Gyakorlat leírása

A gyakorlat során sterilezést végzünk a 300L pilot fermentoron, és KLa mérést a 2L-es fermentoron. Ezen gyak. jegy 3 részből áll: beugró, fermentor kikérdezés, labor aktivitás. A JK része a pilot reaktor készülékrajza, az ehhez szükséges ismertetést videón szükséges meghallgatni (Moodle, kis és nagy felbontásban is fent van), a pilot fermentor részeit a gyakorlaton kikérdezzük (mindenki kap 5 részt, ahányat tud, annak megfelelő jegyet kap). A JK-et a gyakorlat ideje alatt közösen készíti a csoport el. Ez a tapasztalatok szerint gyakran elhúzódik, ezért videós segédlet áll hozzá rendelkezésre a tárgy Moodle oldalán (bimlab2022), amely kiértékelés menete a beugróban is lehet kérdés!
***
Balesetvédelem:

A laboratóriumban az általános munkavégzési szabályok érvényesek. Mérgező és irritatív kémiai anya​gok kis mennyiségeivel kell dolgozni. Tűz- és robbanásveszély, biohazard, radioaktivitás nincs. A gőzvezetékek érintése égési sérülést okozhat!
***

Néhány ellenőrző kérdés:

1.  Egy adott kevert/levegőztetett fermentorban mitől és hogyan függ a KLa ?

2.  Rajzolja fel a KLa meghatározásának kísérletes menetét, és röviden írja le a kiértékelés módszerét.

3. Mik a keverés funkciói?

4. Mi a szulfitszám?

5. Mit jelent az, hogy a sterilitás kritériuma 10-3? Legalább háromféleképpen fogalmazza meg.

6. Miktől függ és hogyan a hőpusztulási sebességi állandó?

7.Milyen mikrobát tételezünk fel fertőzésként  a sterilezés tervezésekor?

8. Mi(k)től függ és hogyan a telítési oxigén koncentráció?
***

1. Oxigén átadás vizsgálata bioreaktorban.
    Javasolt elolvasni a BIM jegyzet 4.5. (283-318. oldal),  4.7 (361- 371.) és 4.8.3. (391-396.) oldali anyagát.
A bioreaktorok oxigén abszorpciós viszonyainak vizsgálatára, a KLa meghatározására több módszert ismerünk:


Szulfitoxidációs módszer


Kilevegőztetéses („Gassing out”) módszer


Dinamikus módszer


Kombinált KLa mérési módszer

1. 1. Szulfitoxidációs módszer

A szulfitmérés során az oxigén abszorpció sebességének mérését egy kémiai reakció sebességének mérésére vezetjük vissza tiszta vízben.

Az oxigénabszorpció szempontjából vizsgálni kívánt bioreaktort Na2SO3 oldattal töltjük meg és levegőztetjük (és kevertetjük). Ekkor katalitikus mennyiségű Co2+ vagy Cu2+ ionok jelenlétében a






   Co2+
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SO32- + ½ O2                  SO42-
Reakció játszódik le. Ez a reakció

· Nullad rendű rekció az SO32- ionokra nézve (0,1-1 Na2SO3  koncentráció tartományban)

