz6 mechanizmussal torténik az anyagatadas. A fluid fazisokban a Ve-
gyipari mUveletek anyagrészben tanultaknak megfelelGen elktlonitjik a tombfazist, ahol a fazis
mozgasa, turbulenciaja, keveredése miatt mindenutt egyforma a koncentracio; és a falak, fazishata-
rok fellletén kialakul6 hatarréteget/filmréteget, ahol nincs keveredés, és koncetracio kilonbségek is
kialakulhatnak. A két térben az anyag- (és a hé-)atadas mechnanizmusa elter6. A mozgo folyadéek-
ban a kozeg egyltt mozog a benne oldott anyagokkal, magaval viszi Oket, ezt nevezik szallitasi
vagy konvektiv transzportnak. Az allo filmrétegekben ez a mechanizmus nem makddhet, ezért itt az
anyagatadas tisztan diffazioval térténik. Az O2 molekula Gtjanak szakaszai:

A buborék belseje (tdmbfazis) - (gaz)diffazié

Gazoldali hatarréteg - (gaz)diffazié

Folyadékoldali hatarréteg - diffazio folyadékban

Folyadek témbfazis (fermentlé) - konvektiv (aramlési) transzport
Folyadék hatarréteg a mikrobak feluletén - diffazio6 folyadékban
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Az egymast kovetd 1épések kozil mindig a leglassabb a sebességmeghatarozo — ez a diffazio
a folyadékoldali hatarrétegben. Az oxigén beoldddasi sebességének kiszamitasahoz elegend6 ezt a
folyamatot leirni, a tdbbivel nem foglalkozunk. Ezt az egy részfolyamatot kinagyitva:

Levego Fermientlé
buborék hatarreteg | fatomeg
i
O, —
C\'e
c
Diffuzios Konvektiv
transzport transzport

A diffuzi¢ altalanos egyenlete (Fick térvény):

dc__Dﬂ

dt AX
c - koncentracié
X - diffliziés Uthossz
D - difflziés allandd

ahol:

T - id6
Adott esetben az oxigén koncentracidja a folyadékfilm két oldalan C* és Ct A buborék olda-
lon C”, mert itt a koncentracio eléri a telitési értéket, amennyi adott koriilmények kozott egyaltalan
oldddni tud, ez a telités, vagy oldhatosagi hatar. A masik oldalon C: a témbfazisban kialakulé egy-

séges koncentracio. A két széls6 érték kozott linaris koncentracioprofil alakul ki. AC tehat (C* - Cy),
Ax pedig a fellleti hatarréteg vastagsaga. Behelyettesitve:
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dc D

—=—(c*-cC
T x (c*—c,)
A konstansokat dsszefoglalva:
dc *
— =K, @&(c -c
e ( )
KL - tdmegatviteli tényezd (L: liquid — folyadékoldali)
a - a két fazis érintkezési felulete (a buborékok 6sszegzett fellilete)
4.2. A levegbztetést befolyasold technoldgiai paraméterek

Az alapegyenletbdl levezethet6, hogy melyik paraméter hogyan befolyasolja a leveg6ztetést:
c* - a telitesi oxigén koncentracid (oldhatdsag) — néveli az anyagatadas hajtoerejét

a - aleveg0 és a fermentlé érintkezési felulete, a buborékok osszes felilete - noveli az
anyagatadas keresztmetszetét

KL - tomegatadasi tényez0, a feluleti hatarréteg ,,vezetoképessége” O,-re — novelése javitja az
anyagatadast

C” (telitési oxigén koncentrécio) , értéke fligy:

» Henry torvény: minden gaz oldhatdséga aranyos a parcialis nyomassal.

H(t): Henry konstans (hémérsekletfliggd)
Cr=——1L[D pi: az adott gaizkomponens parcialis nyomasa

Parcialis nyomas = résznyomas, gazelegyeknél egy gazkomponens résznyomasa az 6ssznyomason
belll. A komponensek parcidlis nyomasainak 6sszege adja ki az 6ssznyomast. A parcialis nyomas
aranyos a koncentracioval, pl. a leveg6 21% oxigént tartalmaz, és igy az O parcialis nyomasa 21%-
a az 6ssznyomasnak. Technoldgiai lehet6ségek pi névelésére:

- nyomas novelése a késziilékben: ahogy az 0ssznyomas novekszik, vele ng a parcialis is
(mindig 21%-a az 6ssznyomasnak). (Nagyobb, ipari készllékekben a nyomas nem azonos:
fent: a fejnyomas, lent: fej + hidrosztatikai nyomas 6sszege (sokszor ~10 m folyadekoszlop
nyomésa adodik hozzd). Ettél lent nagyobb a C*, de ehhez nagyobb kompresszor kell, na-
gyobb az energiafogyasztas.

- tiszta oxigénnel lehet dusitani a bevitt levegdt. A tiszta oxigén ipari gyartasa megoldott, de
draga.

