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1. BEVEZETES. A BIOMERNOK ES A BIOTECHNOLOGIA

A biotechnologia definialdsa, meghatarozasa nem konny(i, minden definicié a meghatarozd szajize
szerint elfogult. Vannak, akik csak az ugynevezett ,,modern” biotechnolégiat tekintik biotech-
nolégianak, azaz a génmernokség produktumait, mig masok sokkal szélesebben értelmezik a fogalmat.
Mi az utébbi mddon tekintjik ezt a tudomanyagat, elfogadva az IUPAC &ltal javasolt definiciot, amely
az EFB (European Federation of Biotechnology) altal 1981-ben elfogadott definiciéval azonos:

A BIOTECHNOLOGIAa BIOKEMIA,
MIKROBIOLOGIA és a
MERNOKI TUDOMANYOK
integralt alkalmazdsa  mikroorganizmusok
allati és novényi sejtek/szdvetek
vagy ezek részeinek (pl. enzimeinek)
technoldgiai felhasznélasa céljabol.

Mi sem jellemzi jobban a definicidk sokféleségét, mint hogy az USA kongresszusa is sziikségét
érezte a fogalom definidlasanak 1984-ben:

Biotechnologies are commercial techniques, that use living organisms or substances from
those organisms, to make or modify a product, including techniques used for the
improvement of the characteristics of economically important plants and animals and for the
development of microorganisms to act on environment (Congress of the USA, 1984)

A biotechnoldgia kifejezést egy polihisztor magyar mérnék, Ereky Karoly® talalta ki és vezette be
1919-ben, és a kovetkezOképpen definialta: ,,Biotechnolégia minden munka, amellyel alapanya-
gokbél termékeket allitunk el6 él6 organizmusok segitségével.”

Ezt a korat messze megel6z6 ,,j0” definiciot Ereky avval is megtetézte, hogy szerinte a kékorszak
és a vaskorszak mintajara majd egyszer egy biokorszak is eljon. Sokak szerint ma mar jocskan e
korban éliink.

Természetesen ez az Osdefinici6 és a fentebb ismertetett modernebb értelmezések sem
orokéletiiek, folyamatos revidealasra szorulnak, hiszen a biotechnologia fejlédése rendkiviil gyors,
hatoéteriilete egyre béviil, az alapvetd 1ényeg megmaradasa mellett a definiciot allandoan finomitani
kell. 2005-ben az OECD egy un. statisztikai biotechnologia definiciot adott, amely meglehetdsen
szélesen értelmezi a biotechnoldgia hatdkorét: ,,the application of science and technology to living
organisms, as well as parts, products and models thereof, to alter living or non-living materials
for the production of knowledge, goods and services”.

Ezt egy listaval egészitették ki, amely lista a pillanatnyilag a teriilethez értend6 technikakat,
metodikakat, eljarasokat, megkozelitéseket tartalmazza. fgy a fejlédéssel egyidejiileg e listaalapu
definicié is tovabb alakithatd, kiegészitheto.

A teljesség igenye nélkil az aldbbi felsorolds e lista néhany fontosabb elemét tartalmazza. E listat
mint magyarazo utjelzést kell tekinteni az egyszert definicidhoz.

DNS/RNS: Genomika, farmakogenomika, genetic engineering, DNS/RNS szekvenalas/szintézis/

amplifikacio, génexpresszio, antiszensz technoldgia.

'Ereky Karoly (Esztergom, 1878. okt. 20. — VAac, 1952): politikus, miniszter, gépészmérnok, kozgazdasagi
szakember. Tanulmanyait a bp.-i Miiegyetemen végezte, 1905-t61 az egyetem adjunktusa. 1911-ben megalapi-
totta az allatértékesit6 egyesiiletet, 1912-ben pedig a nagytétényi sertéshizlaldat. Részt vett a Csilléry—Friedrich-
féle ellenforradalmi csoport szervezkedésében. A Friedrich-kormanyban 1919. aug. 27-t61 1919. nov. 24-ig
kozélelmezési miniszter. A nemzetgytilésbe a Keresztény Nemzeti Egyesiilés Partja programjaval keriilt be, az
1922-i valasztasokon megbukott és visszavonult a politikai élettdl. Elnoke volt a Magyar Gyorsirdk és Gyorsiras
Baratai Budai Egyesiiletének. Forras: Eletrajzi lexikon
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6 Biomérndki miveletek és folyamatok

Fehérjék és egyéb molekuldk: Fehérjék és peptidek (nagymolekuldju hormonok) szekvenalasa/
szintézise és engineeringje, proteomika, fehérjekinyerés és -tisztitas, signaling, sejtreceptorok
azonositasa.

Sejt- és szdvettenyésztés és engineering (beleértve a biomedical engineeringet is)
Sejtfuzid, vakcina-/immunstimulans termelés, embriémanipulécio.

Biotechnoldgiai folyamatok, technikak: Fermentacio, bioreaktorok, biobanyaszat, bioleaching,
bioremediacio, bio(l6giai)sziirés, fitoremediacio.

Génterépia, virusvektorok gyogyaszati felhasznalasa.

Bioinformatika: genomok, fehérjeszekvencidk, -szerkezetek adatbazisai, komplex bioldgiai
folyamatok modellezése, rendszerbiologia.

Nano-biotechnoldgia: nano- és mikromanipulacios technikak alkalmazésa olyan ,,szerkezetek”
cléallitasara, amelyekkel a biorendszerek mélységiikben tanulmanyozhatok, és felhasznalhatok pl.
hat6anyag bejuttatasra vagy diagnosztikara.

A biotechnoldgia egy interdiszciplinaris alkalmazott tudomany. A kolcsonhatasokat, illetve az
alkalmazott alapdiszciplindkat vazlatosan az 1.1 és 1.2 dbradn mutatjuk be.

"

informatika

érnoki tudomanyok

vegyészmérndki

bioenginee-
ring

biologia kémia

1.1. abra: A biotechnologia interdiszciplinaris

BIOLOGIAI TUDOMANYOK  MERNOKI TUDOMANYOK

BIOLOGIA KEMIA
MIKROBIOLOG VEGYIPARI
GENETIKA MUVELETEK

GEPTAN
BIOFIZIKA GEPTA e
BIOKEMIA MERES- ES SZABALYO-

ENZIMOLOGIA ZASTECHNIKA

. _UZEMTERVEZES
IMMUNOLOGIA UZEMSZERVEZES

BIOTECHNOLOGIA

bioinformatika

1.2. &bra: Kapcsolat az alapdiszciplinak és a biotechnoldgia kozott

A biomémdk feladatai e komplex tudoméannyal kapcsolatban abbdl a ténybdl adodnak, hogy a
bioeljarasokat a valdsagban, termeld ipari Iéptékekben miikddtetni kell, ami azt jelenti, hogy a
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1. Bevezetés. A biomérnok és a biotechnoldgia 7

laboratoriumi folyamatok léptékndvelését meg kell oldani, az ipari termel6 technologiakat meg kell
tervezni és meg kell valositani, és a mar mitk6d6 technolégidkat optimalis szinten {izemeltetni kell.
Mindekdzben minden szinten meg kell felelni a rendkiviil szigora mindségbiztositasi, GLP, GMP és
validalasi kdvetelményeknek.

Miel6tt a biotechnologiai eljarasok néhany jellemzéjével megismerkednénk, vessiink egy
pillantast a torténeti dsszefoglalasra, amelyben a hagyomanyos és modern biotechnoldgia kialakulasat
és fejlodésének legjelentGsebb allomasait foglaltuk ossze.

1.1. A biotechnoldgia vazlatos torténete

Az aldbbi 0sszedllitasban a klasszikus és modern biotechnoldgia torténetével, a genetika és
biokémia/fiziologia fejlédésének néhany sarokpontjaval ismerkedhetiink meg, amelyek hozzajarultak
a biotechnologia fejlédéséhez.

Kr.e 6000-3000 Egyiptom, Babilon, Kina: kenyérkelesztés kovésszal. Alkoholos
erjesztett italok (gyumolcsle, tej). Sorkészités. Sajtkészités.
Eceterjesztés.

1.3. dbra: Kenyérkészités.
Egyiptomi sirfestmény, Théba,
Kr. e. 1500 koéril

1.4. dbra: Sorkészités és
soraldozat Nin-Harra
istennonek. Monument Blau,
agyagtabla, Sumér Birodalom,
Kr. e. 2500 korul.
(Louvre, Parizs)

Kr.e. 2000 Borkeészités Assziriaban.
500 Az elsé antibiotikum: penészes szdjatdrét hasznalnak
gyulladasok, kelések kezelésére Kinéban.
420 Szbkratész (470?7-399) felveti a genetika elsé problémajat:
Miért nem hasonlitanak a fidszlléttek mindenben apjukra?
Id6szamitas kezdete koriil Sorkészités a keltdknal és a germanoknal is.
Kr.u. 100 koral Az elso inszekticid: poritott krizantém (Kina).
3. szazad Marcus Aurelius Probus: sz616telepités Germanidban.
1150 Alkohol eldallitasa borbol.
1300 Mexiké: az aztékok algat aratnak a tavaikbdl élelmiszerként.
1320 Egy arab torzsf6 eldszor alkalmaz mesterséges
megtermékenyitést ,,szuper 16” kitenyésztése céljabol.
14. szazad Ecetmanufaktura Orléans kdzelében.
1590 Janssen: mikroszkop feltalalasa.

© Sevella Béla, BME www.tankonyvtar.hu
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1630

1650 utan
1663
1680 koral

1.5. dbra: Antoni van
Leeuwenhoek és mikroszkopja

1700

1761

1796

1838
1857

1863-64
1865

www.tankonyvtart.hu

William Harvey megallapitja, hogy a ndvények és allatok
egyarant szexualisan szaporodnak.

Mesterséges gombatenyésztés Franciaorszagban.
Hooke: sejtek létezésének felfedezése.

Antoni van Leeuwenhoek(1632-1723): mikroszkop, spermium,
¢élesztd, baktérium.

Camerarius, Rudolf Jakob (Camerer, 1665-1721) német
botanikus bizonyitja, hogy a virdagoknak is vannak szexudlis
szervecskéik.

Kolreuter, Joseph Gottlieb (1733-1806) német botanikus leirja
az els6 keresztezést kiillonbozo fajtaju ndvények kozott.

Edward Jenner (1749-1823) angol orvos kifejleszti az els6
vakcinat a himlg ellen (vaccinus = tehénbdl eredo).

Schleider-Schwann-sejtelmélet: ,,Every cell arises from a cell.”

Pasteur: a fermentacioért mikrobak, éleszték a felelosek; a
tejsavas erjedés leirasa.

1.6. abra: Louis Pasteur (1822—1895)

(www.accessexcellence.org/RC/AB/BC/Louis Pasteur.php)

Traube feltételezi, hogy a fermentaciot enzimek végzik.

Darwin megjelenteti az ,,On the origin of species” c. munkéjat.

1.7. &bra: Charles Darwin (1809-1882)

Pasteur feltalalja a pasztOrozést.
Mendel kifejti torvényeit.

© Sevella Béla, BME
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1. Bevezetés. A biomérnok és a biotechnoldgia 9

1879
1881
1882
~1885
1893

19. sz&zad vege

1900 korul
1902
1906

1908
1910

© Sevella Béla, BME

1.8. &bra: Gregor Mendel (1822-1884)
(http://en.wikipedia.org/wiki/Gregor Mendel)

Hansen felfedezi az Acetobactereket.

Tejsav fermentacios eldallitasa.

Robert Koch azonositja a thc-t okoz6 baktériumot.
Mesterséges gomba termesztés az USA-ban.

Koch és Pasteur a fermentacids eljarast szabadalmaztatja.

1.9. dbra: Robert Koch (1843-1910)
(http://hu.wikipedia.org/wiki/Robert Koch)

Buchner megallapitja, hogy az élesztdben erjeszté enzimek
vannak.

1.10. &bra: Eduard Buchner (1860-1917)

(http://nobelprize.org/nobel prizes/chemistry/laureates/1907
/buchner.html)

Az els6 kommunalis szennyviztisztito telepek megépiilnek
Berlinben, Hamburgban, Miinchenben, Parizsban és egyebiitt.

A kromoszomaelmélet altalanossa valik.

Az IMMUNOLOGIA fogalom megjelenése.

Paul Ehrlich: Salvarsan, az els6 kemoterapeutikum.
GENETIKA fogalom bevezetése.

Calmette eés Guerin: BCG-vakcina a tbc ellen (bevezetve: 1921).

Thomas H. Morgan bizonyitja, hogy a gének a kromoszéméakon
lokalizalodnak.

www.tankonyvtar.hu
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10 Biomérndki miveletek és folyamatok

1.11. abra: Thomas H. Morgan (1866—1945)
(http://nobelprize.org/nobel prizes/medicine/laureates/1933/

index.html)
1915 A pékélesztogyartas tin. német eljarasanak bevezetése.
1914-16. Pékéleszto és takarmanyéleszt nagyvolument gyartasa

Delbriick, Hayduck és Hanneberg vezetésével.

1916 Weizmann eljardsa az aceton-butanol fermentécioéra.

1.12. dbra: Chaim Weizmann (1874-1952)

(http://www.jewishvirtuallibrary.org/jsource/biography/
weizmann.html )

1915 El6szor talalnak bakteriofagot, baktériumvirust.
1915-16 Szulfitos eljaréas glicerinfermentéciora.
1919 A BIOTECHNOLOGIA sz6 elészor jelenik meg nyomtatasban:

Ereky Karoly magyar gépészmérnok tollabal.

1.13. abra: Ereky Kéaroly (1878-1952)

1920-tol Felileti citromsav fermentacio.

1928-29 Fleming felfedezi a penicillint.

1.14. dbra: Alexander Fleming
(1881-1955) atveszi a Nobel-
dijat 1945-ben

(www.bl.uk/onlinegallery/featur
es/beautifulminds/flemingnobell

ge.html )
1937 Mamoli és Vercellone felfedezik a mikrobidlis transzforméaciok
lehetbségét.
1938 Franciaorszagban elkezdik gyéartani a B. thuringiensis toxin

www.tankonyvtart.hu © Sevella Béla, BME
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1. Bevezetés. A biomérnok és a biotechnoldgia 11

1938
1941
1941-44
1944

1946

1953

1.17. abra:
Watson, Crick és Wilkins

(www.nobelprize.org/nobel priz

es/medicine/laureates/1962/ )

1955
1956
1957
1959

© Sevella Béla, BME

inszekticidet.

A ,molekuléris biologia” kifejezés megsziletik.

Beadle-Tatum: ,,egy gén egy enzim” elmélet.

A penicillin ipari gyartasa elkezdddik.

Schatz és Waksman felfedezik a streptomicint.

Sanger bevezeti a kromatogréafiat az inzulin szekvenalésara.
Avery bizonyitja, hogy a DNS hordozza a genetikai informaciat.

Tatum és Lederberg felfedezik a konjugéciot.

1.15. abra: Edward Lawrie Tatum (1909-1975)

(http://nobelprize.org/nobel prizes/medicine/laureates/1958/
tatum.html )

1.16. dbra: Joshua Lederberg (1925-)

(http://nobelprize.org/nobel prizes/medicine/laureates/1958/
lederberg.html)

Duggar felfedezi a klortetraciklint.

Megindul a szubmerz ecetsav termeleés.
A B, vitamin fermentacios eldallitasanak kezdete.
Ipari 1éptékii biotranszforméacidk kezdete.

Watson, Crick és Wilkins felfedezik a kettds spiralt.

b ‘Y-
Az allati szovet kemiailag definiélt kdzegben szaporithato.
Kornberg felfedezi a DNS polimeraz enzimet.

Kinoshita és munkatarsai: glutaminsav fermentéacio

JACOB és MONOD: genetikai (génszintil) szabalyozas
felfedezese.
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12 Biomérndki miveletek és folyamatok

1.18. &bra: Francois Jacob (1920-)
(www.nndb.com/people/157/000129767/ )

1.19. &bra: Jacques Monod (1910-1976)

(http://nobelprize.org/nobel prizes/medicine/laureates/1965/

monod.html )
- J
1955-60 Szubmerz citromsav fermentacio
1960 Novények vegetativ mikroszaporitésa.
1961 Nierenberg poly-U szintézise, UUU a Phe-t kédolja.
1962 Watson, Crick és Wilkins Nobel-dijat kapnak.
1965 Egér és emberi sejtet fuzionaltatnak.
1966 A genetikai kod megfejtése.
1969 Az elsé in vitro enzim szintézis
1970 El6szor izolalnak reverz transzkriptazt.

Restrikcids enzimek felfedezése

1971 Protoplasztbdl a névény regeneralhato.

1972 Els6 sikeres DNS-kl6nozas.

1973 Rekombinans DNS-modszerek: ,,genetic engineering”

1975 Moratdrium Asilomarban az rDNS-kisérletekre.
Els6 monoklonalis AB (antitest) termelése.

1976 Megalakul a GENENTECH, az els6 géntechnikai vallalat.

1977 A Genentech bejelenti az els6 human fehérje baktériummal
torténd elballitsat: szomatosztatin.

1978 Paradicsom és burgonya szomatikus hibridizacioja (POMATO).

1980 A Chakrabarty-eset: az USA megengedi genetikailag modositott
Iétforma szabadalmaztatasat: ,,superbug”: szénhidrogénfalo
mikroba.

,»Anything under the sun that is made by the hand of man is
patentable” (USA Suprem Court, 1980).

1981 Az els6 transzgénikus emlds (egér).

1982 Humén inzulin — az els6 kereskedelmi rDNS-készitmény.
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1. Bevezetés. A biomérnok és a biotechnoldgia 13

1983 Kary Mullis (CETUS) kifejleszti a PCR technikat (1993: Nobel-dij).
1990 A Huméan genom projekt elindul(HUGO).

1992 Birkaklonozas: az allati sejt is totipotens.

1996 A teljes élesztdgenom ismert.

2000 A huméan genom teljes szekvencidja ismert.

1.2. A biotechnolodgiai eljarasok jellemzdi

Ma a biotechnoldgiai eljarasokat a felhasznalas teriileteinek megfeleléen piros, fehér és zold
biotechnoldgidk csoportjaiba soroljak. A piros az egészséggel kapcsolatos teriileteket, a fehér a kémiai
iparhoz alapanyag- és koztitermék-eldallitas vonatkozasaban kapcsolodd biotechnoldgiai eljarasokat,
mig a z0ld biotechnologia a mezdgazdasaggal, kornyezetvédelemmel és menedzsmenttel,
bioremediaciodval, szennyviztisztitassal stb., valamint a biolizemanyagokkal kapcsolatos eljarasokat és
szolgéltatasokat jelenti.

E haromszini kategorizalas nem 1évén teljes ¢és kielégitd, ma mar néha egész szinskalat
kapcsolnak a biotechnologiak kiilonbozé teriileteihez, amint az alabbi 6sszeallitis mutatja® (ami
természetesen a fenti kategdriak tartalmat némileg megvaltoztatja):

Piros: egészség, orvosi diagnosztika

Sérga: élelmiszer és taplalkozas

Kék: vizkultarak, tenger-biotechnoldgia

Fehér: bioipar

Arany: bioinformatika, nano-biotechnolégia

Z0ld: mezogazdasag, biolizemanyag, biotragya, bioremediacio, szennyviztisztitas,

geomikrobiol6gia

Barna: széraz, sivatagi teriiletek biotechnoldgiaja

Fekete: bioterrorizmus, biofegyver...

Bibor: szabadalom, publikalas, Gjitas...

Sziirke: klasszikus fermentacio és biofolyamat-technoldgia
IPAR

\'ECY!P.\R

/ \\

l () ENERGIA

h) L BIOETANOL
METAN

EGESZSEG @ /

UJ GYOGYSZEREK \’7\\/

GENTERAPIA o

DIAGNOSZTIKA -
ALLATEGESZSEGUGY

ALAPANYAG
ENERGIA /
TECHNOLOGIA
\\\J b \ ELELMISZERIPAR
KORNYEZET ~ MEZOGAZDASAG
KORNYEZETVEDELEM REZISZTENS NOVENYEK

TRANSZGENIKUS ALLATOK

1.20. &bra: A biotarsadalom

Ereky Karoly megjésolta, hogy az ipari forradalomhoz hasonl6an egyszer eljon egy biokorszak is.
Sokak szerint a 21. szazad éppen ez a biokorszak lesz, és gy tlinik, hogy ez mar el is kezd6dott,
hiszen mér latszanak az Ggynevezett ,,biotdrsadalom” korvonalai. Ez a fogalom azt jelenti — és az abra
szerint bizony ma mar ez jellemzévé kezd valni —, hogy a mindennapi élet minden szegmensét

2 E. J. Da Silva (2005): The Colours of Biotechnology: Science, Development and Humankind
Electronic Journal of Biotechnology.
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atszovik a biotechnoldgiak. Masképpen fogalmazva: biologiai az alapanyag (évenként megujuld
lignocelluldz- és cukorbazis), biologiai eredetli az energia (lignocelluldz alapti héer6miivek, bioetanol,
biodizel) és bio a technologia is, amellyel ezeket feldolgozzak, illetve felhasznaljak.

A Kklasszikus és modern biotechnologiai eljarasok sokféleségét a kovetkez6 néhany tablazatos
Osszeallitassal reprezentaljuk, bemutatva egy sor terméket és termelé organizmust, valamint
felhasznalési tertletet.

Az els§ tablazatban olyan élelmiszeripari termékeket soroltunk fel, amelyek kozvetlenl
végtermékként fogyaszthatdak.

1.1. tablazat: Fermentalt élelmiszeripari végtermékek

Termék Alapanyag
alkoholos italok 82016, gyiimdlcsok
sor, bor, palinkak malata, burgonya, gabonafélék
nem alkoholos élelmiszerek

Mikroorganizmus
Saccharomyces cerevisiae

ecet

bor, malata, etanol

Acetobacter aceti

savany( kaposzta

fejes kaposzta

Leuconostoc mesenteroides
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis

olivabogyd

oliva

Pediococcus, Lactobacillus

savany( kovasz

rozs- és buzaliszt

Lactobacillus sanfranzisko
L.fructivorans, L.fermentum
Torulopsis holmii, S.cerevisiae...

siitéipari termékek ... liszt Saccharomyces cerevisiae

tejtermékek

tejfol tej Streptococcus lactis ssp cremoris
Streptococcus lactis ssp
diacetylactis

joghurt tej Streptococcus salivarius ssp
thermophilus
Lactobacillus delbrueckii ssp
bulgaricus

kefir tej Candida kefir, Lactobacillus
kefir,
Lactobacillus acidophilus,
Streptococcus lactis

lagy sajtok tej Penicillium caseicolum,
P.camemberti
Penicillium roquefortii

kemény sajtok tej Streptococcus salivarius
thermophilus
Lactobacillus helveticus
Propionibacterium freudenreichii

hdsaruk

kolbaszfélék his Lactobacillus spp,
Staphylococcus
Micrococcus varians

sonkafélék his Vibrio costicola, Staphylococcus

élvezeti szerek

kavé kavébab Enterobacter,
tejsavbaktériumok, élesztok

tea, dohany tealevél, dohanylevél (endogén enzimek)
Pediococcus sp

kakad kakadbab élesztOk, tejsavbaktériumok
ecetsav-baktériumok, bacillusok

szOjaszosz rizs, liszt, sz6ja Aspergillus orizae

Lactobacillus, Torulopsis sp.
Zygosaccharomyces rouxii

www.tankonyvtart.hu

© Sevella Béla, BME



http://www.tankonyvtart.hu/

1. Bevezetés. A biomérnok és a biotechnoldgia 15

A kovetkez6 tablazat olyan termékeket tartalmaz, amelyeket adalékanyagként hasznalnak az
élelmiszeriparokban a végtermékben vagy a technolégiai 1épések soran.