            ha van katalizátor: 10-3 – 10-4 mol/l

· Gyakorlatilag irreverzibilis

· Gyakorlatilag pillanatszerű
E tulajdonságokból következik, hogy egyrészt amíg szulfit ionok vannak jelen, addig az oldott oxigén koncentrációja zérus, másrészt a szulfátosodási reakció sebeségét tehát csak az oxigén abszorpció sebessége határozza meg (a reakció sztöhiometriáját is figyelembe véve egyenlő vele!), azaz az r oxidáció sebesség
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Ha tehát megmérjük a reakció sebességét, akkor megmértük az oxigén abszorpció sebességét is. 
A reakció sebességet a szokásos módon mérjük: a reakcióidő előrehaladtával mintákat veszünk, amelyekben meghatározzuk a még el nem reagált szulfit koncentrációt, majd ezeket az értékeket ábrázoljuk az idő függvényében és meghatározzuk az egyenes iránytangensét. A fenti egyenlet értelmében ugyanis a sebesség állandó, tehát a koncentrációk az időben egyenes mentén csökkennek. Ezt a meredekséget mg SO2/l.óra egységben kifejezve kapjuk az un szulfitszámot. Ha sztöhiometria segítségével oxigénre átszámoljuk, akkor az OTR-t  (mmól oxigén/l.óra, vagy méginkább mg O2/l.óra mértékegységben kapjuk.
Jodometriásan követve a szulfit → szulfát átalakulást, az OTR (oxygen transfer rate) kiszámítható a reakciósebességgel arányos tioszulfátfogyás - idő diagram egyenesének meredekségéből:


Δ(tioszulfátfogyás x tioszulfátfaktor (cm3 ))

[image: image15.wmf](

)

C

C

a

K

dt

dC

*

L

-

=

tg α= —————————————————            

Δ idő (min)

1 ml 0,1 n I2 (ill.  tioszulfát) oldat ekvivalens 3,2 mg SO2 –vel illetve 0,8 mg O2-vel.
Az így nyert OTR = KLa C* értékből C* ismeretében az adott levegőztetési/keverési körülményekre jellemző KLa érték is kiszámítható. 
[C* becslését az  új Bioérnöki Műveletek és folyamatok jegyzet 4.5.4. fejezetében (296-299. oldalon) megadott Setchenov módszerrel a Na2SO3 ill. Na2SO4 oldat ionerőssége alapján határoztuk meg, és az 7,753 mg/dm3 értéknek adódott 30oC-on. Ezt az értéket állandónak tételezzük fel a szulfitmérés során, amit alátámaszt Zlokarnik eredménye, aki bizonyította, hogy 1 N Na2SO3 oldatban ugyanannyi az oxigén oldhatósága, mint 1 N Na2SO4 oldatban.]
Valójában a reakciórendszer viselkedése lényegesen bonyolultabb a fent vázoltnál, többek között mivel a levegőbuborékok gáz/folyadék határfelületén lévő stagnáló folyadékfilmben is van szulfit, tehát ott is folyik az oxidáció, és ez a kémiai reakció mintegy „megszívja” az oxigén diffúziót a határrétegben, meghamísítva a viszonyokat. Ezt a gyorsító hatást az un. „enhancement faktorral” szokták leírni. A szulfitszám tehát kissé nagyobb oxigén abszorpciót jelez mint ami egyszerű vizes oldatban (vagy fermentlében) lenne, azonban arra kíválóan alkalmas, hogy értékeivel  reaktorok oxigénátadási viszonyait és adott reaktor esetén a különböző technológiai paraméterek mellett történő levegőztetés hatásait összehasonlíthassuk. 

A szulfitoxidációs módszert csak tiszta vizes modell rendszerben lehet használni, tápoldatban és méginkább lélegző tenyészetben nem!

Hasonló módszert fejlesztettek ki az oxigénnek hidrazinnal történő reakcióját felhasználva is, de az kevésbé terjedt el a szulfitmérésnél.

1.2. Kilevegőzetetéses („Gassing out”) módszer KLa meghatározására


E módszer során N2 árammal kihajtják az oldott oxigént a bioreaktorban lévő vízből vagy mikrobamentes tápoldatból, majd a N2 gázbevezetést megszűntetik és átkapcsolnak levegőztetésre. Ekkor az átviteli függvény
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alakú és ha folytonosan mérni tudjuk az oldott oxigén koncentrációnak a növekedését a telítődés során, akkor e differenciál egyenlet megoldása rajzolódik elénk (pl. egy kompenzográfon):
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A C-t görbéből   a   
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 megoldási forma alapján az alábbi ábrázolásból KLa meghatározható:
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[image: image3]
1.3. Dinamikus KLa meghatározási módszer
A KLa dinamikus meghatározásának módszerét tenyészetekben (nem üres vízben) történő mérés céljára dolgozták ki. Alapja az, hogy amint az az alábbi ábrán látható, szakaszos mikroba tenyésztés során mindig dinamikus egyensúly van az oxigén oldódása és fogyasztása között. Ez az egyensúlyi oldott oxigén koncentráció az ábra szerinti profil szerint változik minden szakaszos fermentáció során (miért?).