» HOmerséklet novelésével a gazok oldhatdsadga romlik. Eszerint alacsonyabb hémersékleten kel-
lene fermentalni, de a h6fokot a mikroba optimumara kell allitani.
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» Egyéb oldott anyagok jelenléte is rontja a gazok oldhatdsdgat. Minél tisztabb a viz, illetve higabb
a tapoldat, annal nagyobb a C” értéke. De: itt is a mikroba igénye a dontd, erre kell optimalni az
Osszetetelt.

a - két fazis hatarfelllete

agy ndévelhetd, hogy a buborékok osszfelliletét noveljik
- apré buborékok, nagy fajlagos felulet:
o eleve aprd buborékokat vezetek be (aprd furatok, fuvokak)
o ha nagyobb méretben 1épnek be, akkor intenziv, nyiro keveressel apritjuk a buborékokat.
-  tobb levegdt taplalunk be. Tobb buborék, nagyobb dsszes fellilet. Ennek standard mér6szama
a VVM (Volumen/Volumen/Minutum). Ertelmezése: VVM = m? bevitt levegs /m?3 fermentlé
Iperc. Ertéke az ipari femrnetacioknal altalaban 1 korili (0,5-2 kozé esik).
—  abuborékokat visszatartjuk a folyadekban, nem hagyjuk ket egyenesen felszallni, keveréssel
és terel6 lemezekkel spirélis palyara kenyszeritjik. Ezzel egyidejlileg tébb buborék tartokodik
a folyadékban, ezaltal nagyobb az érintkezesi felllet.

Nagy keszulékeknél: ahogy a buborék folfelé halad, a hidrosztatikai nyomas egyre kisebb, — a bu-
borék kitagul — a felllete nd

KL - folyadékoldali anyagatadasi tényezd

A Ky eredetileg D/x, azaz a diffazios allando és a hatarréteg vastagsdganak hanyadosa. Eszerint
fugg:

-  D-tél (a diffdziot gyorsitand a magasabb hémerséklet, de a h6fok optimum a mikrobétdl fligg)
- x-t6l (felUleti hatarréteg vastagsagat a f6tomeg dramlasanak turbulencidja befolyasolja). Minél
turbulensebb a keverés, annal vékonyabb a film, annal gyorsabb az anyagatadas a fellleten.

A keverést tobbfele modon lehet jellemezni:
- alkeveresi Reynolds szammal,
—  abekevert teljesitménnyel (P/V, kW/m3);

Mi befolyasolja a kevereés intenzitasat (turbulenciajat)?

- a készulék kialakitasa (pl. a kever6 méretei, fordulatszam, kever6k szama, lapatok szama, ti-
pusa, stb.)

- afolyadék jellemz6i (reologia): a Re szamban is benne van a viszkozitas es a slrlség
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4.2.1. Osszehasonlitas levegGztetés szempontjabol:

Keverds )
fermentor Buborék-
e koknna
. .
keverd .
L ]
L
BN
{ BN |
. a ,
i eloszlato
(B
levegd levegd

Keverds fermentor: a kever6 turbulens aramlést hoz létre,

» vekonyabb a hatarréteg — javul a K

> eloszlatja a buborékokat, nagyobb az érintkezési felilet,

keverd és motor kell: dragabb a beruhazas és lizemeltetés
Toronyfermentor:
nincs benne kever6 — olcsébb gyartas és tizemeltetés
keverd nélkul rosszabb a K
a vizoszlop magassaga nagyobb — alul nagy nyomason Iépnek be a buborékok — c* nagy.
a buborékok felszallva kitdgulnak és hosszabb az Gtjuk, tobb id6t toltenek a folyadékban —
nagyobb az érintkezési feliilet — jobb lesz az anyagatadas.
nagyobb nyomasu leveg6re van sziikség — nagyobb nyomasu kompresszor kell — ez dra-
gabb

YV VY

A\

4.3. Mérési modszerek
4.3.1. Mikrobék oxigénigényének (Q) meghatarozasa

1. Gazelemzéssel

Ehhez olyan miszert hasznalnak, amely a gazfazisban képes megmérni az O. koncentraciot
(ehhez az oxigén molekula magneses tulajdonsagat hasznaljak ki). A meéréseket a fermentoron ki-
viil, két ponton, a bemend és elmend levegébél végezziik. A kett6 kiillénbsége ,,bent maradt” a rend-
szerben = ennyit fogyasztott el a tenyészet — ebbdl szamithatd Q (kg O2/ kg sejt/idd).

AC W - .
= levesd be —p [ lEvesd o
Q v IX g g

Ac - Oz koncentracio kiilénbség a be- és
kijové gazaramban (kg O2/m?® levegQ)

W - alevegd térfogatarama (m? leveg6/id6)

V - afermentlé térfogata (m?® I€)

X - mikroba koncentracio (kg sejt/m31é)

fermentor
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Az dramlé gaz térfogata alig valtozik az taramlés sordn, mert az oxigén egy része eltlinik
ugyan a leveg0ztetés soran, de a helyébe a termelt CO kertl.

2. Dinamikus mér éssel

A folyadékban lévéd oldott O, mérésére al-
kalmas elektrodaval folyamatosan mérjiik az oldott
oxigén koncentraciojat. 7

ELEETRODA
Fermentacio kozben 2-3 percre elzarjuk a le-

" NN Zn 2 B} X iy . fermentor
vego betaplalast, és a mért O2 valtozasbol hataroz- m
zuk meg a Q-t. miszer

Fermentacio kdzben az oldott O, koncentracio (DO) valtozasat a kdvetkez6 mérlegegyenlettel
irhatjuk le:

valtozas = beoldddas — a mikrobak fogyasztasa

-@:mad—cyq%

dt -,
\

oxigén beoldddasa a mikroba fogyasztasa

Ha elzarjuk a levegdztetést, az egyenlet beoldddas tagja nullava valik:

Az O3 szint csokkenésének meredeksége a Q-val aranyos. Az O, mérdvel folyamatosan mér-
juk a koncentraciot, analog vagy digitalis modon regisztraljuk,