1.2. téblazat: Biotechnoldgiai termékek az élelmiszeriparban

Termék

Felhasznélas

Termel6 mikroorganizmus
(forras)

gyumdlcssavak

citromsav E330-333

italok, dzsemek, sz6rpok
tejtermékek

Aspergillus niger

itakonsav

margarin

Aspergillus terreus

glikonsav E574-579

stitépor, kolbasz
fémtisztitas

Aspergillus niger

fumarsav E360-369

desszert, tejtermékek
hiskészitmények

Rhizopus, Mucor

almasav E350-352

italok, dzsemek, zselék
cukorkak, olajok, kenyérkészitmények

Aspergillus niger
Penicillium brevicompactum

borkdsav E335-337

italok, desszertek, zselék

Penicillium notatum
Aspergillus griseus

borostyankésav E360-369

izesitd, K-, Ca-, Mg-sék mint
NaCl helyettesitok

Rhizopus, Mucor, Fusarium

tejsav E270 gyumdlcslé, majonéz, desszertek Lactobacillus delbrueckii,
stit6ipar, tejtermékek, Lactobacillus casei
hiskészitmények
aminosavak
Glu E620,621 izer6sitd, izesitd: ,umami” iz okozéja | Corynebacterium glutamicum,
Brevibacterium flavum
Lys ételkiegészités, takarmany Corynebacterium glutamicum
Trp Antidepresszans,takarmany Corynebacterium glutamicum
vitaminok

kobalamin (B;,)

élelmi kiegészités

Propionibacterium shermanii

riboflavin (B,) E101

élelmi kiegészités

Ashbya gossipii
Eremothecium ashbii

B-karotin

élelmi kiegészités

Blakeslea trispora

aszkorbinsav E300

biotranszformacid
(pl. Gluconobacter)

izesité anyagok

IMP E630-633
GMP E626-629

izkiemeld, levesporok
konzervek

Brevibacterium ammoniagenes,
Corynebacterium glutamicum

gélesité anyagok

alginat E400

fagylalt, puding, habok

Acetobacter vinelandii
tengeri alga

xantan E415

italok, 6mlesztett sajt, krémsajt
pudding, dresszingek
emulzidstabilizalas

Xantomonas campestris

pektin  E440 dzsemek, fagylalt, sajt, majonéz alma, citrusfélék

enzimek
glikdz izomeraz fruktdzszirup, izocukor Arthrobacter sp, B. coagulans
B-glukanéz 1észiirés Trichoderma harzianum

B-galaktozidaz

tejcukor-eltavolitas

A. oryzae, Kluyveromyces
fragilis

o-amilaz keményitGbontds B. licheniformis, A. niger

glukoamilaz keményitébontas A. niger, Rhizopus oryzae

pektindz gyimodlcslé-, borsziirés A. niger, A. oryzae,
Penicillium simplicissimum

katalaz H,0, felesleg eltavolitasa pl. tejbdl Micrococcus lysodeicticus

glukézoxidaz O, eltavolitasa konzervekbdl A. niger

rennin tejalvasztas, sajtgyartas borjigyomor, Bacillus spp

© Sevella Béla, BME
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Streptococcus lactis
proteazok tésztagyartas, italgyartas Bacillus cereus, B. subtilis
sajtgyartas, huskészitmények B. licheniformis, A. orizae
szbjakészitmények
lipazok sajtizesités, fehérjék zsirmentesitése Candida lipolytica,
zsirsavak, zsirok, olajok észterezése Aspergillus niger,
Mucor javanicus
antocianaz borok szintelenitése novényi eredetli
lyzozim kés6i sajtfelfavodas tojas
megakadalyozasa
1.3. tablazat: Nagy mennyiségben termelt mikroba eredetii enzimfehérjék
és a termelé mikroorganizmusok
o-amilaz Bacillus amyloliquefaciens,
Thermobacterium sp.
B-amiléz B. polymyxa
amylogliikozidaz Aspergillus niger
cellulazok Trichoderma reesei

gliikéz-izomeraz

glikdz-oxidaz
o-D-gliikozidaz
lipdzok

pektinészteraz
savas proteinaz
alkalikus proteinaz
neutralis proteiaz
pullulanaz
poligalakturonaz
penicillin acilaz

Streptomyces oligochromogenes

B. coagulans
A. niger
A. niger
A. niger

Candida cylindraceae
Geotrychum candidum
Rhizopus arrhizus, Mucor sp.

A. orizae
A. saitoi

A. orizae B. amyloliquefaciens
Bacillus stearothermophylus
Aerobacter aerogenes

A. niger
E. coli

Az enzimek eldallitasaval kapcsolatban jegyezziikk meg, hogy a legnagyobb mennyiségben a
proteolitikus enzimeket termelik (ez az 6sszes enzim mintegy 58%-a), ezen belul az alkalikus
protedzok 25%, az egyéb protedzok 20% és a sajtenzim rennin 10%-ot képviselnek.

Az amilazok ¢és a gliikozizomeraz, azaz a keményitdlebonto, illetve cukoratalakitd enzimek is
mintegy 25%-ot képviselnek a teljes enzimpiacon. A gydgyéaszati (terdpias) és analitikai, illetve
diagnosztikai célra felhasznalt enzimkészitmények a piacnak mintegy 10%-nyi szegmensét jelentik.

1.4. tablazat: Mikrobdk termelte nemfehérje polimerek és a termeld mikrobdk

alginat

celluléz

curdlan

dextran
foszfomannan
poli-B-hidroxibutirat
szkleroglukan
Xantan

Azotobacter vinelandii
Acetobacter sp.
Agrobacterium sp.
Leuconostoc mesenteroides
Hansenula capsulata
Alcaligenes eutrophus
Sclerotium glucanicum
Xantomonas campestris
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1.5. tablazat: Mikrobatermék aminosavak és a termel6 mikroorganizmusok

D, L-alanin
L-arginin
L-citrullin
L-glutaminsav

Brevibacterium flavum
Brevibacterium flavum
Bacillus subtilis
Brevibacterium flavum
Corynebacterium glutamicum

L-hisztidin Corynebacterium glutamicum

L-izoleucin Brevibacterium flavum

L-leucin Brevibacterium lactofermentum
Corynebacterium glutamicum

L-metionin Brevibacterium flavum

L-ornitin Microbacterium ammoniaphilum

L-fenilalanin Brevibacterium lactofermentum

L-prolin Corynebacterium glutamicum

L-treonin Corynebacterium glutamicum

L-triptofan Brevibacterium flavum

L-tyrozin Corynebacterium glutamicum

L-valin Brevibacterium lactofermentum

L-szerin Corynebacterium hydrocarboclastus

1.6. tablazat: Szerves savak és a termelé mikrobak

ecetsav Acetobacter aceti

D-arabino-aszkorbinsav Penicillium notatum

citromsav Aspergillus niger

eritorbinsav Penicillium cyaneofulvum

fumarsav Rhizopus delemar

gliikonsav Aspergillus niger

itakonsav Aspergillus terreus

2-keto-glikonsav
o-keto-glutarsav
2-keto-L-gulonsav

Serratia marcescens
Candida hydrocarbofumarica
Gluconobacter melanogenus

tejsav Lactobacillus lactis...
L-almasav Brevibacterium ammoniagenes

1.7. tablazat: Illlatanyagok, amelyek mikrobakkal termelhetok
anizsaldehid anizs Trametes sauvolens
benzaldehid mandula Trametes sauvolens
benzil-alkohol gyumolcs Phellinus igniarius
citronellol rézsa Ceratocystis varispora
y-dekalakton barack Sporobolomyces odorus
diacetil vaj Streptococcus diacetylactus

p-metil-benzil-alkohol
Me-p-metoxi-fenilacetat
Me-fenilacetat
6-pentil-a-piron
tetrametil-pirazinok

jacint, gardenia
anizs

méz

kokusz

dio6

Mycoacia uda

Trametes ordorata

Trametes ordorata
Trichoderma viride
Corynebateriumc glutamicum
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1.8. tablazat: Egyéb, vegyes mikroba-termelte vegyuletek

antipain protedz-inhibitor Streptomyces sp.
karotenoidok pigmentek, provitaminok Dunaliella bardawil(alga)
emulzan emulgeélészer Acinetobacter calcoaceticus
giberellinek névényi hormonok Giberella fujikuroi
herbicidin herbicid Streptomyces saganonensis
indigo pigment Escherichia coli

inosin izfokozo (ételizesitd) Bacillus subtilis

lizergsav ergotalkaloid szarmazékok Clariceps paspali

B, vitamin Propionibacterium shermanii
sikonin gyogyszer, szinezék Lithospermium sp.

A ma ismert tobb ezer antibiotikum kdzil a legismertebbeket listazza a 1.9. tablazat.

1.9. tablazat: Antibiotikumok

Antibiotikum | Tipus | Termel§ torzs

Penicillin G laktam Penicillium chrysogenum
Streptomicin aminoglikozid Streptomyces griseus
Bacitracin polipeptid Bacillus licheniformis
Cefalosporin C polipeptid Cephalosporium acremonium
Klortetraciklin tetraciklinek Streptomyces aureofaciens
Griseofulvin spirociklohexén Penicillium griseofulvum
Gentamicinek aminoglikozid Micromonospora purpurea
Nistatin tetraén Streptomyces aureus
Oleandomicin makrolid Streptomyces antibioticus
Tirocidin ciklikus polipeptid Bacillus brevis
Vankomicin glikopeptid Streptomyces orientalis

A 1.10. tablazatban rekombinans DNS technikaval kifejlesztett (tovabbfejlesztett) biotechnologiai
eljardsokkal termelt anyagokat sorolunk fel. Ma mar természetesen nagysagrendekkel tobb ilyen
termék van. Tudni kell, hogy példaul a klasszikus fermentacios termékeket is — citromsav, tejsav,
mosdporenzimek stb — ma mar szinte kizardlag az Uj biotechnikék segitségével feljavitott, fejlesztett,
genetikailag manipulalt mikrobakkal allitjak el6.
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1.10. tdblazat: rDNS termékek

TERMEK | FELHASZNALAS

Human inzulin cukorbetegség

Human interferonok ( a-, B-, x-1FN) antivirus/antitumor terapia

HGH (emberi névekedési hormon) torpendvekedés ellen

Hepatitisz B virusprotein virusellenes vakcina eldallitasa

Urokinaz trombolitikus hatas

L-fenil-alanin az aszpartam édesit6szer alapanyaga

o-amilaz keményitéhidrolizis

Allati névekedési hormonok tej/hustermelés fokozasa

Sz4j-és koromfajas virusprotein allatgyogyaszati vakcina

E.coli K-88 és K-99 protein vakcina a borju és malacneveléshez
(toxin okozta hasmenés ellen)

L-triptofan takarmanykiegészito

L-treonin takarmanykiegészito

Véralvadas VIII és IX faktora hemofilia

Eritropoietin (EPO) anémia, kronikus veseelégtelenség esetén

Humén szérumalbumin vérkiegészité anyag

A herpesz, a malaria és az influenza fehérje- vakcinak

antigénjei

Immunglobulinok monoklonalis antitestek

Limfokinek, elsésorban interleukin-2 az immunrendszer serkentése
(baktérium/virusfert6zések,antitumor-terapia)

Szoveti Plasminogen Aktivator (TPA) trombolitikus hatas

Tumor Nekrosis Faktor (TNF) antitumor-terapia

Borjuoltd (rennin) sajtgyartas

A biotechnoldgiai iparok egy komoly nagyipart jelentenek, hatalmas termelési kapacitassal €s
tetemes termelési értékkel. A USA-ban 2002-ben 1300 biotechnoldgiai vallalat miikk6dott mintegy
140 000 alkalmazottal. Ugyanekkor az EU-ban 1179 biotechnoldgiai cég 33 000 alkalmazottja
7,6 Mrd eurd értéki terméket allitott el6.

A biotechnolégiai iparok altal termelt termékek volumene és termelési, illetve kereskedelmi értéke
rendkiviil széles hatarok kozott mozog, és ez utdbbit elsésorban két tényezO6 hatdrozza meg: a
keresettség, illetve a felhasznalasi mennyiség igény, valamint a fermentacié végén, a fermentlében
hozzaférhetd, a feldolgozast nagymértékben befolyasold termékkoncentracid (amelyek az 1.21. 4bra
szerint a néhany szaz gramm per litertdl a néhany miligramm per liter tartomanyba esnek).

Erdekes képet kapunk, ha dsszevetjiik ezt a biotechnoldgiai eljarasok soran megtermelt un. vagasi
fermentlében mérhet6 hatéoanyag-koncentraciot és az eladasi arakat: ez egy vilagos, egyenes menti
korrelaciot mutat. Minél kisebb tehat a hatéanyag koncentracioja, annal nagyobb a termék értéke. Ez
teljes mértékben egybevag a kereslettel is, minél olcsobb a termék, annal nagyobb (Iehet) az eldallitott
mennyiseg. Indokolt ez, hiszen példaul a mosdéporenzim csak akkor eladhat6, ha olcso, és akkor
viszont igény van arra, hogy minél nagyobb mennyiségben allitsak el6, ami csak igy lehetséges, ha a
koncentracidja is nagy (1.21. abra).
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1.21. abra: A biotechnoldgiai termékek kereskedelmi értékének és a koncentracidjanak dsszefiiggése

Egy 2005-ben készilt piaci elemzés szerint a teljes fermentacids ipar méretét az évi 14,1 milliard
dollar jellemzi, amelyet 2009-re 17,8 milliardra prognosztizaltak. Ezen belll a nyers antibiotikumok
piaca volt a legnagyobb: 5 Mrd, ami érdekes mddon ugyanannyi, mint 1998-ban, és ez a névekvo
termelés melletti arcsokkenéseket jelzi. Az aminosavpiac volt a masodik legnagyobb és kdzel
leggyorsabban névekv6 piac, mig 2004-ben 3,5 Mrd volt, addig 2009-re 5 Mrd-t josolnak. A harmadik
legnagyobb piaci szerepld a szerves savak kore, amelynek felfutasat 3 Mrd dollarra varjak. Ezeket az
adatokat a vildggazdasagi valsag nyilvanvaléan nagymeértékben befolyasolta, azonban a biotech-
nologiai ipar nagysaga és fejlodése igy is bizonyithato.

Ezen altalanos bevezetés utan tegyik fel azt a kérdést, most mar a biomérnok szemszogébdl, hogy
mik ma a biotechnoldgia lehetdségei, milyen céluak lehetnek a biotechnologiak, majd vizsgaljuk meg,
hogy mik a feltételei egy-egy ilyen technol6gia megvalositasanak. Az e kérdésekre kaphaté véalaszok
egyértelmiien ki fogjak jeldlni azokat a miiveleteket, folyamatokat és targykoroket, amelyeknek
megismerése egy biomérnok szdmara elengedhetetlen, és amelyek egyszersmind kijel6lik tovabbi
targyalasunk tematikajat is.

A modern fermentacid/biotechnoldgiai eljardsok céljai/lehetéségei a termékek csoportositasa
szerint tehat a kovetkezok:

SEJTTOMEGTERMELES - pékéleszt6, SCP

SEJTKOMPONENSEK ELOALLITASA - intracellularis enzimek,
nukleinsavak, poliszaharidok, rDNS
termékek...

METABOLITTERMELES - PRIMER metabolit: etanol, tejsav...
- SZEKUNDER metabolit: antibiotikumok

EGYSZERU SZUBSZTRAT KONVERZIO: gliik6z — fruktoz
penicillin — 6-NH,-penicillansav

MULTISZUBSZTRAT-KONVERZIO: bioldgiai szennyviztisztitas

Valamennyi terméktipus esetében az alapanyagokat és segédanyagokat (a biomérnok
szOhasznélataval: a szubsztrat(um)okat) alakitja at az organizmus vagy annak valamely része egy-
vagy tobblépcsés reakciOkban a kivant haszontermékké. llyen értelemben barmelyik tipus esetében
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tekinthetjik a sejteket vagy azok atalakitast végz6 alkotoelemeit katalizatoroknak, amelyek amellett,
hogy elvégzik az atalakitast, alkalmasint maguk is atalakulhatnak: szaporodhatnak, ndvekedhetnek. Az
atalakito katalizator, a szubsztratok és a termékek fliggvényében beszéliink de novo fermentacios
folyamatokrol, illetve biotranszforméciorol, biokonverzidrol. Elobbi esetben szaporodd vagy nem
szaporod6 sejtek (mikroorganizmusok, allati vagy ndvényi sejtek)® végzik a termék képzését (amely
lehet a sajat sejtanyaguk is) Osszetett taptalajon, tapoldaton, illetve tapoldatban, mig utdbbi esetben
egy egyszerii konverzioval A anyagbdl a sejt vagy alkotorésze (enzime) egy masik B anyagot allit el6.
(1.22. &bra)

FERMENTACIOS FOLYAMAT (BIOSZINTEZIS)

% TAPANYAGOK -SZAPORODQ y yERMEKEK
SEJTEK

BIOTRANSZFORMACIO / BIOKONVERZIO
SEJT
SEJTALKOTORESZ

A ANYAG = B ANYAG
ENZIM

1.22. &bra: De novo fermentéacié és biokonverzi6

Akér de novo fermentacios folyamatrdl, akar biotranszforméaciérdl van sz6, a fermentacié kdzponti
helyet foglal el, mivel el6bbi esetben maga a termék-el6allito folyamat a fermentacio, mig
biokonverzié/biotranszformacio esetén a ,katalizator” eldallitasa torténik fermentacioval (1.23. abra).

FERMENTACIO - BIOKATALIZATOR

TERMEK

1.23. abra: A fermentécio kdzponti szerepe

Azok a miveletek, amelyek egymasutanisaga az elobbi folyamatok véghezviteléhez sziikséges,
alapvetden két csoportba sorolhatok:

UP_ STREAM miiveletek: ezek a tenyésztéshez/atalakitashoz kozvetlenil kapcsolddo
miiveletek: tapoldat (reakcioelegy) készitése, sterilezes, tenyésztés (reakcid) optimalis
koérnyezeti korilményeinek biztositasa, anyagatadasi és héatadasi miiveletek stb.

DOWN STREAM miiveletek: a léfeldolgozés, azaz a termék kinyerésének és tisztitasanak
miveletei, a melléktermékek feldolgozasa, a kdrnyezet mentesitése: szennyviztisztitas.

Az 1.24. dbran egy steril fermentacios folyamat létrehozasanak feltételeit mutatjuk be, és ezen az
abran néhany miiveletet is felismerhetiink azok koziil, amelyekrél a jegyzet tovabbi fejezeteiben
részletesen sz6lunk majd.

® E jegyzetben sokszor csak mikroorganizmusokrol beszéliink, de az esetek nem kis részében egyarént igazak
megallapitasaink névényi és allati sejttenyészetekre is.
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1.24. abra: Fermentacios folyamat megvalositasanak feltételei és a kapcsolodo miiveletek

Mindenekel6tt termeld torzsre van sziikség egy eljaras megvalositasahoz (1). A torzs izolalasaral,
a torzsfejlesztéssel kapcsolatos klasszikus és modern genetikai modszerekrdl, a termel6 torzsek
konzervalasardl, a termeléképesség idordl idére sziikséges ellendrzésérol e jegyzetben nem szolunk,
ezek mas studiumok targyai (mikrobiol6gia, ipari mikrobiologia, mikrobidlis genetika, génmérndki
ismeretek stb).

A masodik feltétel a megfeleld termeld tapanyagok (a nyersanyagok) kivalasztdsa, elokészitése,
ezekbdl a taptalajnak, illetve tapoldatnak az elkészitése és csiramentesitése (2, 2A).

Harmadik feltételként emlitjiik a megfelelé bioreaktort (3), amelyben a fermentacios folyamatot
végre lehet hajtani, és amellyel kapcsolatban egy sor miivelettel fogunk foglalkozni (4A, 4B).

A reaktorban folyo torténésekr6l csak mérések, a folyamatok nyomon kovetése Utjan nyerhetiink
informaciokat (5). A nyert adatokat a matematikai modellezés eszkdztaranak segitsegével dolgozzuk
fel, rendszerezziik és hasznaljuk fel példaul a termelé folyamat szabalyozasanak, vezérlésének,
automatizalasanak céljaira (6).

Az eddig emlitett részfolyamatok és ezekkel kapcsolatos miiveletek mind az up stream miiveletek
kozé sorolhatok, mig az itt csak érintett termékfeldolgozasi, izolalasi és tisztitasi miveletek (7)
jelentik a f6 downstream miiveleteket.

A kovetkez6 Osszeallitasban vazoljuk fel a bioeljarasok valasztasanak eseteit (amikor pl. egy
klasszikus kémiai eléallitasi mod és egy biotechnologiai megkozelités kozott valasztunk).

HOL HASZNALJUNK BIOTECHNOLOGIAI ELJARAST?

® Komplex molekuldk felépitésekor, amikor nincs alternativa: antibiotikumok, fehérjék,
monoklonalis antitestek eldallitasa.

® Izomerek egyikének exkluziv eldallitasakor: S vagy R enantiomerek.

® Amikor a tenyészet képes tobb (sok) konszekutiv reakcié megvalositasara.

® Amikor a sejtek (enzimek) nagyobb hozammal alakitanak &t, vagy a bioeljarasnak nagyobb
vagy legalabbis 6sszemérhet6 a produktivitasa.

A bioeljarasok sokszor kifejezett elényokkel rendelkeznek a konvenciondlis kémiai eljarasokkal
szemben. Ahol azonban elonyokrol beszélhetiink, ott mindig a lehetséges hatranyokra is figyelemmel
kell lenni, ezért az elényok Osszefoglalasa utan néhany felmeriil6 problémara is felhivjuk a figyelmet.

www.tankonyvtart.hu © Sevella Béla, BME



http://www.tankonyvtart.hu/

1. Bevezetés. A biomérnok és a biotechnoldgia 23

BIOELJARASOK ELONYEI A KONVENCIONALIS KEMIAI MODSZEREKKEL
SZEMBEN

® A reakciokoriilmények rendszerint enyhébbek (pH, nyomas, homérséklet).

® A bioeljarasok megujuld alapanyagokat hasznalnak fel (mind a szénvaz, mind az energiaforras
tekintetében): CUKOR<«KEMENYITO,
CUKOR«LIGNOCELLULOZ

® Ezek és az egyéb alapanyagok (dsvanyi sok) olcsdbbak és nagy mennyiségben fordulnak eld a
természetben.

® A Kkornyezetre nézve keveshé veszélyes reakciokorilmények és kisebb kornyezetterhelés,
kornyezeti artalom.

® A biokatalizatorok (sejt, enzim...) sokkal specifikusabbak, mint az egyeb szokasos katali-
zatorok (szubsztrat-, csoport[reakcid]-, régio- és sztereospecifikussag)

® A bioeljarasoknal alkalmazott késziilékpark altalaban sokcélu (a termékvaltas egyszerti).

Sokszor nagyobb hozam, rendszerint kisebb energiafelhasznalas.

® Az rDNS technologidknak ma még belathatatlan lehetdségei vannak
(idegen fehérjék, biokatalizator-tervezés, metabolikus mérndkség, iranyitott evollcio stb.).

A BIOELJARASOK LEHETSEGES HATRANYAI

® Ma sokszor még a fosszilis alapanyagokon alapuld kémiai eljardsok produktivitasa és
gazdasagi eredményessége feltlmulja a bioeljarasokeit (ez a fehér biotechnoldgia kémiai
iparokban torténd elterjedésének legfobb gatja).

® A bonyolult szerkezetii termékek, amelyek rendszerint hig oldatokban vannak jelen, kinyerése
és tisztitasa bonyolult és draga.

® Nagy mennyiségii és nagy BOD tartalmi szennyviz keletkezik, amely azonban altalaban
kdnnyen tisztithato.

® Fert6z6dés veszélye idegen (mikro)organizmusok, virusok altal.

® Fertézésveszély. Szigoru eldirdsokat kell betartani a bioldgiai biztonsdg garantéldsara
(kontéinment szempontok betartasa). Kilonds szigorisadg az GMO-k felhasznélasa esetében.

® Kétoldali valtozékonysag. Megujulo alapanyagok €s természetes eredetii kiegészitok (melasz,
kukoricalekvar, élesztokivonat stb.) mindsége és a felhasznalt organizmusok tekintetében
(mikrobareverzid, sejtvonal-degeneraldas, stb.)

® Tarsadalmi idegenkedés, elutasitds a mikroorganizmusokkal és kuléndsen a genetikai
manipulécidval kapcsolatosan.
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2. ENZIMMERNOKI ALAPISMERETEK

2.1. Az enzimek miikodésének alapjai

Ha néh&ny mondatban akarjuk az enzimekkel kapcsolatos tudasunk mai szintjének kialakul&sat
bemutatni, nehéz helyzetben vagyunk, mert rendkivil sok mérfoldkovet kellene érinteni. Nem lehet
azonban még e nagyon rovid attekintésben sem kihagyni az 1833-as esztend6t, amikor Payen és
Persoz francia kutatok csirazd arpa szerepét vizsgalva dextrinek és cukrok megjelenését észlelték* a
keményitohidrolizis soran.

1835-ben Berzelius (1779-1848) megallapitotta, hogy a ,diastase” altal végzett keményité-
hidrolizis katalizis.

1853-1857 kortil két nézet csatazott az enzimek mibenlétét illetéen. Az egyik szerint a megfigyelt
atalakitasokert ,,valami N-tartalmt szerves anyag” felelés, amelyet szervezetlen, élettelen dolognak
képzeltek el, mig a masik nézet szerint él6 anyag (szervezett anyag) sziikséges ezekhez az
atalakitasokhoz. Ezeket alacsonyabb rendli novényeknek, illetve un. ,,infusorium”-nak tekintettek (pl.
az alkoholos fermentacio esetén).

1858-ban M. Traube (1826-1894) feltételezi, hogy a fermentaciot fermentumok végzik, és 6 az
els6 korhoz csatlakozott, mig példaul Pasteur a masik csoportba tartozott, és rendkiviili tudomanyos
tekintélye sokaig akadalyozta az enzimek tényleges mibenlétének (azaz a szervezetlen N-tartalmu
anyag- képnek) a térhoditasat. Ez azonban nem volt példaul annak akadéalya, hogy méar 1874-ben
megalapitsak az els6 enzimtermelésre berendezkedd vallalatot, a C. Hansen’s Laboratory-t
Hollandiaban, tejalvasztd rennin gyéartasara.