[image: image4]
Ha a görbe mentén bárhol leállítjuk a levegőztetést (és csak egy csökkentett intenzitással kevertetünk, hogy a fermentlé homogén maradjon), akkor a C egyenes mentén fog csökkenni mindaddig, amíg el nem éri a kritikus oxigén koncentrációt (miért egyenes?). Ebből az egyenesből meghatározható a légzés sebessége, az ui. az egyenes meredekségével egyenlő (xQ).
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A leszálló egyenes mentén bárhol, ha újra visszakapcsoljuk a levegőztetést, akkor a 
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                                differendciálegyenlet érvényes és az ábrán látható görbe mentén áll vissza az előző egyensúlyi oldott oxigén szint. A görbe néhány pontjából az alábbi linearizálásnak megfelelő ábrázolást elvégezve a kapott egyenes reciprok iránytangense megadja KLa-értékét.
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A dinamikus KLa mérés előnye, hogy tenyésztés közben nyújt információt a a bioreaktor oxigén átadási viszonyairól. Probléma azonban, hogy az oldott oxigén mérésére használt elektród nem valósidejű jeleket szolgáltat, dinamikus viselkedése miatt mindig késésben van a valósidejű oxigén szint értékétől. Ennek kiküszöbölése érdekében többféle eljárás is lehetséges. Először vizsgáljuk meg magát az oldott oxigén mérést.


1.4.Oldott oxigén mérés elektrokémiai módszerrel
A oldott oxigén szint mérésére kétféle amperometriás elvű elektród rendszert alkalmaznak. Az elterjedtebb Clark-elektród esetében külső feszültségforrással polarizálják a Pt katódot, amely körül helyzkedik el az Ag henger anód. Az elektrolit 3 mol/l KCl oldat. Az elektródokat illetve elektrolitot polietilén, szilikongumi vagy teflon memmbrán választja el a mérendő közegtől. Állandó polarizáló feszültség (kb 0,6 V) valamint jól definiált membrán vastagság és membrán – katód távolság esetén az elektródok között folyó áram erőssége arányos a külső térben mérhető oldott oxigén parciális nyomással:
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Ahol
pO2 : az O2 parciális nyomása

D : az oxigén diffuzivitása   membránban

S : az oxigén oldhatósága a membránban

X : a membrán vastagsága

F : Faraday állandó

A : katódfelület
Az oldott oxigén mérő elektród tehát nem oxigén koncentrációt mér, hanem az oldott oxigén parciális nyomásával arányos áram jelet szolgáltat. Ezért minden ilyen műszer 0 és 100 %-os telítettségi szint közötti értékeket mutat. A továbbiakban azonban továbbra is koncentrációról fogunk beszélni (ami, a Henry törvény értelmében arányos a parciális nyomással). 
Henry: C=(1/H)*po2
Mivel az ábra tanusága szerint legalább három diffúziós határréteg jelent ellenállást az oxigénnek a katód felületére jutásakor, ezért érthető, hogy ismernünk kell az elektród dinamikus viselkedését, az időkésés mibenlétét.
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Diffúziós határrétegek az oldott oxigén elektródban



              (K: katód, EL:elektrolit, m:membrán)

1.5.Az elektród viselkedésének leírása egytárolós tagként 
A legegyszerűbb módszer a mérőeszköz időkésésének figyelembevételére az, hogy a mérőműszert (mérőerősítővel, esetleg processzorral és természetesen az elektróddal együtt) egytárolós tagként tekintjük (l. Folyamatirányítás c. tárgy anyagát 42.-43.o: Holtidős arányos tag és az elsőrendű tároló különbsége (l. válaszfüggvéneket)), azaz
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(1)

ahol cm a műszer által mért (az oldott oxigén koncentrációjával arányos) jel, cL pedig a folyadékban mérhető valódi  koncentráció. T az egytárolós tag időállandója.