Az oldott oxigén koncentracio alakuldsa a mérés soran:

1. A fermentacio soran nagyon lassan C -Levledllitas
valtozik az Oz koncentracidja, ez a 1
vizszintes vonal. 2

2. A leveg0t elzarjuk, a mikroba csak
a fermentlében oldott O, -t tudja fo-
gyasztani és emiatt csdkken a kon-
centracio. tgor = -QX

3. A kezdeti szakasz egyenes, mert a
Q.x meredekség allando.

4. amikor eléri a kritikus O2 koncent- Cut 1
racioét, elgorbul, mert Q méar nem al-
lando. t

5. A Qx -bdl a Q kiszamithato
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Gyakori kérdes: Miért van ez a valtozas a cwit-nal? Valasz: az 51. oldalon szerepelt, hogy a Q értéke

a Ckrit fOIOtt allando, alatta pedig csokken.

4.3.2. K a meghatarozasa:

1. Mikroba nélkiili mérések:

Kileveg0ztetés (gassing out): a fermentorba tiszta vizet (néha tapoldatot) toltlink, és azt leveg6ztet-
juk a vizsgalni kivant kérilmenyek (fordulatszam, nyomas, stb.) kdzott. A mérés inditasanal tiszta
nitrogén gézzal levegdztetlink, ezzel egy-keét perc alatt ki lehet ébliteni az oldott oxigént a folyadék-
bol. Az oldott oxigént (DO) méré miszeriinkkel ellendrizzik, hogy a koncentracio nulla. Ezutan
atkapcsolunk nitrogen helyett leveg6re, elinditjuk a levegéztetést és regisztraljuk az oldott oxigén

koncentraci6 valtozasat.

' 3
C c*
I~
N;
i
Levegd indul
Z
"“(I‘FJ fenti In
értéket.
Ka
[
t

Szulfitoxidacios mérés

A leveg0ztetés alap (differencial) egyenletét erre a specialis
esetre megoldva egy logaritmikus modellt kapunk, amelybél a
KLa meghatérozhato.

dc

dt
dc

(c" -c)
C*
c-c

“infh-

K, (¢ -c)
= K aldt
=K, ,al

c O_
C—*H— KLal:t

A koncentracid értekekbdl minden pontra kiszamithatjuk a

értékeket. Ezeket az idd fliggvényében abrazolva egye-

nest kapunk, amelynek meredeksége megadja a keresett K.a

Szintén tiszta vizzel végezziik a meghatarozast. A méréshez azt a kemiai reakciot hasznaljuk fel,

hogy a natrium-szulfit pillanatszerden reagél

2Naz2S03+02 = 2NaxS0y
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Ha a natrium-szulfit oldatot levegbztetjik, a bevitt oxigen azonnal, pillanatszer(en elreagal — amig
szulfit van a rendszerben, addig nulla marad a koncentracio. A reakcid soran a szulfit is fogy, ennek
koncentraciojat par percenként kivett mintakbol a vegyészek meg tudjak hatarozni. Allando leve-
gOztetesnél percenként mindig ugyanannyi oxigén oldodik be, azaz mindig azonos mennyiségu
szulfit fogy, a koncentracio linearisan csokken. A reagald szulfit mennyiségéb6l kiszamithatd vele
reagalo oxigén mennyisége, ez pedig egyenl6 a levegdztetésnél bevitt oxigen mennyiségevel.

dc
SOs™ — =K [@&c*-—c)
dt
de_ K, [&le*
dt
meredekseag
Az alapegyenletben az aktualis koncentracié nulla, ezért a
jobb oldal Kiac* -ra egyszer(isodik. Ez az egyenes meredek-
== ségebdl szamithato, ezt nevezik szulfitszamnak. A telitési oxi-

gén koncentracioval elosztva megkapjuk a Kia —t.
S = Kpald* = szulfitszam
Itt egy kémiai reakcio sebességét mérjik, mégis egy fizikai folyamat — oxigén beoldddasa — sebes-

séget szamoltuk ki. Hogy lehet ez? A két folyamat egymast koveti (konszekutiv). Itt is a leglassabb
folyamat, a beold6das sebessége hatarozza meg az utana kdvetkezd kémiai reakcid sebességét.

» »
» »

fizikai folyamat kémiai folyamat

2. KL a mérés tenyésztés kdzben, a mikrobak jelenl éében

A mérést a dinamikus Q meghatarozasahoz hasonléan a leveg6ztetés ideiglenes elzarasaval hajtjuk
végre, de itt a gorbe masodik, felszalld agat elemezziik.

C i ledllitas

4

Lev. ujraindul t

A szamolashoz irjuk fel Gjra az oxigén anyagmerlegeét a fermentlére nézve:

-%zmaﬁ—cyQa

Biomérndki miiveletek 58/69



Atrendezve:

% =(KaC* -Qx)-K,aC

A c és t adatok ismeretében tobbfele modszerrel is
AclAL meghatarozhatjuk a Kia értékét. Megoldhatjuk a
Y ' differencialegyenletet (a megoldas itt is exponen-
cialis), de egyszeribb, ha az adatokat Ac/At — ¢ di-
agramban abrazoljuk. Egy egyenest kapunk, mely-
-Kia nek meredeksége -Kia, tengelymetszete pedig
(Krac*-Qx).

> ¢

4.4. A leveg0ztetés technikai megoldasai
4.4.1. LevegOztetés keverd nélkal

1/ Kémcsd forgatd: a tenyészetek kezelésének legkisebb mértéke a kémcso.
A kémcsdveket talcaba allitjak, a talcat ferde tengely koril lassan forgatjak, ez-
altal a kémcsében 1évd folyadék is mozog — igy leveg6 oldddik a folyadékba.