A gybzedelmes els6é allaspotot kovetve 1878-ban nevezte el ezeket a fermentumokat Wilhelm
Friedrich Kihne (1837-1900) enzimeknek a gordog evinun (enziimé) = élesztében szO felhasz-
nalasaval. 1897-ben Edward Buchner (1860-1917) megallapitja, hogy az élesztében erjeszté enzimek
vannak. A sejtmentes fermentacid terén kifejtett munkassagaért 1907-ben Nobel-dijjal tiintették ki.

Zemplén Géza, a hires magyar szerves kémikus (Miegyetemiink szerves kémia professzora!) mar
1915-ben publikalta azt a felismerését, hogy ,.kevés fejezete van a chemianak, amely a legutolso
néhany év alatt olyan nagyot haladt volna, mint éppen az enzimeké. Eppen ezért a vegyész lépten-

nyomon érzi, hogy megismerésiik és a veliik val6 banasméd manapsag mar nélkilézhetetlen™®.

1926-ban James Batcheller Sumner (1887-1955) elészor izolalt tiszta enzimet, a kristalyos ureézt.

Munkéssagaért az enzimek kristalyositasa terliletén megosztott Nobel-dijat kapott 1946-ban (J. H.
Northroppal és W. M. Stanley-vel).

A fehérjék specidlis csoportjat képezik az enzimek, amelyeknek feladata a sejtekben lejatsz6do
nagyszamui biokémiai reakcié gyorsitasa, katalizishatas alapjan. Altalanos vélemény szerint minden
enzim fehérje, de nem minden fehérje enzim. Utobbi vildgos, hiszen egy sor olyan fehérjét is
ismerlink, amelyeknek nincsen katalitikus hatdsa, masoknak van, de nem soroljuk az enzimek kdzé
Oket. Az alabbi Osszeallitasban példakat lathatunk a fehérjék ilyen csoportjaira.

* Memoir sur la diastase, les principaux produits de ses reactions, et leurs applications aux art industrielles,
Annales de Chimie et dePhysique,1833, 2me Serie 53, 73-92
% Az enzimek és gyakorlati alkalmazéasuk. A kir. Magyar Term.Tud. Térsulat kiad4sa 1915. 349. oldal
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A fehérjék specialis csoportjai és biologiai funkcidik

Regulatorfehérjek*

lac-represszor RNS-szintézis
interferonok virusrezisztencia
inzulin glukoz-metabolizmus

ndvekedési hormon

Transzportfehérjek*
lakt6z permeaz sejtmembrantranszport
mioglobin O2 - izomban
hemoglobin 02 - vérben
Védofehérjék*
antitestek (abzymek) idegenanyag-komplex
trombin véralvadas
Toxinok*
B. thuringiensis biolégiai inszekticid
Cl. botulinum ételmérgezés okozoja

Tartaléktapanyag-fehérjék

ovalbumin tojasfehérje
kazein tejfehérje
zein kukoricacsira

Kontraktil fehérjék
dynein cilia, flagella
miozin izom

Szerkezeti fehérjék

kollagén izlletek, inak
glikoproteinek sejtfal
Chaperonok*
Prionok

A megjeldlt csoportok is rendelkeznek katalitikus hatassal, akarcsak az enzimek, azonban nem
felelnek meg az enzim klasszikus definicidjanak. Azaz, hogy reakciokat Kkatalizilnak. Valdjaban
azonban a miikodésmodjuk teljesen azonos az enzimekével. Ez olyannyira igy van, hogy példaul a
hemoglobin nem enzim, de az allosztérikus enzimek miikodésének magyarazatanal az a legfontosabb
és legismertebb példa. Ugyanigy a permeédzok sem Kkatalizalnak reakciét, de ugyanolyan kinetika
szerint miikodnek, mint az enzimek. Talan éppen ezért ma vannak torekvések az enzimkifejezés
Ujradefinidlaséra is: a katalizis Iényege marad, de nem reakciét, hanem ,valamiféle atalakulast”
gyorsitanak meg.

Erdemes avval is arnyalni a képet, hogy olyan katalitikus hatast anyagok is szerepet jatszanak a
biokémiai torténésekben, amelyek nem fehérjék. igy katalitikus hatastiak a ribozimek, az ATP, a
NAD, a tRNS-ek. A sok RNS-katalizator, amelyek ma is szerepet jatszanak, erésiteni latszik azt az
evolucidval kapcsolatos nézetet, miszerint elobb voltak a nukleinsavak és a nukleinsav alapu
reakciokatalizis, mint a férjéhez kotott. Ez az “RNS-vildg” azonban — Iévén sokkal kevéshé hatékony
(sokkal kisebb sebességnovelést eredményeznek az RNS-katalizatorok, mint a fehérjék) — atalakult
fehérjealapuva, azonban maradvanyai maig fennmaradtak, még olyan vegyes formaban is, mint az
RnaseP ribozim, amelyben 377 bazisparnyi nukleinsav ~125 kD moltémeggel és csak egy 119
aminosavbol allé ~14 kD moltdmegnyi fehérje talalhato.
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Enzimek nélkil az egyébként termodinamikailag lehetséges (azaz szabadenergia-csokkenéssel
jaro) reakciok rendkiviil lassan mennének végbe, kiilondsen amiatt, hogy az él6 anyag reakcio
koralmeényei (fizioldgias korilmények) enyhék, a 30 °C koriili hdmérséklet, az 1 bar koriili nyomas és
a semleges korili pH csak igen kis reakciosebességeket engednek meg spontén reakcidk esetén. A
kiilonb6z6 sejtekben a Szarazanyag-tartalom eltéré hanyada fehérje, de minimalisan 25% (fonalas
gombak), ezek nagy része enzimfehérje, az Escherichia coli-nak példaul mintegy 2-3000 kiilnb6z6,
katalitikus hatast fehérjetipus fordul el6 egy sejtjében. Ezek mindegyike egy-egy jol meghatérozott
feladatot, elsGsorban adott reakcio katalizisét latja el. A katalitikus hatas termodinamikai alapja
természetesen ugyanaz, mint barmely katalizis esetében, azaz az enzimek is az adott kémiai reakcid
aktivalasi energidjat csokkentik.

Idézzik emlékezetiinkbe ezt a termodinamikai bazist a kovetkezd egyszerii gondolatmenettel.

A Henry Eyring (1901-1981)-féle abszolit reakcidsebessegi elmélet értelmében ahhoz, hogy A
és B komponens reagaljon, még ha a komponensek szabadenergia szintje magasabb is a képz6d6 P
termekénel (azaz termodinamikailag lehetséges reakciorol van sz@), a rendszerrel energiat, aktivalasi
energiat kell kdzolni, hogy egy atmeneti nagyobb, aktivalt energiaszintre keriiljon, s ez mintegy
kivaltsa a reakcio lezajlasat. (2.1. 4bra)

r 3

E *
AE S

nemkat

;
>

A reakeid elérehaladasa

2.1. &bra: Az enzim csokkenti a reakcié aktivalasi energiajat
Az alabbi reakciésémaéra tehat felirhatd, hogy
A+B < AB" - P,
AH*=AG*+T.AS*.

Az aktivalt komplex létrejottét jelentd reverzibilis reakcid egyensulyi allanddja ugyanakkor

A termék képzodésének reakciosebessége a kdvetkezOképpen irhato fel:

dP . KT
H =k, CaCs =Cle T '

ahol
T az abszolut hdmérséklet (Kelvin fok)
k a Boltzmann-alland6 (1,38 - 10% J/K)

h a Planck-allandé (6,62 - 10°4-s)
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A eldbbi egyenletbdl az egyensulyi allandot kifejezhetjiik:

K* :—C:B =
CaCe

kh
KT

Ennek felhasznalaséaval a reakcio aktivalasi szabadenergia valtozasa a kovetkezo lesz:

k,h

AG" =-RTInK" =-RTIn T AH" -TAS',

amelybdl viszont megkaphat6 a ky reakciosebességi allando:

AH" AE”

KT 488 _aH® _AET
-e RT x~konst-e RT.

k,=—¢eR
h

Ebbol nyilvanvalo, hogy mivel (AE")  )(AE") ., fgy (,),.,. (K, ), a2az a katalizalt reakcié

sebessége sokkal nagyobb a nem katalizalténal.

Az enzimes Kkatalizis esetén természetesen ugyanez a helyzet, a reakcidsebesség-gyorsitas
termodinamikai alapja az aktivalasi energia csokkentése. Ez a reakcidsebességi allandé dramai,
esetenként sok nagysagrendnek megfelelé novekedését jelenti, amint azt a 2. 1. tablazatban nyomon
kovethetjik. Az enzimes katalizis tehat akar millio-/millidrdszorta gyorsabb is lehet egy szervetlen
katalizator altal okozottnal.

2.1. tablazat: Az egyszerii és az enzimes katalizis 6sszehasonlitdsa

Reakci6 Katalizator | Aktivalasi Krelativ
energia 25°C
kJ/mol
H202—> Hzo + 1/202 - 75 1
I 56,5 2,1x 10°
katalaz 26,8 3,5 x 10°
Kazein + nH,0O H* 36 1
—(n+1)peptid] tripszin 50 2,1 x 10°
Szahar6z + H,0 — H* 107 1
glukéz+fruktéz| invertaz 46 I5.6 x 10%°
Linolénsav + O, — - 150-270 1
linolénsavperoxid] Cu?* 30-50 ~10°
lipoxigenaz [16,7 ~ 10’

Annak ellenére, hogy minden enzimre és a katalizis minden részletére érvényes atfogoé elmélet
nem all rendelkezésre, az altaldnosan elfogadott és szdmos kisérleti evidencia is alatamasztja, hogy
létezik az aktivalt komplex, esetlinkben az enzim-szubsztrat komplex (illetve komplexek).

Az el6z0, termodinamikai képet kissé arnyalja a 2.2. abran lathaté kép, amely a ,,pocokaz” (azaz a
természetesen nem 1étez6 ,,botaz” avagy ,,stickase”) ,,enzim” mikddésének termodinamikai alapjat
mutatja be (egy vaspalca eltorésér6l van sz@). Lathatéan nagy termodinamikai kiilénbség van az
enzim-szubsztrat &tmeneti aktivalt komplex létrejottének valtozatai kdzott.
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atmeneti allapot

_/\,\

ES komplex

a S az enzimmel komplementer

ES* komplex

O RCY

az enzimmel az ES* komplcmcnter

2.2. dbra: Az aktivalt atmeneti komplex létrejottéhez aktivalasi energia befektetése sziikséges.
Energetikailag az a kedvezd, ha a szubsztrat és az enzim is valtozik, mikozben létrejon a komplex:
indukalt illeszkedes

Az enzim az Ugynevezett kotéhelyén megkoti az atalakitando szubsztratot, és az aktiv helyen
megtorténik az atalakulas. A kettd nem feltétleniil ugyanaz, lehet, hogy azonosak, lehet, hogy
kilénbdznek, és ekkor lehet, hogy egymashoz kozel vagy akar tavolabb is elhelyezkedhetnek a
fehérje- molekulan. Egy enzimmolekulan nemcsak szubsztratkotéhelyek, hanem egyéb molekuléakat
kotd helyek is létezhetnek (aktivator-, inhibitor-, koszubsztratk6td helyek). A 1ényeg az, hogy a
megkotésében részt vevd Kitiintetett régiot kotéhelynek, mig az atalakitasért felelds régiot aktiv
helynek (vagy régebben elfogadott kifejezéssel aktiv centrumnak) nevezzik. Az enzim-szubsztrat
komplex létrehozasaban gyenge és erds kotoerdk is kdzremiikodhetnek (a Van der Waals-eréktdl az
ionos kotésen at a kovalensig). Sokszor hidrogénhidak, illetve parcialis elektromos tdltések vonzésa
hozza 1étre a szubsztratum megkotdédését az enzimen.

A szubsztratumkoto-, illetve az aktiv helyek (az enzimmolekula kiilonbozo régioi, illetve
doménei) csak egy relative Kis fellleti részét foglaljak el az enzimnek (2.3. abra).

Mechanikusan szemlélve az enzim megkdti a szubsztratot, atalakitja, a termék(ek) levalik(nak) az
enzimr6l, amely igy egy ijabb szubsztratmolekulat tud megkdtni, amint azt az egyszer(i 2.1. animacio,
a Sima enzimes reakcié mutatja.

2.1. animacid: Sima enzimes reakcio

Az enzimmiikodés legrégebbi magyarazatat, a kulcs/zar hasonlatot E. Fischer (1852-1919) adta
1894-ben (2.4. abra): az enzim a zar, a beleillé kulcs pedig a szubsztratum, és ez jol magyarazza az
enzimek szubsztratspecifikussagat.
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Izocitrat
dehidrogeniz
E.C.1.1.1.42.

2.3. abra: Az izocitrat-dehidrogenaz térszerkezete.
A szubsztratumkotd, illetve aktiv hely csak egy kis teriilet a teljes enzimmolekulan

) szubsztritum ES komplex
KULCS e

-

termékek

szabad E ' PN

szabad E

2.4. abra: A kulcs a szubsztratum, a zar az enzim

A fehérjemolekuldk aminosavlancai oly mdédon csavarodnak, hajtogatodnak dssze a térben (ez a
folding), hogy a reaktiv aminosav-oldallancok adott csoportja(i) egy a szubsztrat befogadasahoz,
megkdtéséhez specifikusan alkalmas térbeli konformaciot (zsebet, zsdkot, bedbldstdést) hoz(nak)
létre, amelyben preformalt kotések, illetve kdtésmodosulasi lehetdségek rejlenek. Ezek a reaktiv
csoportok a kovetkezok, az

Asp (CO0O"),

Cys (-SH),

Glu (COO" illetve -CONH>),
His (imidazol),

Lys (8-NH3+),

Met (CH3-S),

Ser (-OH), illetve

Thr (CH3CHOH-)
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csoportjai vagy oldallancai és a lancvégi amino-, illetve karboxilcsoportok. Jegyezzik meg, hogy az
aktiv hely létrehozasdban egyébként csak kis hanyada vesz részt a fehérjemolekulat felépitd
aminosavaknak (lasd a méar hivatkozott 2.3. 4brat). Mindazonaltal a tobbi aminosav is fontos, hiszen
részt vesznek a szekunder és tercier fehérjeszerkezet kialakitasaban, illetve stabilizaldsdban és igy
kozvetve az enzimkatalizishen is.

A nagy térbeli kiterjedésii enzimfehérjék (illetve a negyedleges szerkezettel is rendelkezd, tobb
alegységbdl allo és gyakran allosztérikus enzimek) gyakorta tobb szubsztratumkotd és/vagy aktiv
hellyel rendelkeznek, és fontos az is, hogy egyéb, nem szubsztrat-, hanem koszubsztrat- és
enzimmodulator-kotéhelyek (domének) is létez(het)nek az enzimeken.

Magéaban a katalitikus hatasban tobb hatas érvényesilhet kiilon-kildén és kombinaltan is:

sav/bazis katalizis,
fémion katalizis és
kovalens katalizis.

A Kkulcs-zar hasonlat ugyan sok kérdésre valaszt ad, pl. magyardzza az enzimek szubsztrat-
specifitasat, de tobb kérdést nyitva hagy. Daniel Koshland (1920-2007) fejtett ki uttord aktivitast az
enzimhatas mélyebb megismerésében. Az 6 nevéhez fliz6dik az un. indukalt illeszkedés elméletének
(induced fit) (1958) bevezetése, amelynek sommas lényege az, hogy mikozben a szubsztrét kelléen
megkozeliti az enzim koté-, illetve aktiv helyét (amit egyébként proximitési effektusnak nevezink),
mégpedig térbelileg megfelel6en orientalt helyzetben (ami a szintén fontos orientacids effektus, lasd
2.5. &bra, a sztereospecifitas alapja), akdzben az enzim térszerkezete is valtozik, mintegy idomul a
szubsztrathoz, befogadja azt, létrejonnek a masodlagos kotések, az eredeti szubsztratkdtések
fellazulnak és Uj kovalens kotés-lehet6ségek bontakoznak ki. E valojaban folytonosan lejatszodo, de
modell szinten tdbb vagy sok diszkrét 1épésesnek elképzelt folyamat (azaz a szubsztrat és az enzim-
molekula deformalddasa) odaig vezet, hogy az j kotések 1étrejottének a valoszinlisége nagyon megnd
(ezt hivjak entropiacsapdanak), a termék vagy termékek le tudnak valni az enzimrdl.

E N

=

2.5. abra: Orientacios effektus, three-point attachment, az aktiv helyen minimum 3 aminosav felelds a
megfeleld illeszkedésert: ez a sztereospecifitas alapja

Erdemes az egyik leginkabb ismert és biokémiai regulacios szempontb6l ugyancsak fontos enzim
katalitikus mechanizmuséat megvizsgalni a fentiek illusztralasara (2.6. &bra). A hexokinaz enzim egyes
velemények szerint random bi-bi mechanizmussal foszforilezi a glukozt (lasd a 2.5 fejezetet),
amelynek soran az enzim, az ATP és a glikdz egy ternér komplexet hoz létre. A glikdz pontosan
illeszkedik az aktiv centrumba, mikézben az enzim mint egy allkapocs racsukddik (mintegy 8 A-os
elmozdulds mérhetd!), és igy kellden intim kozelségbe keriil a hdrom reagald partner. Ekozben egy
vizmolekula kiszorul az aktiv centrumbél. A gliikdzt az aktiv centrumban 1évé Lys169, Thrl168,
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Asn204 és Glu256 aminosavak oldallancain 1év6 funkcios csoportok rogzitik hidrogénhidakkal. Ekkor
az aktiv centrum alkot6 Asp205 szabad COO™ csoportja, mint egy bazis, elvonja a glikéz C6 OH
csoportjanak H-jét, és evvel lehetévé teszi, hogy a OH oxigénje nukleofil tamadast inditson az ATP
termindlis P atomjan, leszakitva igy a termindlis foszfatot és létrehozva a foszforilezett glukozt. Ez a
mechanizmus azt is képes megmagyarazni, hogy mas OH tartalmi molekuldk, mint pl. a koleszterin,
miért nem foszforilez6dnek ezen enzim altal (a molekula ugyanis tal nagy ahhoz, hogy a zsebbe
beleférjen), illetve pl. hogy a viz miért nem bontja az ATP-t evvel az enzimmel (ez meg tul Kicsi, azaz
amikor a zsebben van, nem mozdul el az alkapocs, nem zarodik a vizmolekuléra, igy az nem kerl
kell6 kozelségbe az ATP-vel. Ezt igazolja az is, hogy a xil6z — amelynek nincs C6 OH-ja, de mérete
megkozeliti a glukozét — fixalni tudja az aktiv centrumban a vizmolekulat, és akkor az veszi fel a
foszfatot, azaz az enzim ekkor az ATP-t hidrolizélja).

2.6. abra: A hexokinaz enzim ,,alkapcsa’ racsukodik a gliikéz szubsztratra.
Indukalt illeszkedés (a dimer enzimnek csak az egyik aminosav lanca latszik a képen!)

Asp205

2.7. &bra: A hexokinaz enzim aktiv centruma a gliikdzt megkasté H-hidakkal
Az aktiv centrum szerkezetének nagy fontossdgidt mutatja a szintén kovalens Kkatalizist
megvalositd pankreasz eredetli Kimotripszin, amelyrdl bizonyitottak, hogy két f6 tényez6 1ényeges az
enzimhatas szempontjabol: egy acilezés torténik az enzim Ser-195 hidroxilja és a szubsztrat kozott,
valamint egy protonatadas a His-57 imidazolgytriijére.

A 2.8. —2.10. dbrakon kovethetdek a torténések.
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C-terminalis

=

N-terminalis

2.8. dbra: Kimotripszin aktiv centruméban a szubsztratum elhelyezkedése

(a)

7 o
\ 1.TERMEK R

szabad kimotripszin //0 I-F.l)

Ho— 5
\ J, 2.TERMEK

(d)

H—0O

TETRAEDER!

(g)

2.9. abra: Kimotripszin kovalens katalizise
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H 2
I .
Ri—C —C—N —CH—COO
+I\LH3
Ru +%\
0 N7 NH
CH, :I
) Serl95 His57
Serl95 CH, ﬁl protein
protein
SZABAD KIMOTRIPSZIN 1|{1 "
H{f—NH:.;
(|3: O . 1. TERMEK
E +
2. TERMEK H-N7 NH Ra _
R, . AN CH, S— NH;~CH~C00
L ?—H--":N/ NH Hiss7
H_ﬁ: NH3 w CH :I Serl95 Totein
COOH N F
Ser195 protein
ACIL KIMOTRIPSZIN

2.10. abra: A kimotripszin miikodésének molekularis mechanizmusa

Az enzim egy trimer, amely az A, B és C polipeptid lancbol épul fel. A 2.8. és 2.9. és 2.10. abrék a
peptidkotés lebontdsdnak mechanizmusat mutatjdk egy dipeptid szubsztraton, amelynek R’
csoportjaban az R, csoport (a karbonil oldalon) Tyr, Phe, Trp, azaz aromas aminosav lehet.

A szabad kimotripszin reagal a dipeptiddel (vegyuk észre, hogy a szubsztrat egy szubsztituélt
amid) belépve az enzim szubsztratot befogado ,,zsebébe”. A His-57 imidazolja igen gyorsan meggyen-
giti a Ser-195 OH csoportjanak kovalens, oxigén és hidrogén kozotti kotéset, és fel is veszi a H-t pro-
ton formajaban, lehetévé téve egy nukleofil tdmadast a karbonilcsoport szenén. Ennek hatasara kova-
lensen kotott enzim-szubsztrat komplex jon létre, mas szoval az enzim acilezédik a szubsztrat altal (d).
Ekdzben a meggyengllt O-H helyett Gjonnan létrehozott N-H kotés az egyes sz&mu termék levalasat
idézi el6: az eredeti peptidkotés NH-csoportjabol aminocsoport jott 1étre, az R,-t tartalmaz6 ,,amino-
sav” levalik az enzimro6l.

A katalizis masodik 1épéséhez vizre van sziikség, most az foglalja el az elobb levalt molekularész
helyét. Ujabb kotéslazulas-0j kotés keletkezése Utjan az acilenzim hidrolizal, a masodik termék, azaz
az eredeti peptid karbonil oldali fragmentumaboél a masik ,,aminosav” képzodik.

Rendkivil fontos az enzimreakcié szempontjabol, hogy a (d) és (e) acilezett &tmeneti komplexek ese-
tén a karbonil-szénnel meglévd kotések tetraéder elrendezésiiek. Ezt bizonyitja példaul az, hogy az alant
bemutatott miiszubsztratot, a 2.11. abran (2), (amely nem egy igazi peptid, hanem egy szubsztitualt
savamid) a kimotripszin képes bontani, és szerkezeti analogonjai kozil az aldehid inhibitor(1), mig az
alkohol sem nem szubsztrat, sem nem inhibitor. Az ok az, hogy az aldehid hidratalt formaja (4) hason-
lit az (2) amid szubsztratra, és igy 1étre tudja hozni a tetraéderes elrendez6dést, mig az (3) alkohol nem.
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. O
I

Acetibpropilalanil-propil-KH CH o H
@]

OH
T
Acetil-propil-alani-propgi-MH— CcH — - —pH
2
OH
CHo
Acetil-propil-alani bpropikH—CH — ICH2 —DH

1=1

CHy  CH

Acet Fpropil-alanil-propil-MH—CH—H

CH

2.11. dbra: A kimotripszin miiszubsztrdtja és analogonjai

Osszefoglaloan: az enzim és a szubsztrat kozotti kités Iétrejotte soran a reagalé molekulak olyan
kozel kerulnek egymashoz (proximitasi effektus), ami megnoveli a valdszinliségét az atalakulasnak,
masrészt a szubsztratot csak olyan pozicidban tudja megkdtni az enzim, amely példaul egy adott,
esetleg aszimetrikus molekulat hoz Iétre, illetve alakit at (orientacios effektus). Az atmeneti komplex
létrejottét dinamikusan kell elképzelni: mikdzben a kotés létrejon, magénak az enzimnek is valtozik a
konformacioja, egyre kedvezébbé valik a térszerkezete a szubsztrat megkotéséhez és a kivant
rekcidhoz (ez az un. indukalt illeszkedési modell).

www.tankonyvtart.hu © Sevella Béla, BME



http://www.tankonyvtart.hu/

2. Enzimmérndki alapismeretek 35

2.2. Az enzimek tulajdonsagai, nevezéktanuk

Az enzimes reakcidknak, illetve maguknak az enzimeknek van néh&ny olyan tulajdonsiguk,
amelyeknek ismerete elengedhetetlen az enzimes folyamatok mélyebb megismeréséhez és
kézbentartasahoz, gyakorlati célra torténé felhasznalasukhoz.