Az (1) egyenletet deriválva a
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összefüggéshez jutunk. Ha az utóbbi egyenletbe (1)-et visszahelyettesítjük, akkor átrendezve az alábbi összefüggés áll rendelkezésünkre:
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Ennek az egyenletnek a megoldása cm(0)=0 és 
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\EMBED Equation [image: image11.wmf]

(3)

Ebből a formulából az összetartozó (t, cm(t)) adatok birtokában nemlineáris regresszióval a KLa és T keresett paraméterek elvileg meghatározhatók. Ha azonban jobban megnézzük a (3) egyenletet, azt tapasztaljuk, hogy abban KLa és 1/T teljesen szimmetrikus, azaz felcserélve őket ugyanazt az összefüggést kapjuk. Ez azt jelenti, hogy a regresszió végrehajtása után nem lehet megmondani, hogy melyik becsült érték az 1/T, és melyik a KLa.

Ebből a gondolatmenetből azt a következtetést kell levonnunk, hogy a mérőeszköz, és különösen az elektród viselkedésének a pontosabb leírása vezethet el megbízhatóbb, egyértelműbb eredményekhez.
Az eredeti grafikus módszer is lehetőséget nyújt KLA-nak most már az időállíndót is figyelembe vevő meghatározására, ha a 
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Egyenletek alapján a következő linearizálást  és ábrázolást elvégezzük:
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Ekkor természetesen a kísérletes görbének nemcsak az első, hanem a második deriváltját is meg kell határoznunk, ami már meglehetősen nehézkes.
További kérdés, hogy hogyan határozzuk meg az elektród időállandóját. Erre ismert egyik módszer az egységugrás zavarás hatására kiváltott dinamikus válaszfüggvény felvétele. Sajnos nem ismert olyan módszer, amellyel egy 0%  →  100 % oldott oxigén egységugrás kísérletileg pontosan kivitelezhető, ezért  a gyakorlaton egy 100% →  0% egységugrással helyettesítjük. Ez megoldható, ha a dinamikus módszert egy kissé módosítva a szulfitméréssel kombináljuk.

1.6.Kombinált módszer a KLA meghatározására
E módszerrel a szulfit oxidációs reakció tulajdonságait kihasználva határozzuk meg az elektród időállandóját és egyidejűleg dinamikus módszerrel KLA-t is meghatározunk. Természetesen a kémiai reakció miatt itt nem lehetnek jelen mikroorganizmusok. 

A bioreaktort vizzel töltjük meg és a következő kísérletet végezzük el: indítsuk el a levegőztetést és keverést olyan paraméterekkel, amelyek mellett a KLa-t meghatározni kívánjuk. Várjuk meg az oxigénnel való telítődést. Ekkor öntsünk a reaktorba  szulfitoldatot, amelynek legkisebb hányada is azonnal 0-ra csökkenti az oldott oxigén koncentrációt. Az mindaddig 0 is marad, amíg szulfit ionok vannak a rendszerben. Ha a szulfitszámra kíváncsiak vagyunk, most időnként vehetünk mintákat és a fent leírt módszerrel meghatározhatjuk a szulfitszámot. Amikor a szulfit ionok elfogytak, az oldott oxigén koncentráció elkezd emelkedni az átviteli függvénynek megfelelő görbe mentén:
[image: image30.wmf]*