2/ R&zolombik

Kupos alaku (Erlenmeyer) lombikba kevés (kb.
negyedrész) tapfolyadékot tdltenek. Ezt a razogép talcajara rogzitik,
ami korkorésen mozog (mint egy szita). A l6gybdlestél folyamato-
san beoldddik az oxigén. A razogépet altaldban termosztalt szek-
rényben helyezik el.

3/ Fellleti tenyésztés

A mikrobak valaminek a feliiletén nének. Ez lehet folyadék (nagy
tepsikben folyadék, a felliletén vastagon ndl a penész), vagy toltott
oszlop (inert toltet — lehet bikkfaforgacs, vagy akér zuzottkd is —
feluletén vékony filmben csorog a tapoldat, és ebben a vékony
filmben ndének a toltethez tapadd mikrobak. Annyi leveg6t kap,
amennyi a folyadekfilmen atdiffundal.)

i

Product Removal
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4/ Torony fermentorok:
Ld. 55. oldal, 6sszehasonlitas. Nem kell kever6t beépiteni, a felszallé buborékok keverik a rend-
szert. Nagy teljesitmény( kompresszor kell a belép6 levegé nyomasanak biztositasara. Alul nagy
hidrosztatikai nyomas (nagy c*), a felszall6 buborékok egyre nagyobbak, nagy a feliletik - haté-
kony lesz a leveg0ztetés.

5/ Mamut szivattyuk

Flgg6leges, fermentlével teli cs6be alul sok levegét
favatnak be. Buborekbol és folyadékbdl &llo oszlop
jon létre, a felszall6 buborékok felfelé mozgatjak a
folyadékot is (emiatt az emeld hatés miatt nevezik és
hasznaljak szivattyunak). Ez egy cirkulaciét indit
meg a fermentoron belll. Ahol a levegl és a viz
érintkezik - jO lesz a levegOztetés. Egy reaktor koré
tobb mamutszivattyu is telepithet6 — tébb cirkulacios
hurok. Akkor miikddik, ha a csében a bearamlé leve-
g6 nagy mennyiség( a folyadékhoz képest.

down come)

in]
fAnaluuu Bubble fondauuanmaua SniiaL usanaifaun

6/ ,,Le Francois™ élesztégyari levegbztet6 rendszer Celumn fhatofunmamut - fothrvermiovn
Az el6bbi valtozata. A terel6 hengert a késziilék kdzepébe épitik. A beflvatott leveg6 felszallva
cirkulaciot indit meg, kdzépen folfelé aramlik a I¢, a szélén viszont lefelé.

4.4.2. Levegdztetési rendszerek keverével:

- apritja a buborékokat
- visszatartja a buborékokat, hogy sokéra talaljanak ki a felszinre és keringjenek
- erés turbulenciat hoz Iétre

1/ Flat-blade keverd (siklapatos keverd)

Wator Sik egyenes lapatok radialisan (6 db)
Acid/base
for pH control Egyszer(, de hatékony keverd, nagy hom-
Steam for lokfeliilet, éles széleken turbulenciat hoz
sterilization létre
- Efﬂg ?éj:lker - Orvények, e_rc’SteI_jes cirkulalas
Ha megforgatjuk, intenziv aramlést kelt.
__ Flat-bladed A tengelytdl a reaktor fala felé dobja a fo-
impeller lyadékot. Altaldban 3-at szoktak egy fer-
Cooling —— _ Gulture broth mentorba épiteni 00 3 szintl keverés -
jacket tobbszoros hurokaramlas
— Baffle
— Diffuser
Sterile air

Harvesting drain
© BENJAMINICUMMINGS *
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2/ Fellleti leveg6ztet6

Szennyviztisztité medence fellletére szerelik, olyan turbinaszivatty, amely felszivja és kidobja a
folyadékot. Nagy ivben kidobja a vizet a fellletre — a viz nagy fellleten érintkezik a leveg6vel, sok
O> tud beoldodni. Hatrany: a frocsko16 szennyvizb0l aeroszolt csinal, fert6zésveszélyes. Nagyon jo
anyagatadast biztosit. Hatranya, hogy nagyon jo a h6atadas is, igy pl. -2 °C-nal a levegé h6mérsék-
letét atveszi a viz és egy fagyos hajnalon a medence varatlanul befagyhat.

g

e .-:!I:'_
S .

Kiegeszitd berendezések:

A leveg06ztetéshez sziilkség van még: kompresszorra és légszlrore.

Kompresszor: nagy teljesitményd, kdzepnyomasu
kompresszor kell, olajmentes leveg6t kell adnia. A
dugattyus nem jo, mert az olajos levegdt ad, illetve
az olajmentes nagyon draga. A centrifugalis nem
elég nagy és erds. Helyettlik: csavarkompresszor.
Két-harom dugohlzoszerlien kiképzett acélrud
(csavar) forog parhuzamosan egy hazban, a hajla-
tok altal kozrefogott terekben viszi a leveg6t a for-
gastengellyel parhuzamosan. Olajmentes leveg6t
biztosit, de visit.