1. Az enzimek csak termodinamikailag lehetséges reakciokat katalizalnak, azaz olyanokat,
amelyeknél a szabadenergia-valtozas negativ.

2. Valamennyi enzimes reakci6 visszafordithatd, pontosabban az enzimreakciok reverzibilisek,
egyensulyi allapot eléréséig folynak az adott iranyban. Az enzim nem befolyasolja ezt az egyensulyt.
Felmerilhet a kérdés, hogy hogyan lehetséges akkor, hogy a sejtekben funkcionalé metabolit utak
mentén a reakciok egy iranyba haladnak? Ehhez azt kell szem el6tt tartani, hogy egy reakcié terméke
egy kovetkezo reakcid szubsztratja, azaz felhasznalodik vagy a metabolit ut kovetkez6 reakcidjaban,
vagy valamely mas metabolikus folyamat soran, akar a képzOdés helyétdl térbelileg is elvalasztva. Az
egyensulyi reakcié egyensulya tehat az egyik reagald6 komponens eliminaldsa miatt nagymértékben az
eléremutato iranyba van eltolva. A masik szempont pedig az egyensulyi allandok nagysaga, amelyek
szintén meghatarozhatjak, hogy az egyensuly dontéen melyik iranyu reakciot preferalja.

3. Mivel az enzimek fehérjék, amelyeknek adott konformaciojat, térbeli szerkezetét az extrém
kdrnyezeti hatasokra érzékeny harmadlagos és negyedleges szerkezetiik hatarozza meg, igy kiilonb6zo
kérnyezeti hatasokra denaturalédhatnak. Ez a denaturacido — azaz a katalitikusan aktivtol eltérd
harmadlagos szerkezet, azaz konformécid létrejétte — lehet reverzibilis, amikor az eredeti allapot a
létrehozd hatas megszintével visszaall, de lehet visszafordithatatlan is. Denaturalodast, azaz az
enzimhatas megsziintét okozhatjak a

noévekvo hémérséklet,
pH-valtozas,
ionerdsség valtozasa,
olddszerek hatasa.

4. A fehérjetermészetbdl és az enzim-szubsztrat atmeneti komplex 1étébdl kovetkezik, hogy az
enzimek kisebb-nagyobb mértékben és kiilonbdzé szempontokbol specifikusak.

A szubsztratspecifitas azt jelenti, hogy egy adott enzim egy adott szubsztratot alakit &t. igy
példaul a gliikézoxidaz csak a glikozt alakitja gliikono-3-laktonna, a fruktozt nem.

A csoportspecifitas azt jelenti, hogy az enzim olyan szubsztratokat alakit at, amelyek az adott
tipust kémiai funkcids csoportot tartalmazzak vagy adott tipusu csoportot hoznak létre. Példaul az o-
glikozidaz enzim olyan diszaharidokat bont, amelyek a-glikozid kotést tartalmaznak, de az o-amilaz a
létrejott o helyzetli glikozidos hidroxilcsoportot tartalmazd termékre specifikus. Ezzel szorosan
Osszefligg a reakcidspecifitas (tulajdonképpen ugyanannak a dolognak méas szempontl targyalasa),
azaz, hogy milyen kémiai atalakitas torténik az adott csoporton.

A sztereospecifitds azt jelenti, hogy egy adott enzim kiralis centrumot tartalmazd szubsztrat
esetén csak az egyik antipod atalakitasara képes. gy példaul az L-aminosav-acilaz csak az acil-L-
aminosavakat hidrolizalja, D-szarmazékok véaltozatlanok maradnak.

Végul a régiospecifitads azt jelenti, hogy ha egy molekulan tébb hasonlé kémiai csoport lenne
atalakithato, akkor az enzim csak egy bizonyos helyzetben 1év6t fog megtamadni.

Az enzimek milk6désiikh6z gyakran nemcsak fehérjerészt, hanem egyéb molekuldkat is
igényelnek. Az enzim fehérjerészét apoenzimnek, a hozza kapcsoléddé nemfehérje molekulat
kofaktornak nevezziik, mig a ketté egyiitt alkotja a teljes enzimet, a holoenzimet. A kapcsolodo
kofaktor kétféle lehet: gyakran valamilyen fémion (Mg, Ca, Zn, Fe, Cu, Mo a leggyakrabban) vagy
pedig szerves molekula, azaz koenzim. A koenzimek is kétfélék lehetnek: prosztetikus csoportok,
amelyek kovalensen kot6dnek a fehérjéhez, ilyenek a FADH,, hem, Piridoxal-P (B6 vitamin) stb.
Mésik csoportjuk a koszubsztratok csoportja, ilyenek a NAD(H), ATP stb. Utdbbiak tulajdonképpen
a kétszubsztratos enzimes reakcié masodik szubsztratjat jelentik.

Az enzimek elnevezése tobbféle lehet. Utalhat az enzim neve arra a szubsztréatra, amelyet atalakit:
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ureaz
—_—

Karbamid + viz CO, + 2NH;

Itt az enzim neve a szubsztratnév szinonimajabol (urea) ered. A szubsztrat nevéhez fiizziik az -4z
(az angol nyelvii irodalomban: -ase) toldalékot (suffixumot).

Mas esetben az enzimet a katalizalt reakcio és a szubsztrat neve utan nevezzik el, példaul az
etanol — acetaldehid — ecetsav atalakuldst az alkohol-dehidrogendz enzim katalizalja. Itt a
szubsztratumon kiviil a dehidrogénezési reakcidra is torténik utalas. Altalanossagban ekkor az enzim
neve: szubsztrat- és reakcionév + -az toldalék.

A fehérjebont6 enzimek egy csoportjanak Ugynevezett trivialis neveik vannak, példaul pepszin,
tripszin, papain, rennin sth. Ezek valamennyien az -in képzdvel sziilettek.

Természetesen igen régen felmerllt az igény, hogy valamiféle informativ és szisztematikus
elnevezéssel illessék az enzimeket. Ez az igény egyditt jart az enzimek csoportositasanak igenyével is,
hiszen az els6 enzimhatasu sejtextraktum kinyerése oOta (1897) ma mar tobb ezer az izolalt és
megismert enzimek szama.

Az iparilag nagy mennyiségben eléallitott enzimfajtak szama is tobb tiz, s ez mar igencsak
indokolja a szisztematikus nevezéktan és csoportositas szlikségességét.

Ma mar széleskorlien alkalmazott rendszer az IUPAC IUB (=International Union of Biochemistry)
illetve ma mér IUBMB (Int. Union of Biochemistry and Molecular Biology) szekcioi altal 1955-ben
az enzimek nevezéktanat és csoportositasat megcélz6 munkacsoportja (Enzyme Commision
http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/) altal 1964-ben létrehozott, azéta folytonosan felligyelt,
tovabbfejlesztett (pl. 1972, 1978 sth.) EC katalogizalas.

E szerint az enzimeket 6 nagy csoportba osztottak a katalizalt reakciok alapjan. A csoportok al-
csoportokat és egyre mélyebb csoportbeosztast tartalmaznak, a reakciok egyre finomabb
megkildnboztetése szerint. A 2.2. tdblazat tartalmazza az EC alapu enzimcsoportokat.

A nevezéktan valdban szisztematikus, jo példa erre az egyik glik6zoxidaz enzim neve. Egy sor
informé&cid birtokaba jutunk maganak az enzimnévnek az alapjan: ez az enzim az 1.1.1. alcsoport 49.
enzime:

koszubsztrat
kataloégusszam

/

E.C.1.1.1.49. D-glucose-6P: NADP -oxydTuctase

/ a reakcio mibenléte
szubsztrat

a tamadas helye az 1 C-atomon van

2.12. &bra: A gliikozoxidaz szisztematikus neve

Az alabbi linkeken bejuthatunk a legfontosabb enzimes adatbazisokba, amelyekben az egyes
enzimek neveit, illetve tulajdonségait, szerkezetiket, tipusreakcidikat és a rajuk vonatkozo
legfontosabb szakirodalmi hivatkozasokat megtal&lhatjuk.

IUBMB Enzyme Nomenclature

SWISSPROT http://www.expasy.org/enzyme, BRENDA — Comprehensive Enzyme Information system
EMP - Enzymes and Metabolic Pathways database , KEGG — Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
MetaCyc — Metabolic Encyclopedia of enzymes and metabolic pathways,

BioCarta — Pathways of Life
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2.2. tablazat: Az enzimek csoportjai az EC alapjan

1. Oxido-reduktazok (oxidacios-redukcids reakciok) (tébb mint 300 csoport)
1.1. A primer -OH csoport oxidacidja.
1.1.1. NAD(+) vagy NADP(+) akceptorral
1.1.2. Citokrom akceptorral

1.1.99. Egyéb akceptorral
1.2. Ketocsoport oxidécidja: -C=0
1.3. Metiléncsoport oxidacidja: -CH=CH-
1.4. Primer aminocsoport oxidacioja
1.5. Szekunder aminocsoport oxidacioja
1.6. NADH vagy NADPH oxidécitja
1.7. Egyéb N-tartalmdak oxidacioja
1.8. Kéntartalmuak oxidacioja
1.9. Hem oxidé&cidja
1.10. Difenolok és hasonl6 vegyiletek oxidacioja
1.11. Peroxid akceptorokra hatok (peroxidazok)
1.12. Hidrogén donorra hatok
1.13. Mono- és dioxigenazok (oxigénbevitel)
1.19. Redukalt flavodoxin oxidacidja
1.99. Egyéb oxidoreduktazok
2. Transzferazok (funkcids csoportok atvitele) (tébb mint 300 csoport)
2.1. Cl-csoport atvitele
2.2. Aldehid- vagy ketocsoport atvitele
2.3. Acilcsoport atvitele
2.4. Glikozilcsoport atvitele
2.5. Alkil- és arylcsoport atvitel
2.6. N-tartalmu csoportok atvitele
2.7. Foszfatatvitel
2.8. Kentartalm( csoport atvitele
2.9. Se-tartalmu csoport atvitele
3. Hidrolazok (hidrolizisreakcidk) (430 csoport)
3.1. Eszterhidrolizis
3.2. Glikozid-hidrolizis
3.3. Eterhidrolizis
3.4. Peptidhidrolizis
3.5. Egyéb C-N kotések hidrolizise
3.6. Savanhidrid-hidrolizis
3.7. C-C kotésre hato enzimek

3.12. S-S kotésre hatd enzimek
4. Li&zok (addicio kettés kotésre és csoporteltavolitas a szubsztratrol, gyakran ily modon
kett6skotés 1étrehozasa) (tobb mint 130 csoport)
4.1.C=C
4.2.C=0
4.3.N=0
4.4.C-S
4.5. C-halogén
4.6.P-0
4.99. Egyéb lidzok
5 Izomerazok (izomerizéacios reakciok) (t6bb mint 50 csoport)
5.1. Raceméazok és epimerazok
5.2. Cisz-transz izomeréazok
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5.3. Intramolekularis oxidoreduktazok
5.4. Intramolekuléris transzferdzok (mutazok)
5.5. Intramolekularis liazok
5.99. Egyeb izomerazok
6. Ligazok (0j kotés létrehozasa ATP felhasznélassal) (tébb mint 60 csoport)
6.1. C-O kotés létrehozasa
6.2. C-S kotés létrehozasa
6.3. C—N kotés létrehozasa
6.4. C—C kotés létrehozasa
6.5. Foszforészterkotés létrehozasa

2.3. Egyszerii enzimes reakciok kinetikai leirasa

Egy rendszer kinetikai leirasaval célunk az, hogy gyakorlati alkalmazasra megfelelé matematikai
Osszefliggéseket nyerjunk, amelyekkel a reakcid sebessége, az enzimes reakcié id6beli lefutasa
leirhato, és amelynek paramétereivel az adott enzim jellemezheto.

Ha a reakcio az

S + E & P + E

sémaval irhatd le, a szubsztratum S és a termék P értelemszeriien molaris koncentracidoban van
kifejezve. Ekkor természetesen E-nek is ugyanolyan egységben megadottnak kell lennie. Latni kell
azonban, hogy a valésagban g/dm?® vagy mol/dm® koncentraciegységeket az enzimek esetében csak a
legritkdbb esetben alkalmazhatunk, rendszerint ui. nem tiszta enzimprepardtumokkal dolgozunk, és
ezekben nem mérheté meg az enzim tdmege sem grammban, sem molban. Az enzim mennyiségének
megadasa ezért hatasa alapjan enzimegységben, Unit-ban torténik. Ez az egység a valésagban nem
mennyiséget, hanem szubsztratatalakitasi vagy termékképz6dési sebesseget jelent. Az enzimegyseg
altalanosan elfogadott definicidja a kdvetkezo:

Egy egység az az enzimmennyiség, amely 1 umol szubsztratot alakit at vagy 1 umol
terméket képez 1 perc alatt adott reakciokorilmények kozott.

Az adott reakciokorilményeket (hémérséklet, pH, puffer molaritasa stb.) tehat minden aktivitas-
egység esetén meg kell adni az egyértelmiiség érdekében.
Sl rendszerben az enzimmennyiség egysege az

1 Katal, amely annyi enzim, amennyi 1 mol szubsztratot alakit at 1 s alatt.
Ez azonban olyan hatalmas enzimmennyiség, ami miatt ez az SI egység nem igazan népszerli a
gyakorlatban.
Hasznélatos még a nKat = 10° Katal egység is. A kétféle enzimegység kozott az atszamitast a
kovetkezo relaciok teszik lehetové:

1Kat=6*10"U, 1U=16*10°Kat, 1U=1/60 pKat.

Az egyszerl egyszubsztratos enzimes reakciok kinetikai leirasat kétféleképpen kozelitjilk meg, a
Michaelis—Menten és a Briggs—Haldane-féle targyalas szerint.
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Maud Menten Leonor Michaelis
18791960 1875-1949

2.13. abra: A Michaelis—Menten enzimkinetika sziil6i

2.3.1. Michaelis—Menten kinetika

Michaelis és Menten (2.13. abra) 1913-ban tették kozzeé megkozelitésiket, amely szerint az enzimes
reakciot az alabbi séma jellemzi:

k, Ky
E+S = ES =—= E + P
k4 K

Tételezzik fel a masodik 1épés irreverzibilitasat (k,=0), valamint, hogy az els6 1épés rendkiviil
gyorsan egyensulyra vezet: e kinetikai leirast emiatt rapid ekvilibrium kinetikanak nevezik. Az els6
Iépés rapid ekvilibriumara felirhato, hogy

k,SE=k , (ES) (2.0

ahonnan az (ES) enzim-szubsztratum komplex disszociacios allandoja

_ky_SE (2.1)
© ko (E9)
A termékképzddés sebessége
V:(:j_I:: k,(ES) (2.2)

A reakcioban résztvevd Osszes enzimre felirva az anyagmérleget, barmely iddpillanatban igaz,

crer

enzimével:
E+(ES)=E, (2.3)

Osszuk el a (2.2) egyenletet Eg-lal a kovetkezéképpen:

V _ k(ES) (2.4)
E. E+(ES)

[o]

Az (2.1)-bol (ES)-t kifejezve és a (2.4) egyenletbe helyettesitve az enzim-szubsztrat komplex nem
mérhetd koncentracidja kikiiszobolhetd

(2.5)
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Ez E-vel egyszerisitve ¢és atrendezve a kovetkezo kifejezést adja:

S
V. _ K S 26)
KE, 1,5 K.+S

K

S

Ertelemszertien a (2.2) egyenlet szerint akkor kapunk maximalis reakcidsebességet, ha minden
enzim komplexben kotétt alakban van jelen, azaz

V.. = K,E, . (2.7)
Ezt a (2.6)-ba irva a Michaelis— Menten enzimkinetika szokésos egyenleteit kapjuk meg:
S
V=V % VL _ KSS 2.8)
s max 14 K

S

A Michaelis—Menten-féle rapid ekvilibrium megkozelitésben V kezdeti reakciosebességet (Vo)
jelent, azaz ugy mért adatokbdl szarmazo, illetve szamolt sebességeket, amikor még a szubsztratum
koncentracidjdnak valtozasa, illetve a termék koncentricidjanak valtozdsa egy egyenes mentén
torténik. Ennek a nulla idOpontra extrapolalt egyenesnek a meredekségét tekintjiik kezdeti reakcio-
sebességnek. Ennek értelmezését a 2.14. dbra szemlélteti.

S P

v={dP/dt)_,

2.14. &bra: A kezdeti reakciosebesség

Tovabbi feltételezéseket és elhanyagolasokat is tettek Michaelis és Menten annak érdekében, hogy
kinetikajukat levezethessék, ezek a kovetkezok:
— az enzim val6ban csak ,katalitikus mennyiségben” legyen jelen, mas szdéval koncentrécidja
legyen Iényegesen kisebb a szubsztraténal:

S >>E, vagy E,/S<<1

— az (ES) komplex kinetikai értelemben stabil és jelentds mennyiségli atmeneti termék-enzim
(EP) komplex ne halmozodjék fel,

— az enzim egy-egy aktiv centrumahoz csak egy-egy szubsztratmolekula kot6dhet,

— az aktivitasok helyett a koncentracidk hasznalhatdak.
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A fenti levezetés gondolatmenete valamennyi enzimreakcio esetében (tehat komplexebb, példaul
tébb szubsztratos, inhibicids stb. esetekben is), ha a rapid ekvilibrium feltételezés jogos, akkor teljesen
hasonld6 mddon kovetheté és hasonld felépitésti kinetikai Osszefiiggésekhez juthatunk. A 1l forma
tartalma altalanosan, azaz minden rapid ekvilibrium esetre a kovetkezoképpen ,,memorizalhat6”. Az
alabbi eljaras tehat egy memoriasegit segédeszkoz, amelynek segitségével az egyes enzimkinetikai
esetek sebesseg-szubsztratkoncentracid 0Osszefliggése levezetés nélkil, a kinetikai séma alapjan
felirhato.

A 2.15. abrén lathatd jobb oldali képlet szd&mlaldjaban olyan tagok vannak, amelyek megfelelnek a
terméket képz6 komplexeknek; az egyik tort szamlaldja utal az enzimnek az O ligandummal alkotott
komplexére, és a masodik tort pedig a H ligandummal alkotott komplexre. Az elképzelt séma szerint
mindkettobdl lesz termék. A nevezOben 1évo tagok reprezentaljak a jelenlévod ,.enzimfajtakat” (ez
tulajdonképpen az enzimre vonatkozé anyagmeérleg): itt van szabad és haromféleképpen kotott enzim,
tehat négy tagja van a nevezének. Az 1 mindig a szabad enzimet jelenti, a komplexben 1éviket pedig
egy-egy Ujabb tort, amelyeknek a szamlal6ja az adott komplex ligandumjai koncentracidinak szorzata,
a nevezd pedig a komplex és a szabad enzim kozotti disszociacidos konstansok (szorzata). A
példankban tehat a nevezOben van egy nem ,,hasznos” ternér komplex is, azaz az enzimnek mind O-
val mind H-val alkotott komplexe. (Ez egy nem létez6 séma alapjan felirt eset, ha azonban mélyebben
belegondolunk, igy lenne leirhatd a S-inhibicié egyik esete is, 1asd a 2.4. alfejezetet.)

MEMO

terméket

S . adé komplex
V.  \K,
Ek, EEE Osszes
K, komplex
; terméket nem
szabad enzim .
add komplex
M-M séma elképzelt séma
alapjan alapjan

2.15. abra: A kinetikai egyenlet levezetés nélkiili felirdsat elésegitd eljaras
2.3.2. Briggs—Haldane-kinetika®

A Briggs—Haldane vagy steady state Kinetikai megkdzelités szintén a fenti sémabdl indul ki, felirva az
elemi 1épések sebességeit jelentd differencidlegyenleteket:

& - kES K, (ES) K, (ES)

d(ES

d(ES) _ k,ES—k_, (ES)-k, (ES) *9)
dp

o = K2 (ES)

A (2.9) egyenletrendszer numerikus megoldasa a 2.16. abran lathatd. Eszerint egy igen révid
felfutasi szakasz utan viszonylag hosszi id6n keresztil az ES enzim-Szubsztrat komplex

% Briggs E.B.(1893-1985), Haldane J.B.S.(1892-1964)
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koncentracioja alig valtozik. Ezt a jelenséget nevezziik &llandosult allapotnak, illetve steady state-nek,
pontosabban kvazi allandosult allapotnak, hiszen valdjdban — az &bra tanlsaga szerint is — egy kis
meredekségii (ES) valtozas azért észlelhet6. A 2.17. abra azt szemlélteti, hogy a pre-steady state igen
rovid idejli, a szimulécié szerint 0,1 min alatti, tehat az S és P gorbék egy mérés valos ideje (néhany
perc, néhany tiz perc) alatt tényleg egyenes mentén kezdenek csdkkenni, illetve néni. Jegyezzik meg,
hogy a pre-steady state a valdsagban akar millisec révidségli is lehet. Erre az allapotra nem érvényesek
Kinetikai egyenleteink, és a kisérletes vizsgélatukra is specialis modszereket dolgoztak ki.

Az allanddsult allapot létrejottének feltételei ugyanazok, mint a M—-M Kkinetika esetén lattuk,
ugyanakkor a komplex képz6dési sebessége 1ényegesen nagyobb kell hogy legyen a bomlasénal, azaz

KiES > k4(ES), illetve KES> ky(ES).
Ezt a kvazi &llandosult &llapotot az jellemzi, hogy
d(ES)/dt =0,
azaz

KES= (k. +k,)(ES)

(2.10)
k,ES
(ES)= (k,+k,)

Az egyedi reakcidsebességi allandokat egy csoportba gylijtve vezessiik be az un. Michaelis-
konstanst Kp,=(ki+ky)/k; alakban, amelynek felhasznéalasaval (2.8) egyenletekkel formailag
megegyez6 Osszefiiggéseket nyeriink az enzimreakcio kezdeti sebességére, vagyis mint a rapid
ekvilibrium feltételezése esetén, itt azonban most K, nem egy disszociacios egyensulyi allando.

0 ' = idd

2.16. abra: A (2.9) egyenlet numerikus megoldasa
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2.17. dbra: A (2.9) valés idejii megoldasai a presteady state-re €s a teljes folyamatra

Jegyezzilk meg, hogy a d(ES)/dt=0 eset minden megszoritas nélkil, tehat a fenti feltételek nem
teljesulése esetén is létezik az (ES)-t gorbe egy pontjban (ez a maximum), és ennek alapjan ott (és
szigoruan véve csakis ott) a levezetés a megszoritasok nélkil is érvenyes. A feltételek teljestilése
esetén azonban az abra szerinti ,,elnyulé” kvazi allandosult allapot johet létre, amikor tehat az enzimes
reakcio egy hosszabb szakaszaban is érvényes a steady-state egyenlet. Eppen amiatt, hogy nem tudjuk,
hogy adott esetben ez a kvazi allanddsult allapot milyen hosszu, kell a kezdeti reakcidsebességként
értelmeznink V-t. E ,kezdeti reakcidsebesség” természetesen csak egy extrapolacié Utjan kapott
latszolagos kezdeti sebesség, hiszen a t=0 id6pontban a valdsdgban nyilvanvaldan a reakcidsebesség is
zérus, de a fenti kép alapjan ,,nagyon gyorsan” eléri a ,,kezdeti” reakcidsebességet.

A Briggs—Haldane kinetika, illetve annak 2.17. abra szerinti valds idejii megoldasai a differencial-
egyenlet rendszerének a 2.1. szimulaciokon tanulményozhatok. Ezzel megvizsgalhatjuk, hogy az
egyedi reakciosebességi allandok hogyan befolyasoljak az enzimes reakcié id6beli lefutasat, a pre-
steady state-et és az allanddsult allapotot.

2.1. szimulacié: Egyszerii enzimes reakciok kinetikai viselkedése
2.3.3. A kinetikai egyenlet diszkusszija, paramétereinek meghatarozésa és értelmezésiik

A kétféle megkdzelités Kinetikai egyenletei tehat formailag azonosak:

Michaelis—Menten Briggs—Haldane
V= Vi S V=V, s (2.11)
K,+S K, +S
ahol Km:kfl’LkZ:&Jﬁﬁ:Kﬁﬁ_
kl kl kl kl
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Ebbél a kifejezésbdl latszik, hogy K, = Kg csak abban az esetben igaz, ha k; szdmértéke sokkal
nagyobb, mint k, szdmértéke (vigyazat, azért csak a szamértek, mivel egyseégeik nem azonosak!), azaz
ha a ky/k; tort elhanyagolhatoan kicsiny.