L

C

xQ

dt

dC

a

K

1

C

+

÷

ø

ö

ç

è

æ

+

-

=


A két görbét normáljuk és az elektród válaszfüggvény  1-C’ transzformációjával egy koordináta rendszerben ábrázoljuk és O-∞ intervallumban integrálva az ábrának megfelelően meghkapjuk KLa értékét.
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Az összefüggés matematikailag levezethető az elektród viselkedésének matematikai leírása alapján (ez nem tananyag!)
1.7. elvégzendő feladatok

A gyakorlaton meghatározandó a laboratóriumi bioreaktorra  (BIOSTAT M) adott levegőztetés és kevertetési sebesség mellett a KLa értéke és a szulfitszámmal megadott OTR érték. A gyakorlatvezető által megadott adatsornak és a csoport által meghatározott KLa-nak a felhasználásával  meg kell adni egy olyan függvényt , amely a KLa-nak a levegőztetési sebességtől és a keverés sebességétől való függését adja meg.
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Mivel az OTR (=szulfitszám) mértékegysége mg SO2/l.óra ha ismert mennyiségű volt (0,5g) a bemért szulfit és a víz térfogata (V=1L), akkor a beadagolástól a felszálló görbe indulásig eltelt időből is meghatározható a szulfitszám tehát kéretik stoppert indítani a szulfit beadagoláskor!
2. Szakaszos tápoldat sterilezés pilot plant léptékű biorekatorban
A gyakorlat során BIOSTAT 300D 300 literes kísérleti üzemi léptékű reaktorral ismerkedünk meg.

Megísmerjük a mérési és szabályozási rendszereit, különös tekintettel a hőmérséklet szabályozás megoldásaira.

Modell-rendszerben (azaz a reaktort vízzel feltöltve) szakaszos tápoldat sterilezést végzünk.
300 dm3 összes és 230 dm3 hasznos térfogatú  BIOSTAT  300D  pilot -plant léptékű kevert -levegőztetett bioreaktorban felvesszük a szakaszos tápoldat sterilezésre jellemző hőpenetrációs görbét. 

Feladatok:
( A mért és  megadott adatok alapján számítsuk ki a szakaszos sterilezés szükséges tartási idejét.

(Tanulmányozzuk a fermentációs berendezés csõkapcsolását, és adjunk meg egy lehetséges szelep - kezelési algoritmust a sterilezésre ( készülék, tápoldat és levegõztetési rendszer)

Adatok :


Feltételezett fertőző mikroorganizmus: Bacillus stearothermophilus.

Indulási fertőző csíraszám: a gyakorlatvezető adja meg.


Sterilitási kritérium: 10-3 (de kérdezzük meg a gyakorlatvezetőt is!)


A sterilezés értelmes hőmérséklet tartománya: 100 - 123 oC, ( tartási  hőmérséklet e tartományban lesz). A számításhoz használják fel a fenti mikroba hőpusztulási sebességi állandóit 
A jegyzőkönyvben beadandók: rövid elvi magyartázat, mért adatok, diagramok, számítások, rövid diszkusszió.

Bacillus stearothermophilus 1518 hőpusztulási sebességi állandói 100-130 oC hőmérsékleten
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Fermentációs folyamatok nyomonkövetése: mérés, szabályozás



DO-mérés

: C kicsi, dc/dt nagy                mintavétel,off line mérés lehetetlen

a.: tubing módszer

b: elektrokémiai detektorok

Anód henger: 

Ag/Ag+ (Pb/Pb2+)

membrán

PE,PTFE

10-100μm

Clark-elektród    (Pt/Ag(KCl))

Katódfolyamat:

O2+2H2O+2e-      H2O2 + 2OH-

 H2O2+2e-         2OH-

anódfolyamat:

4Ag + 4Cl-       4AgCl + 4e-

Katódfolyamat:

anódfolyamat:

Mackereth,Johnson-Borkowski el.

                     Au/Pb (AcOH+Pb(OAc)2)

1/2O2 + H2O+2e-          2OH-

Pb                Pb2+  + 2e-

1/2O2 + Pb+ H2O          Pb(OH)2

+

-

polarográfiás

galvanikus

elektrolit













Pt-katód
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