Levegdsziir6k: a leveg6t sterilre kell szdrni (levegd atmegy, baktérium
nem) — szlrémembranok. HGall6 (mert hével sterilezik), viztaszito
anyagbdl keészil (hogy a kondenzviz ne nedvesitse), nemezelt, papirsze-
ri szerkezet. A helyigény miatt nem sik lapban hasznaljak, hanem har-
monikaszer(en dsszehajtjak, és ezt is henger alakdra formaljak (sz(r6-

gyertya).
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5. A TERMEKIZOLALAS MUVELETEI

A mikrobiol6giai technoldgiékat (fermentacok) két szakaszra szoktdk osztani:
upstream processing |  downstream processing
A kettd kozotti hatar az a pont, amikor a tenyésztésnek vége van, a megtermelt hatéanyag

koncentracidja mar nem ng tovabb. Ekkor a kész fermentlevet feldolgozzak, a kivant anyagot a ki-
vant tisztasagban kinyerik bel6le. A két szakaszban mas-méas miveleteket alkalmaznak:

Torzsnemesites sz(rés,
Inokulumkészités centrifugalas
Taptalajkészités sejtfeltaras
Sterilezés extrakcio
Enzimreakcid adszorbcid
Mikrobaszaporitas membransz(irés
Termékképzés csapadékképzés
Bioreaktorok kristalyositas
Levegdztetés kromatogréfia

Eddig az els6 szakasszal foglalkoztunk, most a feldolgozasi miveletek kdvetkeznek.

A bioldgiai uton keletkezett levek jellemz6i
» hig vizes oldatokban (fermentlé) kepzddik a termék
 léptékek valtozatosak (néhany gramm — 10° tonna/év)
o sokféle feldolgozd muveletet tartalmaz
» sokféle zavard anyag

5.2. A feldolgozés fazisai

A feldolgozas a technolégiak tulnyomd tébbségénél nem egyetlen mivelet, hanem miveletsor. Az
egyes lépések egymasra epulésére nincsenek kotelezd szabalyok, nincs egységes séma, de a gyakor-
latban Kkialakult egy logikai sorrend, amit a technoldgiék kialakitasanal érdemes legalabb ajanlas-
ként figyelembe venni.

1. A sejtek/szilard fazis elvalasztdsa
A fermentlé tobbfazist rendszer. A jelen 1év6 sejtek elkilonilt szilard fazisnak tekinthet6k. Lebeg6
szilard fazist képezhet még a tapoldattal bekeriilt és megmaradt szilard szemcsék (széjadara, kuko-
ricadara, szemcsés mez@gazdasagi termékek), esetleg a savkotoként beadagolt mészkdliszt. Kildn
fazist képezhetnek a habgatlo olaj cseppjei is.

(1/b. Sejtfeltaras)
A sejtek Iét6l valo elvalasztasa utan a hasznos termek az esetek tllnyomo részében a 1ében van (ext-
racellularis), de az is el6fordul, hogy a sejtekben marad (intracellularis termék). Ha a sejtben van a
hatéanyag, kinyeréséhez a sejtek feltarasara van sziikség. Ha a l1ében van a hatdéanyag, akkor ez a
mivelet felesleges.
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2. Koncentrélas
El6szor a nagy mennyiségben jelen levd, és nagyon eltérd tulajdonsagu anyagokat valasztjuk el.
Altalaban a legnagyobb mennyiségben jelen 1év6 ,,szennyez8” anyag a viz, ett6l igyekeziink meg-
szabadulni. Ezért nevezziik ezeket koncentralé muveleteknek.

3. Tisztitas
A koncentralt hatdanyag mellett még ott vannak a szennyezések, a tovabbiakban ezektdl tisztitjuk
meg. Két anyagot akkor lehet fizikai modszerekkel elvalasztani, ha valamely fizikai tulajdonsaguk
kilonbozik. Példaul a centrifugalas stirliség-kilénbségen alapul, a desztillacio forrpont-kiilonbsé-
gen, a kioldas oldhatosag-kilonbségen, stb.

4. Végtisztitas
Cél: a minGségi elbirdsoknak valo megfelelés, a tisztasdgot a piaci el6irdsoknak megfelelére kell
beallitani. llyenek pl. gyogyszerkdnyvi elGirasok, szabvanyok, élelmiszertorvény, stb.

Mi a kilonbség a harmadik és negyedik szakasz kozdétt (mind a kett6 tisztitas)?

- A harmadik lépcs6ben a hatdanyag minélteljesebb (lehet6leg 100%-0s) megtartasa mellett a
szennyezOdések eltavolitasa volt a cél (mérnoki megkdzelités).

- Anegyedikben a megfeleld tisztasagot akkor is el kell érni, hogy ha a hatéanyag egy része
elveszik (a terméket eladhato formaba kell hozni — gazdasagi megkozelités).

5.3. Az egyes fazisokban jellemz6 elvalasztasi miveletek

Ezek utan tekintsuk at az egyes fazisokat abbdl a szempontbél, hogy melyikben milyen miveletek-
kel talalkozhatunk. Ezek sem kotelezd érvényli szabalyok, inkabb ajanlasoknak, heurisztikus elvek-
nek tekinthetok.

5.3.1. A sejtek elvalasztasa
Ez klasszikus szilard-folyadek elvalasztasi feladat, miiveletei:
> Szlrés (membransz(rés): méret szerinti elvalasztas
» Centrifugalas: s(rlség kulonbségen alapul6 elvalasztas
Ezek torvenyszeriiségeit a vegyipari mlveletek anyagrész targyalta, itt nem részletezziik jobban.