K., /V, .= specfitas idé

A% Vo= KEg

)5
\ q
latszolagos V=V

max
elsérendii KS + S
sebességi [Ha S>>Ks

V=

allando Va2 derékszigii hiperbola
ha S <<|K, 0.

j rendd
1.rendii tartomany
tartomany

Va-k—ZEOS:k'_EOS s S
Ks — [Katalitikus effektivitas= specfitas allandé

2.18. &bra: A M-M és B-H-egyenletek dbrazolasa és diszkusszidja

A (2.11) egyenlet abrazoldsa V-S gorbeként a 2.18. abran lathat6. Két sz€élsé helyzetet érdemes
megvizsgalnunk.
A derékszogl hiperbola asszimptotaja Ve = KoEq.

— Ha ugyanis S >>Ks akkor a Ks elhanyagolhatd S mellett, és ekkor

V = Vmax,

crcr

megfogalmazva azt jelenti, hogy az Osszes jelen 1év6 enzim minden aktiv centruma szubsztrattal
telitett.

— Ha pedig S << K, akkor az S hanyagolhaté el Ks mellett, és ekkor

V;VﬂS:k.S,
K

S

azaz nagyon kicsiny szubsztratkoncentracioknal az enzimreakcid kezdeti sebesseége egyenesen aranyos
(2.11) egyenlet 2.18. abra szerinti gorbéjének minden egyes pontja egy-egy (kiilonb6zé bemért Sg
kezdeti szubszratkoncentraciohoz tartozo) V, kezdeti reakcidsebességet jelent. E pontok kisérletes
meghatarozdsa a 2.14. abran lathatd maddon, a gorbék kezdeti egyenes szakasza iranytangensének
meghatarozasan alapszik.

—Ks vagy K, értékét a V=V ,,/2 értékhez tartoz6 abszcissza-koordintaként nyerhetjik, azaz ezek
a félmaximumhoz tartoz6 szubsztratkoncentraciokat jelentik.

A g0rbe egy valodi hiperbola, amit a 2.19. dbra igazol, amelyen lathato a teljes kétszaru hiperbola
és a hiperbolaegyenlet transzformacioi is, amelyek a szamunkra értelmes tartomanyba ,,toltak el” a
hiperbolat.
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_____________________ Y L
a
y==
X
V_VmS+Kst_Kst_ KV,
S+K, S+K, értelmes tartomany
|
1
|
|
|
K K S

2.19. abra: A M-M-egyenlet egy hiperbola transzforméacioja

A (2.11) kinetikai egyenletet differencialegyenlet alakjaban is felirhatjuk, és ekkor a

d_S_ _ VmaxS
dt K,+S

alakt elsérendli, a valtozok szétvalasztasaval igen egyszerien megoldhaté egyenletet nyerjiik,
amelynek S(0)=S, kezdeti feltétellel tértént megoldasa t-re a kdvetkezé:

Vmaxt=80—8+Kmln%°.

- rqr S
dS _ VS |ntegrilds 4 g _§iK In>e

dt K +S

Sg—8 _

= @

w2 L
#2]
[e=}

-Ki,

2.20. abra: Linearizacios modszerek az integralt M—M-egyenlet alapjan

© Sevella Béla, BME

Sg

t

Foster-Niemann-modszer

=]
vagy —

(2.12)

www.tankonyvtar.hu



http://www.tankonyvtar.hu/

46 Biomérndki miveletek és folyamatok

Laboratoriumi méréseink ilyen S-t adatsorokat adhatnak (pl. ha az enzimes reakciot a
szubsztratkoncentracié csokkenésének mérésével kovetjik), ez az alak azonban a paraméterek
meghatarozésara ebben a formajaban nem alkalmas, csak némi atalakitas utdn. Ehhez osszuk végig

(2.12)-t In% -sel, rendezzik at, és ekkor egy abrdzolhatd egyenes egyenletet kapunk. Ugyancsak az

allandok meghatarozasara alkalmas a Foster—-Niemann-modszer, amely az integrélt formanak egy
masik, linearizalt alakjat hasznélja. A 2.20. abra e két abrazolasmddot mutatja be. Ezt a mddszert tehat
akkor lehet a kinetikai paraméterek meghatarozasara javasolni, ha az egész enzimes reakcio idébeli
lefutdsat kovetjuk.

A Vi €5 a Ks (illetve Ky, paramétereket kiillonbozé mas grafikus modszerekkel is meghatéroz-
hatjuk, ha csak a kezdeti reakcidsebességeket mérjiik, de azt kiilonbdzé bemért S koncentraciok
esetén. Ezek a Michaelis—Menten-egyenlet linearis formaban valo kifejezései, emiatt lineéris
regresszidoszamitissal lehetdvé teszik a paraméterek meghatirozasat. A legismertebb és leg-
elterjedtebben hasznalt, ugyanakkor a legkevésbé j6 mddszer a Lineweaver—Burk-féle dbrazolés. Azok
a modszerek, igy a Hanes-Langmuir- és az Eadie-Hofstee-féle modszerek is, amelyek esetében
valamelyik valtozo mindkét tengelyen szerepel, jobb eredményeket adnak. A harom linearizacios
maodszert 6sszefoglaldan mutatja a 2.21. &bra.

LINEWEAVER-BURK HANES v. LANGMUIR
1V SIV
}tgoFKm/VmaX
«" " .
A4 et o B
1"Vmax.{‘ V' Vmax Vmax § /V{ S *3
I T etmat max 'max
1K, M K S
vV
‘._/Vmax
‘7\ tgo=-K,
V=V ax KmX
: o, Vil Kin
/S

2.21. abra: A M-M-egyenlet linearizacioi

Mind az integralt formahoz, mind az utobbi linearizaciokhoz megjegyezziik, hogy ezeket a
madszereket akkor fejlesztették ki, amikor az adatkezelések a szamitastechnika hianyaban rendkivil
faradsagos munkat jelentettek (a 20. szazad 70-es éveiig bezardlag). Ma ezek a mddszerek latszblag
feleslegesek, hiszen a személyi szamitogépeken is elérheté nemlinearis regresszids algoritmusok
segitségével a nyers mérési eredményekhez is illeszthetok az egyenletek, azaz a kinetikai allandok
kdnnyen meghatarozhat6ak. Mégis érdemes ez utdbbi harom maddszert megismerni, mert az inhibiciok
és aktivalasok esetén, azaz az eddig megismertnél komplexebb Kinetikai sémak esetén ezek az
abrazolasok igen informativak, jellemzd goérbéket szolgaltatnak, amelyek alapjan az egyes esetek
felismerhetdek és egymastol megkiilonboztethetdek.

A M-M- és B-H-egyenlet fliggvényalakjanak valtozésait a paraméterek fliggvényében a
2.2.szimulaci6 és a linearizaciés modszerek gorbéinek valtozasait (és egyéb aspektusait) a
2.1. szimulaciokban ismerhetjik meg részletesebben. Amennyiben sajat mérési eredményeinket
kivanjuk kiértékelni a linearizacios modszerekkel, hasznaljuk a 2.3. szimulacié munkalapjait.
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2.2. szimulécié: M—M-enzimkinetika

2.3. szimulacid: Nemlinearis regressziés illesztés sajat adatokhoz

A Viax meghatarozasanak célja kézenfekvd: aranyos 1évén a bemért enzim mennyiségével,
lényegében az enzimaktivitds mérdszama, az enzim mennyiségére ad felvilagositast. Ezt szemlélteti a
2.22. &bra is, amely a derékszogli hiperbolak eltolodasdt mutatja az enzim mennyiségének
flggvényében, valamint a k, sebességi allandé meghatarozasanak lehetéségét mutatja be.

Fontos, hogy Vmx nem az enzim tulajdonsaga, hiszen az annak mennyiségétdl is fiigg! Az
elsérendii sebességi allandd k, azonban enzimtulajdonsag, s turnover number-ként is szoktak illetni.
Magyar elnevezése: valtasszam. Ennek szemléletes értelme a kovetkez. Megadja az 1 perc alatt (vagy
egy s alatt) egy enzimmolekula &ltal &talakitott szubsztratummolekulak szdmét. Ez tehat a frekvencidja
az enzim mikddésének: hanyszor ,,fogad” és alakit at szubsztratmolekulat egy perc (vagy egy s ) alatt.

Pontosabban és altaldnossagban minden enzimre definidlhatd egy Vmac=KeatEo Mmennyiség,
amelyben k., az igynevezett katalitikus allando6 vagy turnover number.

A Michaelis—Menten-kinetika esetében természetesen K. egyenlé k,-vel, de komplexebb
esetekben ez nem mindig van igy. Ez a turnover number enzimtulajdonsag!

A metabolikus enzimek (pl. a glikolizis enzimei) k. értékei 1-t61 10" s™ tartomanyban mozognak,
mig a lassabb miikddésii restrikcios enzimek értékei az 1-10 tartomanyba esnek, és leglassabbak az
an. molekuldris kapcsol6k (pl. a cirkadian rendszer enzimei), a maguk 10°-107 s™ tartomanyaval.

V Vmax
Vs KoEos
VmaxZ:kZEOZ / \\‘
teg ot%kz
R i
,/—
Km 5 EOI E02 E03 EO

2.22. &bra: V. arényos az enzimbeméréssel: az aktivitas és k, meghatarozasa

A K, illetve Ks értelmezése komplexebb és tobbsiku. A kovetkezd szovegrészben K, és Ks
felcserélhetdk, azaz megallapitasaink mindkettére vonatkoznak!

crer

ugyanis, hogy az intracelluléris szubsztrat koncentracioja akéar sokkal kisebb, akar sokkal nagyobb
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lenne K-nél. E16z6 esetben a reakcidsebesség igen érzékenyen reagalna az S kicsiny valtozasaira is,
és ugyanakkor a sejt potencialis maximalis atalakitd kapacitasatdl (Vax-tol) is igen tvol esnék.

(V<< Vma). Ugyanigy értelmetlen fiziologiai értelemben a masodik eset is, azaz ha S sokkal
nagyobb, mint K,, mivel elvileg V valamennyivel mindig kisebb, mint V., és az S=K,-nél, valamint
pl. az S=1000K-nél mérhetd sebességek kozott csupan kétszeres a kulénbség (bizonyitsa be, hogy ez
igaz!), ami egyenértelmil avval a megfogalmazassal, hogy ilyen koriilmények kozott V igen érzéketlen
lenne az S valtozasaira. Valoszini tehat, hogy az intracellularis szubsztrat koncentracidja valahol a
Vmax/2 koriili tartomanyra vonatkozik, ahol az S véaltozasra adott V valtozas elegendGen, de nem
talzottan nagy és egyenletes.

v

/

AV,

AV

Y

AR
R

2.23. abra: Ky, illetve Ks kozelitdleg a sejtbéli szubsztratkoncentrdcio.

— Jegyezzilk meg, hogy K, tulajdonképpen az enzim affinitasat mutatja a szubsztrathoz, minél
kisebb az értéke, annal nagyobb az adott szubsztratra vonatkozé affinitas. A ,legjobb”
szubsztratnak legkisebb a K-je.

- K., allandé egy adott enzimre, azaz j6 6sszehasonlitd adat a kilonb6zé sejtekbol, szervekbol,
szervezetekbdl izolalt, vagy kiilonbdz6 koru sejtekbdl szarmazo, de hasonlo funkcidju enzimek
esetében. igy alkalmas annak eldontésére, hogy A enzim azonos-e B-vel, illetve, hogy ezek
kiilonb6z6 fehérjék-e azonos vagy hasonlo katalitikus hatassal.

— K, modositasa valamely aktivator vagy inhibitor altal alapja lehet bizonyos mértékii
enzimszintli szabalyozasnak. Ha példaul az in vitro meghatéarozott K, tul nagy a ,,fiziologidsan
valoszinli” szinthez képest, jo esélyiink van arra, hogy in vivo létezik valamilyen aktivator, ami
csokkenti K, értékét. Hasonloan a kiilonb6z6 vegyiileteknek Kq-re gyakorolt hatdsat vizsgalva,
talalhatunk olyanokat, amelyek névelik azt, és igy esetleg fontos fizilégiai inhibitorok lehetnek
(gyogyszerhatas).

— Ha ismerjuk K, értékét, beallithatjuk az enzim analitikai meghatarozasahoz fontos kiserleti
S >>K, kérilményeket, és igy helyesen mérhetlink V.x-0t, azaz enzimaktivitast.

— Ks, illetve K, értékei igen valtozatosak, a szokasos tartomanyuk: 10°-10 mol/dm”.

A Michaelis—Menten- és a Briggs—Haldane-egyenlet egyedi reakcidsebességi allanddinak tipikus
tartomanyai a kovetkezok:
A k; masodrendii sebességi allando szokasos tartomanya:

k; = 10"-10"° dm* mol™* min*

A maximalis érték biztosan kisebb, mint 10*, ami a kis molekuldk vizes oldatokban mérhetd
diffGzio-sebességének a nagysagrendje, hiszen az enzimmel térténé szubsztratérintkezés a diffizional
gyorsabban nem torténhet.
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Ak a10*-10° min™ tartomanyba esik (ez is egy els6rendii allando, akarcsak ko).

2.3. tblazat: Néhany enzim kinetikai allandoi

ENZIM SZUBSZTRAT | K., (mol/dm?) Keat (5 Keat /Km
(dm*mol.s)
katalaz hidrogénperoxid | 2,5-10° 1,0-10’ 4-10°
ureaz karbamid 2,5-10° 1,0-10* 4-10°
fumaraz fumarsav 5,0-10° 8,0-10° 1,6-10°
almasav 2,5:10” 9,0-10° 3,6:10’
acetilkolinészteraz | acetilkolin 9,5-10° 1,4-10* 1,5-10°

A Kkatalitikus effektivitas, vagy specifitasi allandd értéke ugyanakkora lehet egészen eltérd
tulajdonsagok esetén is, példaul 10" kétféleképpen is lehet az alabbi példa értelmében:
10t 1s
1mol.dm® 10"mol.dm?®

Kt _ 1075 mol.dm* =
K

m

Az egyik enzim itt nagyon kis affinitassal, ugyanakkor nagyon nagy k..-tal rendelkezik, a méasik
pedig forditva. Az enzimes atalakulas sebességét ez a két paraméter egyuttesen, a k’ értelmében (2.18.
abra) hatarozza meg. Ez a kombinalt kinetikai allandé arra is alkalmas, hogy egy enzimnek tdbb
kiilonboz0 szubsztrat esetében az atalakitasi sebességét megadja (=atalakitdsi hajlanddsag, azaz
specifitas), példaul a tablazat szerint a fumaraz enzim a fumérsavat ,,szivesebben” alakitja at, mint az
almasavat.

A Ky €rtékek rendkivil széles skalan mozognak. A 2.24. abra tanusga szerint leglassabbak az
ugynevezett molekuléris kapcsoldk, mig a metabolikus reakciokat katalizlok sokkal gyorsabbak
lehetnek, akar 8-10 nagysagrenddel is.

molekularis kapcsolok metabolikus enzimek

— i - ~

105104107102 101 1 10 10' 102103 10* 10° 10° 107  Keals™]

restrikc10s enzimek

2.24. &bra: A K €rtéktartomanyai a kiilonbozé enzimtipusokra

Az alapvetd kinetikai tulajdonsdgok megismerése utan ellendrizziik megszerzett tudasunkat az
2.2. és 2.3. animaciokban talalhato feladatokkal.

2.2. animacié: Onellendrzés: enzimkinetika 1.
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2.3. animdcié: Onellendrzés: enzimkinetika 2.
2.3.4. Reverzibilis reakciok — az enzimreakcio egyensulyi allandéja

Sok enzim katalizalta reakcié — mint példaul a biopolimer hidrolizisek — nagymértékben a jobb oldali
irdnyba eltolt egyensullyal rendelkeznek, olyannyira, hogy gyakorlatilag k., valéban elhanyagolhatd,
mint azt eddigiekben tettlk is. Mas esetekben, mint példaul a glik6z—fruktdz atalakulasnal (glukoz
izomerdz) a gyakorlatban is egyensulyi reakcioként viselkedik a rendszer. Tekintsik az enzimes
reakciot valoban reverzibilisnek az alabbiak szerint:

K1 K,
E+S ES E+P
Ky K.

Elvileg a reakcié mindkét iranyban kovethetd. Jeloljik az eléremend reakcionak a Ky, értékét Kys-
sel, a visszafelé mend reakioét pedig Kip-vel, és hasonldan Vs €S Vimaxe jelOlésekkel illessiik a ket
irdnyba futd reakciok maximalis sebességeit.

Ekkor a Michaelis-allanddk és a maximalis reakcidsebességek az alabbiak lesznek:

k, +k
K — 2 -1
" k1 VmaxS = kZEo
(2.13)
K _ k2 + k—l VmaxP = k—l o
mP k72

A teljes reverzibilis reakcidra szamithatd egyensulyi allandé az egyes lépések egyensulyi
allandoinak szorzata:

ez maga a Kp
ez a Kgreciproka l
K, ::—1 s K, ::—2
- k_li (2.14)
Koo =K K =—2
eq(uvilibrium) 2
! ' kK.,
Ha elvégezziik a kovetkezd osztasokat:
VmaxS _ klkZEo éS VmaxP _ k—2k—1Eo
Kus K +K Kop Kotk

majd e két kifejezést is elosztjuk egymassal, akkor éppen az egyensulyi allanddt nyerjuk:

VmaxS

KmS _VmaxSKmP _ klkZ —

Voo VoK Kk, e (2.15)
maxP maxP ' *mS 172

I‘(mP
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A (2.15) egyenlet az ugynevezett Haldane-féle 0Osszefliggés. Ez kapcsolatot teremt az
enzimkinetikai, az egyedi reakciosebességi allandok, illetve az egyensulyi allando kdzott.

Tételezzik fel, hogy egy reaktorban S és P keveréke van jelen. Adjunk e keverékhez E,
mennyiségli enzimet egy adott idOpillanatban. Felmeriilhet a kérdés, hogy mi fog torténni, vajon S

alakul at P-vé, vagy P alakul at S-sé? A valdban reverzibilis S < P reakci6 tényleges iranyét és az
eredé reakcid sebességét a P és S kezdeti koncentraciGja és a Keq egyensulyi allandé fogja

meghatarozni.
Abbol kiindulva, hogy az ered6 reakcidsebesség

Vhetto = Velsre - Vvissza = Kz (ES) - ko(EP), (2.16)

levezethetd, hogy az eredd sebesség

€q _ ms mP
Vnetto P - 1 . i . P (217)
Kms 1+ Kimp +S Kms Kmp

A (2.17) egyenlet hasonldésaga a Michaelis—-Menten-egyenlethez kézenfekvd, csak itt a
szamlaloban S helyett S-Sexvitibrium (Vagyis az egyensulytdl valo tavolsag) szerepel, illetve a nevezében
Km Ugy modosul, mintha a P egy kompetitiv inhibitor lenne. Az egyenlet miikodését szemlélteti a
2.4. szimulacié munkalap, amely a fumardz enzim viselkedését modellezi: adott reakcié esetében a
bemért szubsztrat, illetve termék koncentracidja hatarozza meg, hogy melyik irdnyban és milyen
sebességgel indul el a reakcid.

2.4. szimul&cié: Reverzibilis M—M-kinetika
2.4. Enzimmodulacio, bevezetés, attekintés

Vannak olyan kémiai anyagok, amelyek az enzimhez ko6tddve megvaltoztatjdk annak katalitikus
aktivitasat. Ezeket enzimmodulatoroknak vagy enzimeffektoroknak nevezzilk, a jelenséget magat
pedig enzimmodulacionak. Aktivatoroknak nevezziik azokat a modulatorokat, amelyek névelik, mig
inhibitoroknak azokat, amelyek csokkentik az enzim aktivitdsdt. E fejezetben az inhibiciérdl
értekezilink, az aktivalas hasonl6 kinetikai apparatussal irhat6 le, arrél mas enzimkinetikai kurzusban
olvashatnak.

Az aktivalas, illetve inhibedlas fokat a valtozasnak az eredeti allapot sebességére vonatkoztatasa-
val fejezhetjuk ki:

inhibicio foka aktivalas foka

Vo_Vi Va_Vo
& =—7— g, =——
Vo Vo
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Az enzimnek egy effektorral megvalosuld kapcsolodasa, az EI komplex létrejotte, teljes
mértekben vagy részlegesen reverzibilis, avagy irreverzibilis lehet.

Az irreverzibilis enziminhibicio ismert példai az enzimmérgek, mint példaul a nehézfémek (Hg)
és a cianid ionok (amelyek példaul irreverzibilisen dezaktivaljak a xantin-oxidaz enzimet), vagy a jol
ismert idegmérgek (mint példaul a sarin, azaz a di-izopropil-fluoro-foszfat, lasd a 2.25. abrét),
amelyek a neuro-transzmisszioban létfontossagu szerepet jatszd acetilkolin-észterdz enzimet inak-
tivaljak.

Az irreverzibilis inhibicid ténylegesen csokkenti az aktiv enzim mennyiségét, és gyakran az
idében is novekvé hatast gyakorol. Enzimtisztitisi szempontbol jelentés a nehézfémek szerepe,
ugyanis amig egy fehérjekeveréket vizsgalunk (nem tisztitott enzim), sokszor a jelen 1év6 nehézfémek
hatasat eliminaljak a szennyez6 (komplexképzd) fehérjék, mig a tisztabb enzimfrakciok esetén a hatés
mar szembeszOké. A higanyll-vegylleteket az enzimvizsgalatokban gyakran az SH-csoportok
jelenlétének bizonyitasara is felhasznaljak.

HC CH, 3[: CH
e t“ll-c
ENZ Y ez -
Ser195 ﬁ-—OH F—IT=.:. Ser195 E‘:o_FT:U
s
[:|“| ‘?
P £H,
e CHy Hy ¢ CH,
diizopropil-fosztofluoridat DIP-enzim

2.25. abra: A sarin ideggaz hatasa

Az irreverzibilis inhibitorok kinetikai hatdsa némileg hasonl6 a nemkompetitiv inhibitorokéra
(Vmax csokken, de K, valtozatlan marad, lasd kés6bb részletesen) az alabbi séma szerint:

E+S— ES—-E+ P
+
I
I

EI

A Ve = Ko.Eq 0sszefiiggés alapjan bizonyithat6 egy irreverzibilis inhibitor jelenléte, illetve hatésa
megkiilonbodztetheté a reverzibilis nemkompetitiv inhibitorétol a 2.26. abra szerint. Ha ugyanis a
bemért enzim mennyiségét noveljik, az 0Osszefliggés értelmeében az E, tengelyen 1év6 pozitiv
tengelymetszet éppen azt az enzimmennyiséget jelenti, amelyet a jelen 1év0 inhibitor irreverzibilis
modon lekotott.
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2.26. abra: Az irreverzibilis inhibicié azonositasa

A reverzibilis inhibitorok dinamikus komplexeket képeznek az enzimmel, és e komplex
katalitikus hatasa eltér a nem komplexalddott enzimétdl. Az inhibicio fajtait megkiilonboztethetjiik
aszerint, hogy milyen latsz6lagos hatést fejtenek ki a Vi €5 a Ky, (illetve Ks) kinetikai paraméterekre.
Ha az inhibitor noveli a (latszélagos) K., értéket, de nem befolydsolja a Va—0t, akkor kompetitiv
inhibiciérdl beszélhetink, ha csokkenti V.-ot, de nem befolydsolja K értékét, akkor tiszta
nemkompetitiv_inhibicidval allunk szemben. Ha V.x és K, egy allando aranyban csdkken, akkor
esetlink az Ugynevezett unkompetitiv_inhibicid, mig ha ezen hatasok bizonyos kombinacidja
jelentkezik, akkor kevert tipust inhibiciorol beszélink. Utdbbi torténés sémajabdl valamennyi
inhibiciotipus kinetikai viselkedése levezethetd annak specialis eseteiként. Jegyzetiinkben nem ezt az
utat valasztottuk: minden inhibicidtipust egyenként értelmeziink.

Az inhibiciokat abbol a szempontbdl is megkilonboztethetjiik, hogy az inhibitor kapcsolodasakor
az enzim teljesen elvesziti-e aktivitasat vagy részlegesen aktiv marad. Elébbi eset a komplett inhibicié
vagy linearis inhibicio (ui. K/Vmax illetve I/V . dbrazolasa az | inhibitorkoncentracio fliggvényében
ilyenkor lineéris [Ez az un. Dixon-abrazolas, kés6bb ezt részleteiben latjuk majd]), az utobbi eset
pedig a parcidlis inhibicié vagy hiperbolikus inhibicié esete (a jelzett grafikon alakja alapjan).
Elméletileg mind a lineéris, mind a hiperbolikus inhibicié lehet kompetitiv, nemkompetitiv vagy
vegyes tipusu.

A tovébbiakban a linearis inhibicio eseteivel fogunk foglalkozni.

2.4.1. Kompetitiv inhibicié

Kompetitiv__inhibitoroknak nevezziik azokat az anyagokat, amelyek az enzimhez kotédve
megakadalyozzak a szubsztratnak az enzimhez kot6dését, mégpedig kolcsondsen, azaz ha a szubsztrat
mar kotédott az enzimhez, akkor az inhibitormolekula erre mar nem képes, kizarodik az enzimrdl, ha
pedig az inhibitor k6t6dott, akkor a szubsztrat kotédése valik lehetetlenné. Ez a valddi versengés a
szubsztrat és az inhibitor k6zott magyarazza a kompetitiv inhibicio elnevezést.