1Ub. Sejtfeltaras
A sejtfeltardsnak tucatnyi kiilonbz6 maédszere van, ezekkel nem foglalkozunk részletesen

5.3.2. Koncentrélas
A vizt6l valo megszabadulasra tobbféle mdvelet alkalmas.

Extrakcid: kézenfekvd megoldas, hogy a hasznos anyagot atoldjuk
egy vizzel nem elegyed6 szerves oldoszerbe (pl. benzin, olaj, stb.). A fer-
mentlében oldott molekuldk koziil az apolaros/ hidrofob jellegliek atol-
dodnak az oldoszerbe.

Megvaldsitasanal dsszekeverjik a két folyadékot, a hatarfeluleten ke-
resztill végbemegy az atoldddas, ezutan a két folyadék a slrlségkulonb-
ség szerint szétvalik, rétegez6dik, igy elvalaszthatok egymaéstol.

A ket érintkez6 fazisban az oldott anyagok megoszlanak, mindkét ko-
zegben oldddnak valamilyen mértékben. A polaris molekuldja oldott
anyagok a vizes fazisban oldddnak jobban, ott lesz nagyobb a koncentra-
ciéjuk, az apolaris anyagoknal forditva. Rovid iddn belll beall a megosz-
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lasi egyensuly, ekkor a két folyadékfazisban mérheté koncentraciok aranya egy allando6 érték, amit
megoszlasi hanyadosnak nevezink:

K = Coldeszer/Cviz

Adszorpcio: termékink ugy is kivonhato a vizes kdzegbdl, hogy va-
lamilyen szilard anyag (adszorbens) feluletén kétjik meg. Ez lehet
pl. aktiv szén, vagy ioncserel6 gyanta. Egy kdvetkezd 1épésben mas
Osszetételli oldoszerrel leoldjuk az anyagot a felletrdl.

activated carbon

Nem keverend6 Ossze az abszorpcidval, amelynél nem a fellileten,
hanem a fazis belsejében torténik a megkotes, pl. gazok elnyeletése
folyadékban.

Csapadékképzeg/kicsapas: a céltermék ugy kivonhato vizes kozegbdl, hogy az oldatot valamilyen
anyag hozzaadasaval tultelitette tessziik, ett6l csapadék (amorf szerkezetl, nem kristalyos szilard
anyag) valik ki. A csapadékot szlréssel vagy centrifugalassal elvalasztjuk, igy szabadulunk meg a
viztdl. llyen Kicsapd szer lehet:

» Sav/lug (pH allitas) (hétkoznapi példa: amikor a tej megsavanyodik, fehérjetartalma a kelet-

kezd tejsav hatasara kicsapodik)
» SOk (,,kis6zas”)
» Oldoszer (vizzel elegyedd: alkoholok, aceton)

Membranmdiveletek: tdgabb értelemben vett sz(irést valdsitanak meg. A membranok nem csak szi-
lard részecskéket (pl. sejteket) tarthatnak vissza, hanem bizonyos tulajdonsagu, meretd oldott anya-
gokat, molekulékat is kisz(irhetnek az atdraml6 folyadékbol. A membran &ltalanosabb meghatéaro-
zas szerint egy kozbensd fazis két fluidum kozott, amelyen keresztil szelektiv anyagtranszport fo-
lyik. A fluidumok halmazéllapota, a folyamat hajtéereje és a permedld részecskék mérete szerint
sokfele membranmvelet van.
A feldolgozési miveleteknek ebbe a fazisdba azért soroljak, mert ha a viz, és a kis molekuldk &t-
mennek a membranon, de a termeékiink nem, betdmeényithetjuk és tisztithatjuk az oldatot.
Az anyagok membranon valo6 atdramlasanak tobbféle hajtoereje lehet:

» nyomaskilonbség (Ap)

» koncentraciokilonbség (Ac)

> potencialkilonbség (AU)
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A membranos elvalasztasok csoportositasa:

Belép6 Kilép6 Hajtoerd Atlép Visszamarad
fluidum fluidum
Gazpermeacio gaz gaz koncentracid v. | gaz
parcialis
nyomas
Pervaporacié oldat gaz koncentracid v. | gaz
parcialis
nyomas
Dializis oldat oldat koncentracid kismol. nagymol.
kilonbség anyagok anyagok
Elektrodializis oldat oldat elektromos tér | ionok
Reverz omozis | oldat oldat Nyomas oldoszer
Ultrasz(irés oldat oldat nyomas kismol. nagymol.
anyagok anyagok
Mikrosz(rés Szusz- oldat nNyomas nagymol. | kolloid
penzio anyagok részecskek
Sz(irés Szusz- szuszpenzié | nyomas kolloid makro-
penzio részecskék | részecskek

Gazpermeacio

A géazpermeéacios membranokon a kiilénbdz6 gazhalmazallapotd anyagok molekulai eltéré
sebességgel hatolnak at. Ennek kdvetkeztében egyes komponensek feldusithatok a gazelegyben (pl.
a nehezebb nemesgazok). Biotechnologiai alkalmazésa alig van.

Pervaporacio

A pervaporacio ( sz6 szerinti forditasban: atg6zolgés) estében a membran egyik oldalan folya-
dék (fermentlé), a masikon gaz (legtébbszor vakuum) van. A Ié komponensei anyagi minéséguktdl
fliggé mértékben oldddnak be a membran anyagaba, és a taloldalon gaz, pontosabban g6z formaja-
ban jelennek meg.

Biotechnolodgiai alkalmazasa: pl. az etanol fermentacional. A szesziparban az éleszt6k csak
bizonyos alkohol koncentracidig képesek az erjesztésre. Ennek elérésenél a folyamat leall, pedig a
tenyészet még képes lenne tovabbi fermentécidra. Ha a fermentorhoz egy pervaporacios membrén-
modult kapcsolunk, annak membranjan keresztll az etanol atg6z6l6g. Ezt a g6zt kondenzaltatva
egyrészt folyamatosan eltavolithatjuk az etanolt a rendszerb6l, tehat az éleszté miikbdése nem all le,
tobb cukrot konvertal alkoholld, masreszt téményebb alkoholt kapunk, ami megtakaritast hoz a
desztillacional is.

Dializis

A dializis hajtoereje a koncentracio-kuldnbség, mechanizmusa a diffizid. A dializal6 memb-
ranok megfelelnek a klasszikus ,,féligateresztd hartyanak”, a kis molekulakat atengedik, a nagyokat
visszatartjak.

A dializis a fehérjek kis molekulatomeg( szennyezéseinek (pl. s6, koenzim, szubsztrét, stb.)
eltavolitasara alkalmas egyszer(i modszer. A feherjék szdmara a dializal6 hartya atjarhatatlan, a kis
szennyezések viszont konnyen atjutnak, és a koncentracio gradiensnek megfeleld iranyban
eltavoznak a fehérje melldl.

Orvosi alkalmazés: mlvese: a paciens vérét egy dializal6 modulon vezetik keresztil. Itt a
vérbdl eltavoznak azok a kis molekuldju karos anyagcseretermekek, amelyeket a beteg vese nem
tud kivalasztani (pl. karbamid), mig a vérfehérjéket és vérsejteket a membran visszatartja.
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Elektrodializis

Az elektrodializis olyan muvelet, mellyel két, membrannal elvalasztott oldat kozott elektro-
mos tér hatdsara ionaramlas jon létre. A készulékben felvaltva helyeznek el anion- és kationcserél§
membranokat. A membranok kozott sdoldatot vezetnek keresztiil, mikézben a keszulékre egyenfe-
szlltséget kapcsolnak. Az elektromos tér hatasara az anionok az andd, a kationok a katod felé mo-
zognak. Mozgéasuk kdzben az anionok csak az anioncseréld, a kationok pedig csak a kationcseréel
membranon képesek athatolni, a veliik azonos téltésii membranokon viszont az elektromos taszitas
miatt nem. A folyamat eredményeképpen minden masodik membrankdzben a bevezetett oldat io-
nokban elszegényedik, mig a koztes folyadék sotartalma ndvekszik. Elsésorban tengerviz sotalani-

tasara hasznaljak.

Membranmiiveletek molekulaméret szerinti elvalasztasra

Forditott (reverz) ozmdzs (RO)

hajtéereje a nyomas, jellemz6 mérettartoménya 50-
500 Dalton. Méas megfogalmazésban az oldoszer és az
oldott anyag molekulatomege kézott kb. egy nagysag-
rendnyi kilénbség van. A membran anyagan gyakor-
latilag csak a vizmolekuldk hatolnak at. Az alkalma-
zott nyomas elérheti a 20-100 bart is A viz fluxusa
még ilyen nagy nyomaskilonbség mellett is viszony-
lag kicsi. A forditott ozmdzist elsGsorban sok eltavo-
litasra alkalmazzédk, pl. a Kozel-Keleten tengerviz
sotalanitasra, de alkalmazzak kazantapviz el6készité-
sére, és kilonlegesen tiszta viz eldallitasara a gyoégy-
szeriparban.

Ultrasz(irés (UF)

Molekulatdmeg szerint az 500 - 100 000 Dalto-
nos tartomanyban mikodik, bar egyes szerzok a felsé
hatart lényegesen magasabban adjak meg. Az ultra-
sz(ir6 membranon valddi pérusok vannak (a jellemzé
atmérd 1 - 1000 nm) és méret szerinti elvalasztast va-
16sit meg. Alkalmas egyrészt fehérjeoldatok betéme-
nyitésére, és/vagy sotalanitasara (mint a dializis), va-
lamint kiilonbdz{ méretli makromolekulék elvalasz-
tasara.

Mikrosz(rés

Az elvalasztando részecskéek mar nem oldott
molekulak, hanem lebeg6 szilard részecskék. A poru-
sok a 0,1 - 1,0 um tartomanyba esnek. A porusokon
szabadon athatolnak az oldott anyagok, a kis és nagy
molekulak egyarant, valamint a kolloid részecskék
egy része. Teljes visszatartas érhet6 el az él6 sejtekre,
ami lehet6vé teszi kulonféle oldatok (bor, sor, gyu-
molcslé) sterilre szlrését is.
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5.3.3. Tisztitas
A tisztitas fazisaban is sokféle mvelet alkalmazhato:
- az el6z6 1épcsébbl az 6sszes mlvelet hasznalhatd
- kromatografia (nagy felbontasu elvalasztasi mlvelet, amit részletesebben targyalunk)

Kromatogr afia:
Mikddési elve: a kromatografias oszlopban van egy allé és egy mozgo fazis (az aramlo folyadék
vagy géz athatol a mozdulatlan szilérd tolteten), ez a két anyag folyamatosan érintkezik. A toltet al-
talaban nagy fellletd, pordzus anyag.