A kompetitiv inhibitorok a valddi szubsztrathoz kémiai felépitésiikben hasonld, de az enzim ltal
nem atalakithatd (nem metabolizélhat6) szubsztratanaldgok, szubsztratszarmazékok, illetve az enzim
alternativ szubsztratjai, illetve termékei lehetnek (ezek a klasszikus kompetitiv inhibici6 esetei), de
olyan kompetitiv inhibicié is létezik, ahol az inhibitor egyaltalan nem hasonlit szerkezetileg a
szubsztratra. A kompetitiv inhibicio lehetséges mechanizmusait szemléltetik sematikusan a 2.27. és a
2.28. &bran lathatd modellek (valamint az ezeket bemutatd animaciok: 2.4. animacio, 2.5. animéacio).
Vegyuk észre, hogy csak az 1. modell esetében van sz6 szigortan szerkezeti hasonldsagrol.
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d)
2.27. dbra: A kompetitiv inhibicié modelljei 1

A 2.27. bra a) esete felel meg a klasszikus kompetitiv inhibicionak, ekkor szerkezeti hasonldsag
van a szubsztrat és az inhibitor kozott, és mindketten a szubsztratkotéhelyhez kapcsolodhatnak. A b)
eset a sztérikus gatlas, amikor az inhibitor mintegy lefedi a szubsztratkdtOhelyet €s igy akadalyozza
meg az S kotédését (és forditva); a c.) modell 1ényegében az a)-val azonos, de itt mind az S, mind az |
két kotdhellyel rendelkezik, és csak az egyikért versengenek. A negyedik modell atlapolé kdtohelyeket
jelez, igy ez is a sztérikus gatlas egy esetének tekinthetd. A 2.28 abra vazolta eset a biokémiai
szempontbdl legfontosabb, ugyanis az Gn. végtermékgatlast (kompetitiv feedback inhibicié) jelenti. Ez
az egyik enzim szintli szabalyozasi lehetdség, amellyel egy sejt meg tudja akadalyozni, hogy egy
reakciosor végterméke tultermelddjék. Ekkor ez a termék kapcsolodik a reakciosor elsd 1épésének
enzimen akar az aktiv helytdl igen tavoli helyen is timadhat, csak a konformaciovaltozas a lényeges.
Jegyezzilk meg, hogy ez is kdlcsonos, a szubsztat is megakadalyozza az inhibitor kapcsolddasat.

4

fl 1

/V

A4

2.28. &bra: A kompetitiv inhibicié modelljei 2

1]
1]
)

www.tankonyvtart.hu © Sevella Béla, BME



http://www.tankonyvtart.hu/

2. Enzimmérndki alapismeretek 55

KOMPETITIV INHIBICTO
MODELLIED

-

2.5. animacid: Kompetitiv inhibicié 5 modellje

A kompetitiv inhibicio kinetikai leirdsahoz tekintsiik meg az alabbi sematikus torténésvazlatot:

E+Se=— ES—E+P

El)

/IEITQ& E+P

Ha kq, > 0, akkor az | val6jaban az E alternativ szubsztratja, P' pedig egy alternativ termek. Ilyen
példaul a hexokinaz enzim esetében a gliikk6z és a fruktdz: mindkettt képes a hexokindz hexdz-6-
foszfatta alakitani, tehat alternativ szubsztratok, ugyanakkor egymas kompetitiv inhibitorai is.

Ha ko = 0, ez a klasszikus Un. dead-end kompetitiv inhibicio, azaz az EI komplex nem képez
semmilyen terméket.

Hasonlodan eljarva, mint az egyszerii enzimes reakciod rapid ekvilibrium kinetikaja targyalasakor
tettik, vagy felhaszndlva a 2.3-ban megismert memotechnikai eljarast, felirhatjuk a Kkinetikai
Osszefuiggést mindkét komplexre a rapid ekvilibrium feltételezésével:

QEENNES

S
V o V K,
= B (2.18)
kZEO Vmax 1+7+7
Ks Ki

A nem inhibedlt esethez képest itt a nevezében van egy plusz tag, /K;, amely az EI komplexet
reprezentéalja, mig a szamlalo valtozatlan, hiszen csak egy termékképez6 komplex létezik.
Ismertebb dsszefliggést kapunk, ha (2.18)-at kicsit atalakitjuk Ks-sel torténd bévitéssel:

\Y S S

v : vagy V=V, ., I (2.19)
i K5(1+]+S KS(1+J+S

K. K.
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(Ha a steady state gondolatmenetet kdvetnénk, ugyanezt az dsszefliggést nyernénk, természetesen
Kg helyett K,-mel.Az alabbi abrakon mindenutt K-et hasznalunk.)

Vv max

Vmasz

Ko

2.29. &bra: A kompetitiv inhibicio V-S abrézolasa

A nevezd K (1+1/K)) tagjat K, latszélagos Michaelis-allandénak nevezzik. Megallapithatjuk,
hogy kompetitiv inhibicional V. Vvaltozatlan, az | csupan a latszélagos Ky (vagy Ks) értékeket
noveli, azaz ugy hat, mintha csokkentené az enzim affinitasat a szubsztrathoz. A K (1+I/K;) tényez6t
érdemes jol megjegyezni, mert ez minden inhibicidtipus kinetikai egyenletében szerepel!

A 2.29.-2.30. abrakon a kompetitiv inhibicidt jellemz6 abrazolasokat, illetve a paraméterek
meghatarozdsahoz felhasznalhat6 grafikus reprezentaciokat mutatjuk be.

A Lineweaver—Burk-abrazolasbol latszik, hogy a gorbék irdnytangense az inhibitor koncentra-
cidjanak a fuggvénye:

t K , Kn_, (2.20)
ga Vmax VmaxKi

1/8

2.30. abra: A kompetitiv inhibici6 Lineweaver—Burk-abrézolasa

Az (2.20) Osszefliggés egyenes egyenlet, igy egy Ujradbrazolasra ad lehet6séget: tgo-l abré-
zolasban. Ez lehetdvé teszi a K; paraméter meghatarozésat.
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Vizsgaljuk meg, hogy mekkora az az inhibitorkoncentracio, amely éppen megduplazza a L-B
egyenes meredekségét:

Ko R -
- —_— =14+ = .
2tga v (1+ K.j innen 2=1 K es 1=K, (2.21)

max 1 I

A kompetitiv inhibicid esetén tehat K; éppen azt az inhibitorkoncentréciét jelenti, amely kétszer
olyan meredek L-B egyenest ad, mint amilyent a nem inhibeélt esetben kapunk. Ne gondoljuk
azonban, hogy ekkor az inhibicio foka 50%-os!, utobbit ugyanis a Vi/V hanyadossal szamithatjuk ki:

S

Ks 1+L +S
—OS——K'
=05= 5

Ks+S

I:K,(Ki+1j
S

A kompetitiv inhibitorok jelentds szerepet jatszanak a kemoterdpiaban, tobb gyogyszert ismeriink,
amelyek létfontossagu enzimek kompetitiv inhibitoraiként fejtik ki hatdsukat. A mikrobdk szdméra
vitaminszerti p-amino-benzoesav példaul szerkezeti rokonsagot mutat a szulfonamid készitményekkel
(mikrobas fertézések elleni gyogyszerek: Ultraseptyl, Superseptyl stb.), az antibiotikum cikloszerin
pedig az alanin aminosavval mutat szerkezeti hasonlésagot. Mindkét esetben a gydgyszer hatéanyaga
,verseng” egy kulcsenzim szubsztratjaval, azt kiszoritja az aktiv helyekrél, s igy a természetes
atalakulas nem tudvan végbemenni, a fert6z6 mikroba elpusztul.

Egy masik Kklasszikus példaja a kompetitiv inhibicidnak a szukcinat-dehidrogendz (EC 1.3.99.1) és
szubsztratja, a borostyankdsav, valamint a kompetitiv inhibitor szubsztratanalogja, a malonsav esete.
(2.31. abra). Erdekes modon a szukcinat-dehidrogenéznak a reakcioterméke, a fumarat is kompetitiv
inhibitora (K; = 1,9-10" mmol/l inhibiciés allandadval).

<|<

(2.22)

o]
H N _©>_U —on  p-NH,-benzoesav

PABA #talakulas] FOLSAVVA
(bald érium sZAmATa sTikstges)
a

HoN _@_c'|_NH _c%.;

cooH

PABA analog
blokkolja a félsav

Ho N _@_502 —H szantézist

sznlfa-metoxazel oH, ch,

2.31. &bra: A szulfagydgyszerek kompetitiv inhibitorok
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H H H
HC—C— —C—
2 | NH2 HT C|3 NHp
C O
/"N “N
Ho © \/ g
H
L-alanin cikloszerin
CCCH CQOOoH
| | COCH
C|H2 ZE CH |
ukcinat-ce- ” CH2
CH2 hicrogenaz CH I
| | COoH
COCH COOH
borostyarkésav furérsav malorsav
S P I

2.32. &bra: Példak a kompetitiv inhibitorokra
A kompetitiv inhibicio (2.19) egyenletét nem nehéz felismerni a kdvetkezd analogidk esetén sem:

Kompetitiv termékinhibicio:

V:Vmax S
P
KS(1+}+S
Ko

Alternativ vagy verseng6 szubsztratok (hexokindz: glikkoz, frukt6z):

Sy

K§(1+izzj+81

S

S,

S
K§[1+ Kllj+82

S

V, =V,

1max

V, =V

2max

2.4.2. Nemkompetitiv inhibicio

A nemkompetitiv inhibicié esetén az inhibitornak nincs hatdsa a szubsztrat kotodésére és forditva: a
szubsztratnak az inhibitor kotédésére. Az S és az I véletlenszeriien, reverzibilisen és egymastol
flggetlenll az enzim kiilonboz6 kotéhelyeire kapcsolodnak, azaz | és E Iétrehozza az El, S és E pedig
az ES komplexeket, ugyanakkor azonban a ternér ESI komplex is létrejohet az alabbi séma szerint:

KS
—————————— k
E+S—]/———ES—-—3> E+P
N N _Es_Els
' ' *“ES ~ EsI
% Mk e
i Ks Ki El ESI

El + S—— ESI
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1

2.6. animacié: Nemkompetitiv inhibicid

A torténéseket a 2.6. animacio megtekintésével is kdvethetjik.
Hasonl6 gondolatmenettel, mint amit eddig is kdvettink, mivel V = ke(ES)

Vo ES
V.. E+ES+EI+ESI’

ahonnan némi atalakitas utan (valamennyi komplexet E-vel és Ks-sel, illetve Kj-vel kifejezve és
helyettesitve) kapjuk a nemkompetitiv inhibici6 sebességi egyenleteit:

S
% K,
Vinax i 1+i+L+ >l
K. K, KK,
vagy
V S
= 2.23
Ve K (1+Ij+8[l+lj o
° Ki Ki
illetve
V=V 1 S
max I ) K +S
[1-1— KJ
Szokasos a latszdlagos Vmaxi bevezetésével (2.23)-t a kovetkez6képpen is felirni:
V=V_. ahol V__. =V 1
maxi Ks +S maxi max 1+ L
K

Lathat6an a nemkompetitiv inhibicio esetén az inhibitor a 1atsz6lagos V.x értéket valtoztatja meg
csupan, mig Ks (illetve K., értékét nem befolyésolja. Ez azt jelenti, hogy az inhibitor az enzimnek egy
masik aktiv helyéhez k6todik, mint az S, és ugyanakkor nem befolyasolja a szubsztrat kotédését — nem
valtoztatja meg az enzimnek a szubsztrathoz valé affinitasat. Fontos megjegyezni, hogy a klasszikus
nemkompetitiv inhibicié csak a rapid ekvilibrium kértlményei kozott létezik, igyhogy Ks=K.

A kovetkez6 2.33. abran a nemkompetitiv inhibicio jellemzé kinetikai abrazolasait lathatjuk.o
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2.33. abra: Nemkompetitiv inhibicié Michaelis—Menten- és Lineweaver—Burk-abréazolasa

A Lineweaver—-Burk-gorbék meredekségei itt is az inhibitorkoncentraciétol fuggenek, és ez a
flggvény és &brazolasa is teljesen azonos a kompetitiv inhibiciééval.

A nemkompetitiv inhibiciéra kevés példat talalunk, ilyen lehet példaul a H* ionok hatasa a
kimotripszin esetében. Itt az aktiv centrumban egy protonakceptor hely van, amely inhibealhatd
novekvé H'-ion koncentracidval. A Lineweaver-Burk-abrazolas tiszta nemkompetitiv inhibiciot
mutat, azonban ne feledkezziink meg a pH-nak komplex enzimbefolyasol6 hatasardl sem.

Mas példakként megemlitheték bizonyos nehézfém-molekuldk (-SH reagensek) vagy cianidok.
Ezeknél azonban — mint lattuk — gyakran a hatas irreverzibilis.

A kompetitiv és nem kompetitiv inhibicionak a Lineweaver—Burk-abrazolas alapjan torténd
megkiilonboztethetdségét szemlélteti a 2.34. abra. Az almaszeletnek levegén torténd oxidativ
barnuldsaért a katekin-oxidaz (ez egy o-difenol oxidaz) enzim a felelds, amely a katekint o-kinonna
oxidalja. (Hasonlo reakciot katalizal a tirozinaz is, amely a tirozint melaninna alakitja at.) Ennek az
enzimnek kompetitiv inhibitora a szubsztrat analdég p-hidroxi-benzoesav, mig nemkompetitiv
inhibici6jat a feniltiokarbamid okozza. A ketté kinetikai viselkedésének kiilonbozoségeét jol
kovethetjik az &bréan.

nemkompetitiv inhibitor

QNHC—NHZ
s

fenitiokarbamid

p-OH-benzoesav
Kompetitiv inhibitor

2.34. &bra: A katekin-oxidaz kompetitiv és nemkompetitiv inhibicioja
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2.4.3. Unkompetitiv inhibicid

Az unkompetitiv inhibicid esetében az inhibitormolekula nem képes a szabad enzimhez, csupan a mar
elozetesen létrejott ES komplexhez kotddni, igy egy inaktiv ESI komplex jon létre, amelyikb6l nem
képzodik termék. Az egyszertisitett séma a kovetkezo:

Ks

kP
E + S — ES » E + P
+

|
\I I\ Ki
ESI —¢—

A séméabol szembetiinik, hogy még végtelen nagysagu S sem sziinteti meg I hatasat, mindig lesz
jelen — 1-t61 és K;-t61 fiiggd mértékben — nem produktiv ESI komplex. A molekuléris mechanizmust a
2.7. animacion is megszemlélhetjik.

Molekuléris szinten ezt Ggy lehet elképzelni, hogy az eredeti enzimen nincsen inhibitorkotésre
kész domén (inhibitor kotéhely), az csak a szubsztrat kotdédése soran (indukalt illeszkedés!)
megvalosuld konformacidvaltozassal jon 1étre. Az ekkor kotdd6 inhibitor viszont az aktiv hely

konforméacidjat valtoztatja meg annyira, hogy noha a szubsztrat kotve marad (s6t, az ES komplex
stabilabb, mint inhibitor nélkil) de reakcié nem jatszédik le.

2.7. animé&cid: Unkompetitiv inhibicio

A két el6z6 esetben bevalt levezetést itt is kovethetjik, vagy gondoljuk végig, és irjuk fel
formalisan az egyenletet a tanultak értelmében: a sz&mlal6 = a terméket produkalé komplex: (ES); a
nevezd = az Osszes enzimfajta dsszege (1 jelenti a szabad enzimet, S/K felel meg az (ES) és SI/KsK,
az (ESI) komplexeknek):

S
Vv K
= S 2.24
Vmax 1 i i ( )
K, KK
vagy
S
V= Via

KS+S(1+ Ij
K

A Briggs—Haldane-levezetés formailag ugyanezt az egyenletet adja Ks-t Ky,-mel helyettesitve.
Ebbél az egyenletbél még nem latszik, hogy vajon V-0t és/vagy Kq-et befolyasolja-e az inhibitor.
Ehhez a nevezOben S melldl tavolitsuk el a szorzdfaktort:
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1 S
= . (2.25)
V= Vi — S

L+
)
Ki

Vegylk észre, hogy ez az egyenlet nem a ,,keveréke” a kompetitiv és a nemkompetitiv inhibiciét
leird egyenleteknek: mig a Vmax-ra gyakorolt hatds ugyanaz, mint a nem kompetitiv inhibicional, addig
a Ky-re gyakorolt hatas forditott, a latszolagos K., csokken. Ezt mutatja a 2.35. abra is, vagyis egy
unkompetitiv inhibitor mind K,-et, mind pedig Vmax-0t ugyanolyan mértékben csokkenti.

S
V= Vmax :
1+ KL KmI S
(5
v V.,  neminhibedlt
y bo-tm  SERETED
Vi
Vnnx/2 ...... ; I
G Vm
Vo2 £ Vo =71
P 1+—
«—1 %
- ka
S
e . K
1+—

2.35. abra: Unkompetitiv inhibicid

Az unkompetitiv inhibitorok rendkivil nagy hatast fejtenek ki az enzimes reakciokra, rdadasul ez a
nagy szubsztratkoncentracioknal egyre kifejezettebb, ami magyardzza, hogy miért oly ritkdk a
természetben (szemben pl. a kompetitiv inhibitorokkal) és hogy a mesterségesen eléallitott ilyen
inhibitorok miért olyan hatasosak.

Az unkompetitiv inhibiciora példa a Glyphosate (Roundup) nevii [N-(foszfonometil)-glicin (2.36.
abra)] ismert herbicid, ami az aromas aminosavak szintézisében kulcsszerepet jatsz6 5-enol-
piruvilsikimat-3-foszfat szintdz [(ESPS)-szintdz] enzimnek unkompetitiv inhibitora, és igy
akadalyozza bizonyos éveld gyomnovények aromasaminosav-szintézisét. A gatolt reakcid soran tehat
nem képzédik az 5-enolpiruvil-sikiméat-3P, ami az esszencidlis korizminsav el6anyaga, és igy nem
képes a ndvény aromas aminosavainak szintézisére.

o
‘ H |
o N\/i"’OH
OH

Glyphosate (K, = 54 pmol/dm?)

ESPS-szintaz

—_—
Sikiminsav-3P + PEP S-enolpiruvil-sikimat-3P
\

korizminsav

2.36. abra: A Glyphosate egy unkompetitiv inhibitor
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2.4.4. Kevert tipusa inhibicid

A kovetkez0 séma mutatja be a kevert tipust inhibiciot, amely tulajdonképpen a nemkompetitiv
inhibicio egy specidlis forméja:

E+S ——ES E+P
+ +
I I ahol Kg=E.S/ES,
< 1 L 1 L oK, aK=EI.S/ESI
aK
S K,=E.I/EI

El + S — ESI
oK, =ES.I/ESI

ezert az effektiv Ks az EI+S Iépesre aKs Ugyanezért ESI disszociacios allanddja aK;-vé valik. Ez

masképpen azt jelenti, hogy az E —— ES —— ESlésazE —— EI —— ESI ered6 folyamat
egyensulyi allandéja fuggetlen az uttol, azaz

VS S
M K(oK;)  Kj(aK)

A szokésos levezetéssel vagy akar a mar megismert formalis gondolkodassal eljuthatunk a kevert
inhibiciot leird kinetikai egyenletekhez.

A (2.26) egyenletbdl lathatd, hogy ebben az esetben mind a latszolagos Ks, mind a Vs, médosul
az inhibitorkoncentracié fliggvényében. A jellemz6 kinetikai abrazolasokat a 2.37. abra szemlélteti.

v,

puit

Vmax{ q ;'

2.37. abra: Linearis kevert tipusu inhibicié (L<a<w) (Ks= Ky)
Ha alaposabban szemigyre vessziik a kiindulasi sémat, lathatjuk, hogy akér valamennyi eddig

targyalt inhibiciétipust levezethetnénk a kevert tipust inhibicio sémajabol. Egyes szakkonyvek
kovetik is ezt a modszert.
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vagy kissé atal akitva
S

et

1 S

] )

s’ I

(1+0d(|)

V =V,

vagy
V=V inax

S (2.26)

2.4.5. A lineéris reverzibilis inhibici6tipusok dsszefoglalasa

Ha egy egyszubsztratos reakcidoban a jelenlévd inhibitor az enzimhez kapcsolodva inaktiv, azaz
terméket nem eredményezé enzim-inhibitor komplexet hoz létre, akkor:

— haaz S ésaz | kdlcsondsen kizarjak egymast a kapcsolodasbol, akkor I kompetitiv inhibitor
— ha nem kolcsonosen kizar6 a kapcsolodasuk, hanem egymastol fuiggetlendl tudnak az E-hez

kotddni, akkor I nemkompetitiv inhibitor
— ha I ugyanugy kotddik, mint elobb, de megvaltoztatja az enzim affinitasat a szubsztrathoz,

akkor az | kevert tipusu inhibitor
— halcsak az S kotédése utan tud az enzimhez kapcsolodni, akkor | egy unkompetitiv inhibitor

A jellemz6 kinetikai abrazolasokat az 6sszefoglalé 2.38.—2.42. abrakon mutatjuk be.

kompetitiv nemkompetitiv unkompetitiv

2.38. dbra: Linearis reverzibilis inhibicidk kinetikai egyenleteinek sszefoglalasa
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KOMPETITIV INHIBICIO , .
1V NEMEOMPETITIV INHIBICIO
1+L E 1
L el
=
Vmaxi AR,
N, £
Vo
| 1
L
1 maz
K = 1/8 0 1/8
W
UNEOMPETITIV INHIBICIO
/v
1+L I
1 K
v
Vmaxi maz K,
\. Vo
e }”1
el Buy P /S = ~zg 0 /s
K. TR 3
2.39. dbra: Linearis reverzibilis inhibicok Lineweaver-Burk-abrazolasa
FOMPETITI INHIBICE NEMKOMPETITIV INHIBICIC
S/ SV
K
Kmpp Vm:d
Vaa TN \’
K
/ ) W

UNKOMEETITIV INHIBICIO KEVERT TIPUST INHIBICIO

2.40. abra: Linearis reverzibilis inhibicok Hanes—Langmuir-abrézolasa
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EOMPETITIV INHIBICIO

NEMEOMPETITIV INHIBICIO

ViSle

Vmax:i/,
Ky

Vot W

UNKOMPETITIV INHIBICIO

KEVERT TIPUST INHIBICIO
Vis ¥

WIS

1) S
V, V_K, V. 8
4, . e 1V,
1 E )
i | ok 1
V. s ) \ -
\ KOMEEITITY NEMKOMPETITIV
// S=0 , tgt=0 \yv
K;

_LZLIJ,L[H&] 1 g
o el

. L3 v

UNKOMPETITIV /

\ Koo I

2.42. abra: Linearis reverzibilis inhibicdk Dixon-abrazolasa

f

i

mlP‘!
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A linearis reverzibilis inhibicokrol tanultak elsajatitasat ellendrizheti a kovetkezd interaktiv
2.8. animacioval. Valamint érdemes az inhibitoroknak a kinetikara gyakorolt hatasat, a jellemz6
linearizacidk valtozasait tanulmanyozni a 2.5. szimulacid segitségével.

2.8. animéacid: Onellendrzés: inhibiciok.

2.5. szimul&cié: Inhibiciok
2.4.6. Szubsztratfelesleg-gatlas

Szamos enzim esetében a reakciosebesség-szubsztratkoncentracido goérbének maximuma van, a
maximum el6tt a kis szubsztratkoncentraciok tartomanyaban koveti a M-M-hiperbolat, de a
szubsztrat- koncentracio novekedtével fokozatosan és egyre nagyobb mértékben csokkendleg eltér
attol, és a nagy szubsztratkoncentraciok tartomanyaban ténylegesen csdkken a reakcid sebessege. Ezt a
jelenséget nevezziik szubsztrétfelesleg-gatlasnak vagy szubsztrétinhibicionak. A szubsztratinhibicid
mechanizmusa tobbféle lehet:

— A szubsztratnak ahhoz, hogy termékképz6 atmeneti komplex jojjon létre, két (pl a 2.43. abran a
szukcinat dehidrogenaz esete) vagy tobb helyen (példaul a lizozim esetében) kell hogy az
enzimhez kotédjék. Ha sok szubsztratmolekula van jelen, eléfordulhat, hogy egy S molekula az
egyik, egy masik S molekula pedig egy masik kotdhelyhez kapcesolodik, s igy inaktiv
komplexek jonnek létre (lassuk be, hogy ez is reverzibilis inhibicio).

— -00C — -00C — -OOCCH,CH,COO
CH, CH l
e, cit
—00C —-00C — "O0OCCH,CH,COO
Borostyankdsav Malonsav
S-inhibicid

Normalis kapcsoldodas

2.43. dbra: A szukcinat dehidrogenaz szubsztrat inhibicidja

— Nagy S koncentracional egy S molekula olyan kotéhelyhez is kapcsolodhat az enzimen, amely
nem az aktiv centrum része, az ilyen kotddés mintegy nemkompetitiv moédon megakadalyozza
a normalis S kotdést.

— Az enzimmiikodéshez sziikség lehet egy aktivatormolekuldra. Ha ez kapcsolddni képes a
szubsztrattal, sok S molekula ,elvonja” az enzimtdl az aktivatort, igy csokkentve annak
tényleges aktivitasat.
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— Két (vagy tobb) szubsztratos rekcidk esetén az egyik szubsztrat feleslege lekotheti a masik
szubsztrat kot6helyeit, megakadalyozva a sziikséges masodik szubsztrat kapcsolodasat, igy
megint csak inaktiv komplexek jonnek létre.

— Végiil a nagy S koncentracio aspecifikus modon is gatolhatja a reakciot, példaul az ionerésség
megndvekedése miatt.

Az elso és itt kinetikajat tekintve egyediil targyalandé esetben az egyszerisitett rekcioséma a 2.44.
abran lathato.

KS /\ kp

E+ S—— E S——s E + P

/cKS/ \st

E S E S

\Vd
ab‘KS\\ E/\ S/“Ks

\/ 8
2.44. abra: A szubsztratinhibicié sémaja

Az &bran a b és c a disszociacios allando megvaltozasat jelzd faktorok egyszeres S kotés esetén,
mig a az an. kdlcsonhatési egyutthatd, amely az egyik S-nek a masik S kotédésére gyakorolt hatasat
méri.

A b és c allandok altalaban nagyobbak, mint egy, azaz a szubsztratmolekula egyszeres kotédése
gyengébb, mint a kétszeres (kissebb az affinitas). Egyszersmind a is nagyobb &ltalaban mint 1, mivel a
két szubsztrat kotése gyengébb, mint egy S kétszeres kotése (tul kdzel vannak térbelileg). E séma
alapjan levezethetd a szubsztratinhibiciot leird sebességi egyenlet, amelynek mar egyszerisitett
forméja az alabbi (amelyben a egy dsszevont allandé)

_ 1
V-Vmaxﬁ (2.27)
1+ 2 +——
S a'kK,

Megjegyezziik, hogy ezt az dsszefliggést az unkompetitiv inhibicié sémajabol is megkaphatjuk.

A Kinetikai képet a 2.45. dbran mutatjuk be. A Lineweaver—-Burk-abrazolas gorbéje egy egyenes
(nem inhibealt reakcid) és egy hiperbola (inhibedlt reakcid) szuperpozicidja, amely kis szubsztrat-
koncentracioknal atmegy a normalis egyenesbe, tehat meghosszabbitdsa a neminhibeélt esetnek
megfeleld 1/V . €rtéket adja.
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\Y% 1/V

1/8

v

max

2.45. abra: A szubsztratinhibicié V-S- és Lineweaver—Burk-abrazolasa

2.5.  Tobbszubsztratos reakciok
Tobbszubsztratos enzimreakciokrol beszélve két teljesen kiillonbozo reakciotipust kell megismerniink.

A.) Egy enzim ahhoz, hogy terméket képezzen, egyszerre tobb kiilonbozd szubsztratot kell hogy
megkdsson. Példa erre az egyik legismertebb kétszubsztratos reakcio, a

glikéz + (Mg) ATP  — glukoz-6-foszfat + (Mg)ADP

foszforilezéses atalakulas, amelyet a hexokinaz enzim katalizal.
Itt a rekcié végbemeneteléhez az enzimnek mind a gliikézt, mind pedig az ATP-t meg kell kétnie
ahhoz, hogy termék (a legtobb ilyen esetben két termék) képzodjék.

B.) A masik esetben a reakciokeverékben egy enzim és tobb kiilonbozd, 1ényegében alternativ
szubsztrat van jelen. Erre példat szolgaltat a legtébb biopolimer hidrolizalé enzim, mint példaul az a-
amilaz és az amilo-glikozidazok, celluldzok és a proteindzok. Fuggetlenil attdl, hogy ezekben az
esetekben exo- vagy endoenzimekrél van-e sz, a reakciokeverékben egyidejiileg tobb, kiilonbozd
polimerizéacids foku szubsztrat van jelen.

Az A)) esetben a kétszubsztratos reakciok tipikus esetét vizsgaljuk meg részletesebben.
Két szubsztrat és egy enzim reakciojakor a kozottik 1étrejovo kapcsolodas torténéseit tekintve
tobbféle mechanizmus képzelhetd el:

1. Random bi-bi reakciok, azaz véletlenszeril, mind a szubsztrat, mind a termék oldalardl nézve
bimolekulas reakciok: a két szubsztrat, A €s B véletlenszer(i sorrendben kapcsolédnak az enzimhez,
hasonl6éan a nemkompetitiv inhibicid6 S és | molekulainak kapcsolédasdhoz, és a két termék is
véletlenszerlien valik le az enzimrél az alabbi séma szerint. A sémabol kovetkezik, hogy e
mechanizmus és a nemkompetitiv vagy a linedris kevert tipust inhibicio kdzott csupan az a kilénbség,
hogy itt a ternér EAB komplex katalitikusan aktiv, azaz beldle termékek képzddnek, mig az ESI
komplex — mint lattuk — inaktiv.
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E+A — EA EP —— P + E

+ + + +

B B Q Q

B[ I |

EB+A —— EAB —— EPQ —— P + EQ
ke

A sebességmeghatarozé 1épés a lassi EAB—EPQ atalakulas, és ekkor a P+Q iranyaban
levezethetd egy sebességi egyenlet (vegyiik észre, hogy ez is felirhaté mechanikusan levezetés nélkiil,
ha feltételezzlk a rapid ekvilibrium kinetikat):

A-B
v oK, K,
- (2.28)
VmaX 1+A+£+ A-B
Ko K, aKK,

2. Hatérozott sorrendii bi-bi reakciok

Lehetséges, hogy B csak akkor tud az enzimhez kapcsolddni, ha az A mar kapcsolddott, és e
komplex képzddés kovetkeztében az enzim olyan konforméacidvaltozason ment keresztill, amely
lehet6vé teszi a B kapcsolasat is. Nem nehéz észrevenni ennek hasonlosagat az unkompetitiv
inhibicidhoz. Az egyszerisitett séma ekkor a kdvetkezo:

Ka Ko
E+ A—/——EA EQ—/— Q-+ E
+ +
B P
Kg Kp

ke

EAB ———— EPQ
k.

Ha a kp a legkisebb, azaz az EAB—EPQ atalakulas a sebességmeghataroz6 (vagyis E, A, EA és
EAB egyensulyi koncentraciok, tehat a rapid ekvilibrium feltételezés itt is igaz), akkor a sebességi
egyenlet a kovetkez0 lesz:

A-B
% K, Kg
= (2.29)
Vmax 1+A+ A-B
KA KAKB
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3. Pingpongmechanizmus (2.46. &bra)

A harmadik lehetséges mechanizmus szerint (a hexokindz-reakci6 példajanal maradva) elészor az
enzim foszforilez6dik, azaz reagil az A=MgATP-vel, majd a P=MgADP levalasaval létrejon a
foszforilalt enzim (F). Ezutan térténik meg a B szubsztrattal (itt a glikéz) vald komplex képzése (FB,
FQ), végil a foszforilalt szubsztrat ( itt: glikoz-6-foszfat) és az eredeti enzim molekula szétvalnak. A
mechanizmus neve onnan ered, hogy az enzim itt két stabil mdodosulat kozo6tt oszcillal, pattog ide-oda,
mint a pingponglabda.

P B

Mg(ADP) glikoz

F

FOSZFORILALT

EP HEXORINAZ FB

&R

HEXOKINAZ

E

Mg(ATP) glikoz-6P

A

2.46. abra: A pingpongmechanizmus séméja

A steady state feltételezésen alapuld kinetikai egyenlet ebben az esetben:

v _ A-B (2.30)
V.., KA+K ,B+A-B

Némi atalakitassal a kovetkezo egyenlethez jutunk, ami azt mutatja, hogy rogzitett B koncentracio
mellett hogyan valtozik a reakciosebesség az A koncentréacidjanak valtozasaval:

vV _ A (2.31)

Vi 4 A(1+ KQBJ

A pingpongmechanizmusnak megfelelé dupla reciprok Lineweaver—Burk-abrazolas a 2.47. abran
lathat6.Vegyiik észre, hogy az egyenlet szimmetrikus, azaz A ¢és B felcserélhetok.
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VA%
B B — 00
1+ Xmn
1 _ B
Vmaxapp vma.x I(mA‘/\I max
7 1/Vmax
1/A
1 14 Kb
- e B
KmAapp KmA

2.47. &bra: Pingpongmechanizmus Lineweaver—Burk-abrézolasa

A valdsagban a hexokinaz esetében nem kapunk az abran lathat6 parhuzamos reciprok gérbéket,
tehat biztosan nem a pingpongmechanizmust kdvetik e foszforilacio torténései. A valddi gérbesereg a
2.48. abran lathatbhoz hasonlit. Ennek alapjdn azonban még nem tudhatjuk, hogy vajon a két
lehetséges méasik mechanizmus kozil melyik irja le a valésagot, mivel mind az 1., mind a 2. modell
ugyanolyan Lineweaver—Burk-gorbesereget produkal. A hexokinaz-reakcio valodi mechanizmusanak
Kideritéséhez egy sor egyéb kinetikai vizsgélatot is el kell végezni.

UK, VA

2.48. abra: Random bi-bi és hatarozott sorrendii bi-bi mechanizmusok Lineweaver—Burk-abraja

A tobbszubsztratos reakciok B.) esetét vizsgalva meg kell allapitanunk, hogy sok enzim képes
egynél tobbféle szubsztratnak az atalakitasara is. llyen esetekben a kilonféle alternativ szubsztratok
versengenek egymassal az enzim aktiv helyéert, helyeiért.

A legkézenfekvébb példat erre a hidrolitikus depolimeraz enzimek szolgaltatjak, amelyek sok
azonos kotésre hatnak, sokszor att6l fiiggetlenil, hogy milyen hossz( a polimerszegmens, sokszor
pedig a kinetikai paraméterek dimer, trimer, oligomerek esetén masok, mint nagy polimerfokszam
esetében. Az ilyen polimerek esetében valamennyi, a monomereket 6sszekapcsolé kondenzécids kotés
Ugy viselkedik, mint egy-egy kulonallé szubsztrat. Az ilyen polimerek abban az értelemben sem
tekinthetdek kozonséges egyszerii szubsztratoknak, hogy altalaban mar eleve kiilonbozd lanc-
hosszusagu polimerek keverékei.
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A hidrolitikus enzimek némelyike szelektivitast mutat aszerint, hogy a polimer mely részét bontja:

exo-hidrolazok — lancvégi vagy kozel 1ancvégi kotéseket bontanak,
endo-hidrolazok — lancon belili kitéseket statisztikusan bontanak.

Komplex kinetikai targyalast igényel a fehérjéknek, keményitének a bontasa, illetve a cellulaz
komplex Kkinetikai viselkedése cellulozbontaskor. E kérdéseket csak részletes enzimkinetikai
studiumok targyaljak, vagy technoldgia targyak kereteiben kaphatunk kérdéseinkre valaszt.

E helyiitt csak egy igen egyszerli kétszubsztratos rendszer kinetikai leirasat adjuk meg, amely a
kovetkez6 séman alapszik:

K]_ kl
ES, — E + P,

E + S;

Kz k
ES,

E + S, E + P,

Mindkét szubsztrat a jelenlévd enzimnek csak egy adott hanyadaval tud reagalni, mint a
kompetitiv inhibicié esetén, a kiilénbség abban all, hogy itt mindkét enzim-szubsztrat komplexbdl
termék jon létre. A kinetikai egyenletek az egyes részreakcidok sebességeit kilon-kilén leirva a
kovetkezok:

k,E,S,
Vi= sK1 S
1+—1+K—2
1 2
(2.32)
kZEOSZ
KZ
Sl SZ

1+ —=+—=
Kl KZ

V, =

Az egyenletekbdl lathatéan mindkét reakcid sebessége kisebb, mintha csak az egyik vagy csak a
maésik szubsztrat lenne jelen egyedil. Ezt a tényt ki lehet hasznalni arra, hogy eldontsik, hogy vajon
egy ismeretlen mintdban egy adott enzim két szubsztratra hat-e, vagy mindkét szubsztratra mas-méas
enzim hat.

llyen tipust reakciok esetében gondot okozhat, ha mindkét szubsztratbdl ugyanaz a termék
keépzddik (példaul B-amilazos keményitd bontdsnal: maltdz), ekkor csak az eredd reakcidsebességet
tudjuk megmérni a két el6z6 egyenlet dsszegeként:

Eo(klsl + kZSZJ
(2.33)

Si-nek és Sp,-nek a relativ mennyiségét valtoztatva az eredd reakcidsebesség is megvaltozik.
Vildgos, hogy igy az eredd reakcidra a kisérletileg meghatarozott V. és K., nemcsak a teljes
szubsztrat- koncentraciotol, hanem az egyes szubsztratok S,/S, aranyatol is flgg.

Ha az 0sszes szubsztrdt S;, vagyis nincs jelen a masik szubsztrat, vagy ha a forditott esetet
tételezziik fel, akkor az egyszubsztratos kinetikat kapjuk vissza.
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2.6. Egyéb hatasok az enzimek aktivitasara

Az eddigiekben megvizsgaltuk a szubsztrat és az inhibitorok hatésait a reakciosebességre. Tudnunk
kell, hogy az in vitro reakcidelegy vagy a természetes sejtmillid egy sor egyéb tulajdonsaga is
befolyast gyakorol az enzimek katalitikus aktivitasara. Ezek els6sorban az enzimek szerkezetének
(térszerkezetének, konformacidjanak), kémiai allapotanak befolyasoldsan keresztill hatnhak. Ilyen
hatasok a kovetkezok:

Ionerdsség (lasd a fehérjetisztitasban alkalmazott ammoniumszulfat-telitést), pH, hémérséklet,
hidrodinamikai (nyiré-) erék, a hidrosztatikai nyomas, feliileti fesziiltség. Ugyancsak hathatnak
kémiai szerek, mint az alkoholok (szintén hasznalt fehérjekicsapasi modszer az alkohollal torténd
kicsapas), karbamid, hidrogén-peroxid (és més oxidaldszerek) vagy kulénféle rezgések, mint a
fény, a hang, illetve az ionizal4 sugarzasok.

Ezeknek a kiils6 hatdsoknak az eredménye az enzimaktivitas reverzibilis vagy irreverzibilis
megvaltozasa lehet. A reverzibilitas és irreverzibilitds gyakran az adott hatas idGtartamanak a
fliggvénye, ami értheté, ha a szerkezet-hatds Osszefliggésére gondolunk. Valamely konformaécié-
véltozast okozo, szerkezetmodositod hatés rovid expozicidja — iddben lejatszodo folyamatrol 1évén szo
— még visszafordithato valtozasokat okozhat, mig egy elérehaladottabb szerkezetmdodosulas — amelyet
mar esetleg Uj stabil kdtések rogzitenek — maradando (irreverzibilis) struktiravaltozast idézhet eld.

A kovetkezokben a két legfontosabb kornyezeti hatést, a pH és a hdmérséklet hatasat elemezziik.

2.6.1. A pH hatésa az enzimes reakcidkra

Az enzimfehérjéket felépité aminosavak semleges, bazikus, illetve savas karakteri csoportokat,
oldallancokat tartalmaznak, tehat oldatban a nativ enzim egy adott pH-n mind pozitiv, mind negativ
toltésli csoportokat hordoz. Ezek az ionizalhaté csoportok gyakran az aktiv vagy egyéb kotéhelyek
részei, aminek kdvetkeztében maguk ezen aktiv helyek lehetnek részlegesen negativ, illetve pozitiv
toltéstiek, és katalitikus hatdsukat igen gyakran tulajdonképpen valamilyen sav/bazis katalizis alapjan
fejtik ki, és az a benne részt vevd csoportoknak éppen egy adott ionizacids allapotat igényli. Igy
érthetd, hogy a pH valtozasa, amely megvaltoztathatja (attdltheti) e csoportokat, igen nagy befolyast
gyakorol az enzim aktivitasara. Ezek az ionizalhat6 csoportok a kdvetkezok: az Asp masodik -COOH,
a Cys -SH, a Glu -COOH és a GIn -CONH, csoportjai, a His imidazolcsoportja, a Lys &-NH,
csoportja, a Met CHs-S, a Ser -OH csoportjai és a terminalis amino- és karboxilcsoportok. Ezeken
kivil az elektrosztatikus kélcsonhatasok, valamint a H-kotések is valtozhatnak a pH hatésara.

Egy igen egyszerii képpel tehetjilk ezt kinetikailag is érthetdvé. Legyen E egy adott sav/bazis
tipusu katalizisnél az aktiv enzimet jelentd jelolés, mig az ionizalatlan E, illetve a kétszeresen ionizalt
E* inaktiv formék, és ezek protonfelvétellel, illetve -leadassal alkulhatnak egymasba:

_H+ _H+
E — F — E%
+H* +H*
inakiv enzim aktiv enzim inaktiv enzim

E — E+H*
E- = E>+H*

Mivel e két reakcio egyensilyi alland6i K,=HYE7/E, illetve K,=HYE®*/E~ és E,=E+E-+E*-
mérlegegyenlet is igaz, az enzim aktiv hanyada (Y =E"/E,) a kovetkez6 0sszefuggéssel adhaté meg:
1

Y = (2.34)
1+H /K, +K,/H”
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Ugyanigy fejezheté ki az Y és az Y> filggvény is, azaz a nemionizalt enzimnek, illetve a
kétszeresen ionizalt enzimnek a teljes enzimmennységre vonatkozo hanyada. Ezeket a fuggvényeket
Michaelis-féle pH-fliggvényeknek nevezzik. Ezeket a fliggvényeket mutatja a 2.49. abra.

pH

2.49. abra: A Michaelis-féle pH- fliggvények

Az Y gorbe maximuma, azaz az enzim pH-optimuma a kovetkezd értéknél van:

. v 1
Hoptimum = KlKZ Vagy (pH)optimum ZE(pKl + pKz) (235)

Az aktiv enzim Michaelis-figgvénye ugyanolyan, mint barmely enzim pH-optimum gérbéje.
Néhany enzimre ilyen pH-otimum gorbéket mutatunk be a 2.50. abran. Ertelemszerlien az enzimes
reakcid sebességét megkapjuk, ha az aktiv enzim koncentraciojat helyettesitjik, azaz

RELATIV AKTIVITAS

100}

Ve =KoEoY ™ =k Eo/(1+H /K, + K, H"). (2.36)
GLUTAMINSAV DEHIDROGENAZ
PEPSZIN
ARGINAZ
50

NYALAMILAZ

pH

2.50. dbra: Kiilonbozd enzimek pH-optimum gorbéi

A fenti Osszefiiggések lehetdve teszik az egyensulyi allandok meghatarozasat egyrészt az optimum
és ezek kozotti osszefliggeés ismeretében, masreszt V pax-nak kiilonb6zé pH-kon torténé mérése Gtjan.

Erdemes megjegyezni, hogy elméletileg a Ks és K, is fiigg a pH-tol (hiszen valamennyi egyedi
reakciosebességi allando is fiigg attol), ennek azonban gyakorlati jelentdsége nincs, a pH-nak az
enzimhatasra gyakorolt befolyasat rendszerint csak aVpmax-0n keresztll irjak le.
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Jegyezzilk meg végezetiil, hogy a fentiekben leirt elmélet csak a pH-optimum kdzelében igaz, attol
tavoli extrém pH-tartomanyokban nem, a teljes pH-tartomanyra vonatkoztatva az optimumgoérbe
aszimetrikus, illetve az optimumtdl tavol az irreverzibilis denaturalé hatasok ervényestlhetnek.
Valamint az egyes enzimek esetében a pH-optimum goérbe lapos vagy éles maximumot adhat, azonban
mindig van egy pH-optimum!

Erdemes megjegyezni, hogy egy enzim pH-optimuma kézel azonos a stabilitasi pH-val, azaz azon
a pH-n érdemes az enzimet eltartani is, amelyen a legaktivabb.

2.6.2. A homeérséklet hatdsa az enzimaktivitisra

A homérséklet hatasa kettds: egyrészt nd az enzimes reakciok sebessége a homérséklet ndvelésével,
ugyanis valamennyi sebességi allandé az Arrhenius-Osszefiiggés szerint fiigg a hémérséklettol..
Ugyanakkor az emelkedd6 homérsékletek hatdsara az enzim reverzibilis és/vagy irreverzibilis
konformaciovaltozasanak valdsziniisége is nd, azaz olyan térszerkezetek johetnek 1étre, amelyek nem
rendelkeznek katalitikus aktivitdssal. Ennek mechanizmusa vildgos: a nagyobb homérséklettel no a
felépité atomok energidja, né annak a valoszintisége, hogy a gyenge kolcsonhatisok, H-hidak,
diszperzi6s, parcialis ionos kotések fellazulnak és szétszakadnak. Ujra csokkentve a hémérsékletet,
lehet, hogy az el6z0 térszerkezet visszadll (reverzibilis hoéinaktivalodas), de lehet az is, hogy egy
masik — nem aktiv — térszerkezet stabilizalodik (irreverzibilis héinaktivacio).

A legtobb fehérje héhatasra torténd denaturdcidja mar 45-50 °C-on elkezdédik. Az enzimek
héinaktivalodasa tehat reverzibilis, irreverzibilis vagy a kettd kombinacioja lehet.

Tételezzlk fel, hogy az enzim aktiv és inaktiv &llapotban van jelen, azaz

Kyq
Ea +—E
. E. -AG -AH AS
Az egyensulyi allandé — =K, =ex dl=ex 4 lexp| — |.
gyensily =K p[ RT] p( RT] p[R]

A AHj dezaktivalasi entalpia meglehetosen magas, pl a tripszin és a tojasfehérje eredetii lizozim
enzimek esetében 280, illetve 310 kJ/mol (v6. pl. a hidrogénhidaké csak 12,5-29,3 kJ/mol ), a
dezaktivalasi entrdpia pedig 890 kJ/mol-°K. Tekintve a nagy AHy értékeket, az inaktiv enzim hanyada
igen érzékenyen nd a hdmérséklet ndovekedésével, példaul az iménti esetekben 30 °C héfokndvekedés
majdnem teljes inaktivalédashoz vezet.

Mivel az enzim vagy aktiv vagy inaktiv formaban van jelen, tehat Eo= E.+E; igy:

E -
E.=—2- 7ZsV_ =k,(T)E
a 1+Kd S max 2( )

ahol (2.37)

(1) p[ T Je o

a

Ebben a kg és h sorrendben a Boltzmann- es a Planck-allandok és B egy aranyossagi tényezo.
A harom egyenletet kombinalva végiil is a reakciosebesség hofokfiiggésére a kovetkezot kapjuk:

—-E/RT

VAR L , (2.38)
1+eAS R .e—AHd/RT

ahol az ered6 aranyossagi tényez6 o tartalmazza a 8, kg, h, Eq €s AS* tényezOket.

A 2.51. abran az el6bbi egyenletnek megfelelé abrazolas lathatdo a katalaz enzimre. Az
iranytangens nagy 1/T értékeknél kozelitdleg -E/R, mig a nagy homérsékleteknél mérhetd
iranytangens kozelitéleg (AHg -E)/R. A ASy itt nem részletezendé modon kiszamithaté a maximum
értékébdl. Mivel a Ky, és Kg is a sebességi allandok fliggvényei, igy természetesen azok is fliggenek a
hémérséklettol, valamint hasonloan héfokfiiggdk a kiilonféle inhibicids allandok is.
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A hddenaturaci6 idoben lejatszodo folyamat, amelynek sebességét elsdrendli folyamatként szoktak
leirni

dE
2= _kE 2.39
pm a (2.39)

Ennek a megoldasa egy exponencialis fiiggvényt ad, azaz az idében exponencialis mentén csokken
az enzimaktivitas egy adott denaturaciot okozoé hémérsékleten:

E,(t)=E,e™ (2.40)

2.6 A Oxigénkeépzdési
Vv sebesség
25}

24
23

2.2
2,1

2,0

19

1.8

2.9 3,1 3,3 3,5 3,7
UT*10°

2.51. abra: A héfokfiiggés dabrazolasa a hémérséklet aktivalasi és inaktivalasi hatasdnak
elkilonitésére

A mikddési hdmérséklet optimuma nem kell hogy egybeessék az eltarthatdsagi vagy stabilitasi
hémérséklet optimumaval, oldatban az enzimeket rendszerint 4-5 °C-on taroljuk.