e A mintét (szennyezett anyag, azaz tobb anyag ke-
A . M\‘ . N\A veréke) a mozgo fazisba adagoljak be. A mozgdé
AL W\ | fazis viszi magaval az molekulakat, azok végig-

mozgofazis N vandorolnak a tolteten. Ezek valamilyen meérték-
Allofazis ben megtapadnak a szilard fazis feluletéen. Megko-

tédik, leoldodik, megkotédik, leoldédik — dinami-
kus egyenstlyban van. A leoldddott molekulédkat az &raml6 folyadék tovabb viszi, a kdvetkez6
megkotédés mar odébb, az oszlop egy tavolabbi helyén kdvetkezik be. igy az erésebben kot6dd
anyagok lassabban vandorolnak az oszlopban, a gyengén kétédk gyorsabbak, a nem kétéddk pedig
a mozgo fazissal egydtt haladnak. Az oszlop végén az egyes komponensek kilon-kilon jelennek
meg, el6bb a gyorsan vandorldk, aztan a lemaradok. A kijové anyagok észlelésére érzékeld ma-
szert, detektort illesztenek a késziilekhez. Az észlelés alapjan az egyes szétvalasztott komponensek
kalon taroloba gydjthetbk.

A kromatogréfias berendezések altalanos felé-
§ pitése:

B |

 Salvent . s | Olddszer szallitas (pl. szivatty(k)
_— Rt Minta adagolés (injektalas)
introduction . Oszlop (toltete az allofazis)
Erzékeld (altalaban optikai, UV, RI)
Solvent . g s sz 2 ,
Separation (szamitdgépes adatfeldolgozas)
e Frakcio gydijtés (mechanikai mozgatassal)

sl R e i Ipari kromatografia: nagy kolonnakon (& 0.5-1
p—— m, h: 2-10 m) hasonlé molekulak szétvalaszta-
sa, pl. glikdz-fruktoz elegy elvélasztasa.

: Analitika (laboratoriumi meretben): nagyon ér-
C zékeny vizsgalati modszerek:

: Gézkromatografia: a mozgdéfazis gaz, pl. argon,
S az oszlop egy vékony acél kapillaris, 100 fok

Faeorder feletti hGmérsékleten végzik. Csak analitikéra

j6, de arra nagyon. Pl. egy borbdl szaznal t6bb

Fraction collector

aromakomponenst lehet igy kimutatni.

HPLC = nagy nyomasu folyadék kromatografia. A toltet szemcséi nagyon kicsik (1-10 um), a nyo-
mas 100 bar is lehet, emiatt acél csovekbol all az egész készllek. A miszer felbontasa annal jobb,
minél kisebbek a toltet szemcséi, viszont ett6l megnd a sziikséges nyomas. Nagyon jé felbontasu és
érzékeny vizsgald eszkdz, minden minéség ellen6rz6 laborban van.
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5.4.4. Végtisztitas

Ebben a végs6 fazisban a terméket a piaci igényeknek megfelel§ tisztasagig kell tisztitani.
Ugyanazt a végterméket tobbféle tisztasagban is forgalomba lehet hozni. Legtisztabbak a gyogy-
szerként alkalmazott anyagok (gyogyszerkonyvi tisztasag), kevésbe szigortak az élelmiszer min6-
ség kovetelményei, a skala masik végén van a ,,technikai” minéség, ezeket mas gyartasok alapanya-
gakent hasznaljak fel. Az ar is valtozik a tisztasaggal, igyhogy gazdasagi szamitasokkal elGre meg
kell hatarozni, hogy melyik tisztasagi szinten mennyire gazdasagos a gyartas, és eszerint kitlizni az
elérendd tisztasagot.

Az alkalmazhaté mUveleteknél itt is elére kell bocsatani, hogy az el6z6 1épcs6kbdl az dsszes
mUvelet hasznalhatd végtisztitasban is. Ezen kivil tipikusan a feldolgozasi technologia legvégen
alkalmazott mdveletek:

Szritas
Gyakorlatilag minden anyag tartalmaz valamennyi nedvességet, ennek mennyiséget szigortan el6-
irjak, mert fennall a lehet6sége annak, hogy a vevl vizet vesz a hasznos anyag araban.
A vizratalmat szaritassal csokkentjik, ennek soran a nedves anyagot folyamatosan meleg levegével
érintkeztetjik (minél nagyobb fellileten), ami elpérologtatja és para formajaban elviszi az vizet. A
levegd hot ad le (ez fedezi a viz parolgashéjet) eés anyagot (vizg6zt) vesz fel — egyidejl hé és
anyagatadéas, nehéz szamolni. Ismerni kell hozza a belépd és kilép6 levegd allapotét (hémersékletét,
paratartalmat).
A bioldgiai anyagok gyakran héérzékenyek, tigyelni kell a szaritd levegé hémérsékletére.

Kristélyositas

Hasonlit a csapadékképzéshez, mert itt is tultelitett oldatbdl valik ki az anyag. De: itt az anyag
rendezett, kristalyos szerkezet(i, nem amorf. A tultelites létrehozasa:

- Beparlassal tomeény oldatot hozunk létre

- Lehlitve az oldhatdsag csokken, az oldat tultelitetté valik.
A kristalyositas soran nem csak a vizt6l szabadulunk meg, hanem nagymértékben tisztul is az
anyag. A kristalyosodas soran a kristalyracsba csak egyféle molekula tud beépdilni a racs szigoru
szerkezete miatt, idegen molekulak nem. Ezért az egykristaly teljesen tiszta anyag. De a tisztasag
mégsem tokeletes, mert a kristalyok feliletén, és a zarvanyokban maradnak szennyezések. Ezért
elvalasztas utan a kristalyokat mossak, ezzel tavolitjak el a feltleten filmszer(ien megtapado
szennyezéseket.
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