2.7.  Heterogén fazisu enzimes reakciok viselkedése

Az enzimek nagy része néhany tizezer Dalton molekulatomegli globularis fehérje, s igy vizben
oldhaté. A vizes rendszerben oldott allapotban 1évé enzimekkel végzett reakciok elénye a rendszer
homogenitdsa, valamint, hogy az enzim izolalasan Kkivil egyéb el6készitést nem igényel. Evvel
azonban ki is meriilt az eldnydk felsoroldsa, mig az ilyen rendszerek hatranyai jelentdsebbek ¢és
szamosabbak:

Gazdasagi hatranyok:

Az enzimek dragék (a kommersz vegyszerekhez viszonyitva).
Homogén rendszerben csak egyszer hasznalhatdk fel, a reakcio utan elvesznek, illetve kinyerésik
a reakcidelegybol bonyolult és draga.

Technolégiai hatrany:
Mivel eltavolitasuk a reakciodelegybdl nehéz, valdjaban szennyezik a terméket, annak tisztitasat
nehezitik.

Ezeket a hatranyokat ki lehet kiiszobdlni, illetve hatasukat elkerllni az enzimek régzitésével, azaz
az enzimes reakcionak olyan heterogén fazisuva alakitasaval, amikor az enzim szilard, a szubsztrét,
illetve a termék pedig oldatfazisban van jelen.

Az immobilizalt enzimes redszerek f6bb elényei a kovetkezok:
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Az enzim konnyen elvélaszthatdé a rekcidelegytdl az enzimes reakcid utdn, ezaltal a termék
elvalasztasa és tisztitasa konnyebb és olcsdbb.

Az elvalasztott enzimet Ujra fel lehet hasznalni.

Folytonos tizemi reaktor hasznalhato, amikor is a rdgzitett enzim a reaktor toltete, a szubsztratot
folytonosan taplaljuk a rendszerbe, és a terméket szintén folytonosan vessziik el a rendszerbdl.
(Lasd még a folytonos reaktorok elonyeit altalaban.)

Kedvez6, hogy a rekcidt igen konnyen le lehet allitani (,,terminalni”), azaz az atalakulast adott
kivant idében abba lehet hagyni az enzim és a termék kontaktusanak megszakitasaval.

Gyakran a rogzitett enzim stabilisabb az oldottnal, né a h6- és pH-stabilitasa.

Természetesen hatranyai is vannak a rogzitett enzimek hasznalatanak:

Az enzim rogzitése (a folyamat, a hordozo, a reagensek) noveli az eljaras koltségeit.
LegtObbszor a rogzités csokkenti az enzim aktivitasat.

Mivel a hordozd az enzimet fizikailag elkuloniti a szubsztrattél, a szubsztrat hozzaférése az
enzimhez térbelileg korlatozott lehet, illetve diffizids gat limitalhatja a reakcid sebességét.

Nelson és Griffin 1916-ban véletleniil fedezte fel, hogy a pékélesztd invertaz enzime aktivszénen,
illetve aluminium-hidroxid csapadékon adszorbealodott, de megdrizte szaharozt hidrolizalo aktivitasat.
Igazi gyakorlattd akkor valt az enzimrdgzités, amikor Grubhofer és Schleith egy sor enzimet
rogzitettek: karboxipeptidazt, diasztazt, pepszint és ribonukleazt.

Ezt a sorozatos rogzitést diazotalassal végezték poliaminosztirol gyantéara, kovalens kotés létre-
hozasaval (lasd az ilyen mddszert lejjebb).

A rogzitett enzimek elsé ipari alkalmazasa Chibata nevéhez fiizédik, aki 1969-ben aminoacilazt
rogzitett DEAE Sephadex-re ionos kotéssel, és ezt N-acyl-D, L-aminosav reszolvalasara hasznalta fel.

2.7.1. Az enzimrogzités modszerei

Az enzimrogzités modszerei alapvetden fizikai vagy kémiai modszerek lehetnek. E mddszerek vazlatos
attekintésekor két kérdes merdl fel: milyen mddszerrel és hova torténhet az enzim rogzitese.

MIVEL?

HORDOZOHOZ BEZARAS

£ 9 \ -

; "

: GELBE

| JONOS KOTES | MIKROKAPSZULABA |

| MEMBRANMOGE | ~ ~
FIZIKAI < ¢ ¢ o .
ADSZORPCIO ) /

2.52. &bra: Milyen mddszerekkel és hova rogzithetjiik enzimiinket?

Az enzimrogzités kémiai médszerei két nagy csoportba sorolhatok:

hordozéra rogzités és
keresztkotéses rogzités.
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Kovalens kotés létesitése az enzimmolekula valamely nem esszencidlis funkcios csoportja €s
valamely vizben nem old6do, funkcios csoporttal ellatott hordozéd matrix kozott toérténik, ahol a
hordozé lehet valamilyen természetes polimer, mint az agar, agaréz, kitin, kitozan, celluléz, kollagén
stb., vagy mesterségesen elallitott szintetikus polimerek, mint amilyenek a poliuretan, polisztirol,
nylon stb., illetve szervetlen hordozdk, mint az Gveg, aluminium, szilikagél, magnetit stb.

Magan a fehérjemolekulan a szabad a-, B-(Asp) vagy y (Glu)-karboxil csoportok, a- vagy egyéeb
aminocsoportok, illetve a fenil-, hidroxil-, szulfhidril- vagy imidazolcsoportok vehetnek részt a
kovalens enzim-hordozé kotés kialakitasaban.

A rogzités két lépése:

1. a hordozo, illetve funkcios csoportjainak aktivalasa (azaz egy reaktiv csoport felvitele a
hordozéra), majd
2. a kovalens kotés létrehozésa az enzim és az aktivalt hordozo kozott.

A hordoz6 aktivalasanak, illetve az enzim hordozohoz kotésének modszerei kozil néhanyat a

kovetkez6 abrakon mutatunk be.
p-NH,-benzil-celluloz —%"2

p-NH,-benzoil-celluléz  —o—c (>
amino-benzoil-SEPHADEX Il

Amino kopolimerek: példaul
poli(-L-Leu-+p-NH,-D,L-Phe)

CHo e
3
/

CH

CH 0§ CHa
| ||

—NH—CH—C —NH—CH—(;—

Polisztirol szarmazékok
CHo —CH—
N|H
& (0]

r

MATRIX

Poliakrilammid szarmazékok
(BIOGEL, ENZACRYL) ‘ o

— CHy—CH—

HNO,

1. @NHz ——— @N;NC-I

2. reakcid az enzimfehérje -NH,, Tyr, His csoportjaival:
HO

-Orra O @N—Sb E

2.53. abra: Enzimrogzités diazotalassal
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MATRIX: vicinalis -OH :  celluléz, sephadex

sepharose
OH szubsztitualt
. CNBr izo-karbamid
—O-C-NH—E
OH
/ N-szubsztitualt
- QL mmnido-karbamat
—Q_ GN~—E

C‘NH+ENH

N-szubsztitualt
imido-karbamat karbamat

O—C NH—E
~0OH
2.54. dbra: Brdmcianos enzimrogzités

MATRIX: METAKRILAT és CELLULOZ sz4armazékok homo-
¢és kopolimerjei

- H
E BrCH,COBr -0-C-CH,-Br

BrCIL,COOI

dioxan

7'_‘ -O-C-CH, =—F
--F

2.55. &bra: Az enzim fenil-, amino-, szulfhidril csoportjainak alkilezése

VMATRIN: -NH, csoport : AE-CELLULOZ, DEAE-CELLULOZ,
KOLLAGEN, KITIN, NYLON stb.

H
1
.-NH2 + OHC-(CH, ) -CHQ m——— .—N: C-(CH,);-CHO
GLUTARALDEHID

H
|
7—1— .N: C-(CH,),-CH=N-E

E-NH,

2.56. &bra: Kémiai rogzités glutaraldehiddel
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z+

z

-
N=—/N
oHC- " cHo

GLUTARALDEHID DIAZOBENZIDIN

H2 H2 H2
ocN SO OTNeO Sen nes
H

2 H2 H2
HOS  SOsH

HEXAMETILEN-DIIZOCIANAT 4,4’-DIIZOCIANATO-BIFENIL-
-2,2’-DISZULFONS AV

2.57. &bra: Keresztkotések Iétrehozasara alkalmas vegyuletek

Meglepd, de hasznalt modszer a 2.58. abran lathato, iveggyongyok feliiletére torténd rogzités is,
amellyel rendkiviil teherbird oszloptoltetek allithatoak eld.

|
|

P PP
_0_§i—0

i‘ H 0 —8i—0—Si—(CHels — NH,

| - > 0 o
_o_si— op |CHEOLSIlCH:NH,

tli —O—Sli—O—!‘Ti—ICHzI: — NH;

| o o

§ —o—sli—o—sli—ICth —NCS

|
‘l’ | o o

|
—0—8i—0—Si—{CH:b —NH —c—NH—ENZM/ | !
| | —0—Si—0—Si—IC ==
: i O 0 —$§i— 0—§i—(CHh — NCS
|

| |
—0—Si—0—Si—(CHh —NH— (l —NH — ENZIM
o o

2.58. dbra: Uvegfeliiletre torténd enzimrogzités

Szintén a kémiai modszerek kozé tartozik a keresztkotések létrehozasa az enzimmolekulak kozott.
Keresztkotés 1étrehozhatd egy sor két- vagy tébbfunkcids vegyilet felhasznalasaval (lasd 2.57. abra),
ezek kozott a leginkabb elterjedt a glutaraldehid felhasznalasa, amikor is a glutaraldehid és az enzim-
molekulak -NH, csoportjai kdzott Schiff-bazis-szerii kapcsolatok jonnek létre a 2.59. abran lathato
séma szerint. A keresztkotésekkel 6sszekotdtt enzimmolekulak — mivel molekulaméretiik igy igen
megnovekedik — oldhatatlan, de gélszerii részecskéket hoznak létre, amelyeknek a mechanikai
tulajdonsagai nem jok ipari felhaszndlasra (nem készithet pl. oszloptoltet beloliik). Ezért gyakran
el6szor fizikai modszerekkel adszorbealtatjadk az enzimet valamely hordoz6 felilletén, majd ezutan
hozzak létre a keresztkoteseket.

© Sevella Béla, BME www.tankonyvtar.hu



http://www.tankonyvtar.hu/

82 Biomérndki miveletek és folyamatok

CH=0 CH=0 CH=0
OHC | |
WCHG —— CH=(-CH: —CH:— CH=(C—CH: —CH: — CH —(—CH; — CH: —
2 i :
GLUTARALDEHID OLIGO-GLUTARALDEHID
NH—ENZIM

‘|3“ =0 ‘|3H=N—ENZIM CH=0
(I:IH — C—CHz —CHz— CH = C—CHz —CHz — CH — C—CH; — CH: -

N —ENZIM

2.59. abra: Keresztkdtéses immobilizalas glutaraldehiddel

Rendszerint més fehérjével egyltt immobilizaljak keresztkotés létrehozasaval az enzimfehérjéket,
ezek mintegy inert hordozoi lesznek az enzimaktivitasnak. Ilyen inert fehérje a zselatin, albumin,
kollagén, tojasfehérje (utdbbi lizozimtartalma bizonyos védelmet is képes nydjtani a rogzitett
készitmény elfert6zddése ellen).

Kristalyosithatd enzimeket is rogzitenek keresztkdtésekkel, az igy Iétrejott CLEC-ek (crosslinked
enzyme chrystals) igen jé katalitikus tulajdonsagokkal rendelkeznek, nem utolsésorban amiatt, hogy
maga az enzim lehet pl. egy oszlop toltete, igy alig van inert hordozd. Ezt a technikat a 90-es években
fejlesztették ki. Ilyen CLEC-et mutat a 2.60. adbra, amelyen a lakkaz enzim rogzitett kristalyainak
elektronmikroszkopos képe lathaté. Ebben az esetben igen jelent0s Kkatalizatorfeliilet, mintegy
2500 m?/g volt elérhetd’.

Ennél is Ujabb eljaras az in. CLEA (crosslinked enzyme aggregates) technoldgia, amelynek soran
az enzimnek (NH,),SO4-tal, illetve butanollal torténd (esetleg frakcionalt) kicsapasa kézben torténik
meg a glutaraldehides (vagy mas, esetleg polifunkcids csoporttokkal rendelkezd keresztkotd agenssel,
pl. dextran-polialdehiddel torténd) keresztkotés. Ily modon ez az eljaras némileg kombinalja az enzim
részleges tisztitasat a rogzitéssel.

Az egyszerii és sokféle enzimhez megfeleld mddszer egyik elénye, hogy tisztitott és nem tisztitott
enzimpreparatumokkal is végrehajthatd, a képz0dott enzimaggregatumok hdstabilitdsa nagy, valamint
ellenalléak szerves oldoszerekkel és a proteolizissel szemben. Nagy elényiik tovabba, hogy a
részecskék nem oldddnak vizben, és szerves fazisban is alkalmazhatok pl. biotranszforméaciora.

Nagy stabilitas jellemzi 6ket hdvel, szerves oldoszerekkel és proteolizissel szemben.

A Combi CLEA esetén két vagy tobb enzimet egyitt immobilizalnak, és ily mddon akar
reakcidsorozatokat (konszekutiv reakciok) gyorsit6 vegyes katalizatorokat is el6allithatunk.

A fentiekben vazolt kémiai moédszerek gyakran csokkentik az enzim aktivitasat, hiszen
véletlenszerli az, hogy az aktiv centrum funciondlis oldallancai részt vesznek-e a kémiai kotés
kialakulasaban, vagy sem. Célszerii ezért a rogzités el6tt az aktiv centrumot védeni, ez az enzim
szubsztratjanak vagy még inkabb szubsztratanalogonjanak (kompetitiv inhibitoranak) adagolasaval és
igy az aktiv centrum funkcios csoportjainak blokkolasaval érhetd el.

" Preparation and characterization of cross-linked enzyme crystals of laccase
J. Jegan Roy, T. Emilia Abraham: Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic 38 (2006) 31-36
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S878 RRLSEM

2.60. &bra: Keresztkotott enzimkristalyok(CLEC)

A fizikai rogzités modszerei kozott harom f6 csoportot kiilonboztethetiink meg (2.52. &bra):

— adszorpciod valamely hordozé fellletén,

— az enzim bezarésa egy polimer métrixba, illetve

— az enzimoldat visszatartdisa membranok segitségével, amelyek az enzimet nem, de a
szubsztratot és a terméket atengedik.

Az elsé esetben leginkabb ioncserél6kon térténd adszorpcio jon szamitasba. A modszer egyszertl,
de az enzim kdnnyen levalik az oszloprdl (ionerdsség, pH megvaltozasakor), ugyanakkor az ioncseréld
egyéb, a reakcidelegyben jelen 1évé anyagokat is hajlamos megkotni.

A gélbe zaras legelterjedtebb és legegyszertibb mddszere az alginatba zaras. E modszernél az
enzimtartalmd pufferolt oldatot natrium-alginat oldattal keverik 6ssze, majd az oldatot lassan, kis
cseppeket képezve Ca®* ionokat tartalmazé pufferbe csepegtetik. Ekkor ionkicserélédés zajlik le a Na*
és a Ca®" ionok kozott. Mivel a Ca-alginat vizben nem oldodik, ezért a cseppekbél kialakuld
vizoldhatatlan Ca-alginat gélgolydcskék bezarva tartalmazzak az enzimmolekul&kat. Az alginatba zart
enzimekkel folyé munka soran mindvégig fenn kell tartani egy jol definialt kalciumkoncentraciot,
méaskulonben a goly6cskak feloldodnak. Ez az oka, hogy ilyen gélbe zart enzimeket nem igen
kaphatunk a kereskedelmi forgalomban, hanem sajat magunknak frissen kell elkésziteni az ilyen
rogzitett készitményeket. Erdekességként megjegyezziik, hogy ezt a modszert gasztrondmiai célokra is
hasznaljak: szajban szétolvado és belsejiikben tetszbleges folyadékot tartalmazo ,.kaviar” készitésére.

Mas gélképzo polimerek is alkalmasak hasonld rogzitésre, példaul a kitozan és a karragén, eldbbi
részlegesen dezacetilezett kitin, utobbi pedig tengeri vorosmoszat eredetii poliszaharid-szulfatészter. E
gélképzok vazlatos szerkezetét a 2.61. abran mutatjuk be, a 2.1. videon pedig lathatjuk a kitozangel
képzodésének folyamatat.

2.1. video: Kitozangél készitése
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ooc . 0oc

Alginat: mannuronsav, - Om HO 0%

guluronsav 1,4 glikozidos HO. OW HO o
Man Man

heteropolimerje -00C QH
Gul
|Oldat: viz  gél: Ca? zn? A
owso | OH
K —karragén: galakt6z és %O o
3,6 anhidro-galaktoz helikalis ... O
biopolimerje OH

|Oldat viz  gél: Ca™ K-

CH
Kitozan: részlegesen —0 C Ho
Dezatetilezett N-acetilglukézamin |, o
NHAC H

polimer

polikationos Oldat: ecetsavas viz

gél: polifoszfatok, pH-valtozas

2.61. abra: Enzimrogzitésre alkalmazott gélképzok

Stabilis, technoldgiai célokra jol felhasznalhatd rogzitett enzimet szolgaltatd, és emiatt igen
elterjedt gelbezarasi modszer az, amikor akrilamid monomert az enzim, K,S,0g (k&lium-perszulfat)
polimerizécid-iniciator és B-dimetilamino-propionitril gyorsitd jelenlétében polimerizalnak. Ekkor
100—400 nm porusatmérdjii polimerszemcsék keletkeznek, amelyekben a legtobbszor 300-2000 nm
atmér6jli enzimmolekulak retencidja hatékonyan megvalosul. E kivaldo modszert azonban élelmiszer-
ipari célu enzim esetében nem lehet felhasznalni, mivel az akrilamid mérgez6 (azaz nem

GRAS=generally regarded as safe).

POLIAKRILAMID GELBE ZARAS

akrilamid CHi GE
E - CH2=qH i C‘O
CONIL,
jf; N’N’-metilén-
K,S, 0 iniciator };H; bisakrilamid
B—di-MeNH,,-propionitril | bo
(DMAPN) HH CH=CH

gyorsito co |CONH2
|

—CHz—CF—I-CHg-CH—CHg—CH—CH;—C‘H-CHg*

CIO CO

W

100-400nm | i
Pérus-atmeérsji 1 b
szemesék e T

Co [ole]

az enzim 300-2000 nm |
atmerdgja: BEZAR(')DIKCHTCH'CHT?H'CE'CF'CE'CH'CHJF

CONH, CO
|

NH
|

2.62. &bra: Akrilamid gélbe zarésa: poliakrilamid-matrix készitése

A mikrokapszulazas eljaras soran az enzimeket kicsiny, 300 um koriili atmérdjii kapszulakba
zarjak, amelyeket a kismolekulakat atereszté membran hatérol, azaz az enzimet visszatartja, mig a
szubsztratok és a termékek szabadon diffundalhatnak a kapszuldba/-bol. Két tipusi mikrokapszula

létezik: az egyik allando polimer membrannal rendelkezik, a masiknal nem allandé koacervatumok
vannak jelen.
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Az els6 esetben két olyan monomert polimerizaltatnak az enzim jelenlétében, amelyek egyike
vizben rendkivil csekély mértékben oldodik, (igy azt a szerves fazisban oldjak fel), a mésik viszont
kissé vizoldhato és oldddik a szerves fazisban is. Az enzimet tartalmazd vizes oldatot (puffert,
amelyben az egyik monomert is feloldjék) keveréssel finoman diszpergaljak a szerves fazisban. Mivel
kémiai potencialkiilonbség van mindkét monomerre nézve, ezért diffuzié indul meg ellenkez6 iranyba,
és a diffundadlé monomerek a cseppecskék hatarfeluletén talalkoznak, igy kopolimerizacié fog
végbemenni a szerves és vizes fazis hatarfeliletén, amelynek eredényeképpen igen vékony polimer héj
fogja bevonni az enzimoldat cseppecskéket, azaz kialakulnak a mikrokapszulék.

A masik tipusnal egy vizes enzimoldatnak feliiletaktiv anyag jelenlétében torténd emulgedlasa
hozza létre a nem allandd, koacervatum-szerii mikrokapszulakat (2.63. abra). Mindkét modszernél
hatalmas feliilet jon létre (akar 2500 cm?cm?® enzimoldat), tébb enzim is bezarhaté a kapszulaba, és
noha a héj, a membran hatarozott difflzios gatat jelent a szubsztratok/termékek anyagatadasaban,
mégis nagy reakciosebességek érhetdk el. E modszerek természetesen csak akkor alkalmazhatok, ha a
szubsztrat- molekula sokkal kisebb, mint az enzimmolekula.

Szerves
fazis

Trp

NHz TR

I
HO 54| Ser W Feluletaktiv
/\/\ +[ molekulak

2.63. abra: Triptofan szintaz enzim nem allandé membran mdge zarasa

egy Ureges szal 1

sk_,_ﬁs S

lde=hordozd . . B
kéteg Ureges szal

p—
(ET s s 1

hollow fiber szliréelem

UF membran

2.64. abra: Ureges szal, UF membran mogé zaras
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Végezetiil megemlitjik a membrannal torténd enzimrogzités ,,makro” modszerét, amikor
ultrasziiré membrannal tartjuk vissza az enzimet a reakciétérben. Ez valdjdban nem igazi rogzitési
modszer, hiszen az enzim oldott allapotban van, csupdn egy zart térben elkilénitve a szabadon
diffundalé szubsztrattol és a terméktdl. Az UF membrant befoglald elemek sokfélék lehetnek, enzimes
technologiakban leginkabb az un. hollow fibre (lireges szal) (2.64. abra) felépitésii sziir6elemeket
kedvelik.

A kiilonb6z6 rogzitési modszereket a 2.4. tablazat segitségével hasonlithatjuk dssze.

Megemlitjiik, hogy sokszor a kiilonb6z6 moddszereket kombindltan alkalmazzak az enzimek
rogzitésére. gy példaul a kereskedelemben kaphat6 glilkoz-izomeréaz készitményt agy gyartjak, hogy
a nyers enzimet el6szor fizikai modszerrel zselatinba agyazzak, ezt koveti a zselatin polimerizaltatasa,
majd az enzimet glutaraldehid segitségével keresztkdtésekkel a zselatinhoz rogzitik.

2.4. tablazat: A kiilonbozo rogzitési modszerek osszehasonlitasa

Modszer | Fizikali lonos Kovalens Keresztkotés | Gélbe zarés
Jellemz6 adszorpcio kotés kotés
Megvalositas konnyi konnyi nehéz nehéz nehéz
Enzimaktivités kicsi nagy nagy kozepes nagy
nagysaga
S-specificitas nem valtozik |nem valtozhat valtozhat

valtozik

Kotderd gyenge kozepes erds erds erds
Regeneralhatdsadg | lehetséges lehetséges | lehetetlen lehetetlen vagylagos
Alkalmazhat6sadg | gyenge kdzepes kdzepes gyenge j6
Koltség alacsony alacsony | magas kozepes alacsony
Mikrobas fertézés | nincs nincs nincs lehetséges megvaldsul
elleni védelem

2.7.2. Régzitett enzimes rendszerek kinetikaja

A rogzitett enzimes rendszerek olyan specialis heterogén Katalizisrendszerek, amelyeknél az
atalakitandd szubsztratnak a katalizatorszemcse feluletére, illetve belsejébe kell transzportalodnia, a
keletkez6 terméknek pedig egy forditott iranya transzportfolyamaton kell keresztiilmennie. Mindkét
esetben a szubsztratra és a termékre nézve koncentraciogradiens alakul ki a folyadék fétomegében
mérhetd és a reakcid tényleges helyén mérhetd koncentraciok kozott. Ez a koncentraciogradiens a
hajtéereje azoknak a diffuzids folyamatoknak, amelyeket a 2.65. dbran szemléltettiink.

Az éabra szerint harom j6l megkiilonboztethetd transzportrégiorol beszélhetiink:

1. A szubsztrat rendszerint konvektiv transzportja a folyadékfazis f6tomegébdl a régzitett enzim
fellletén 1évé stagnald (azaz nem kevert) folyadékfilmhez. E fazist legtobbszor jo keveredés
jellemzi, itt nem kell sebességmeghatarozo transzportellenéllassal szamolnunk.

2. Diffuzio a stagnald folyadekfilmen keresztil a részecske feluletére (fellleten rogzitett enzimnél
itt vége az ellendllasoknak), majd

3. diffazié a részecske belsejébe, a reakcid tényleges helyére abban az esetben, ha a részecske
belsejében van az enzim rogzitve.
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stagnalo folyadélkdilm K=konvekciéd
~ D=diffiizio
7 Mg
/ ~
1. konvektiv transzport
/l) hordozs folyadek f6étomegebdl a
l - részacske részecske feliletén 1évod
stagnalo folyadékfilmhez. &
REAKCIO keveredés—ININCS sebesseg
T meghatarozo transzport
\ | Vi ellenallas.
\. i}
\ ) 2. Diffizié a stagnals folyaddk-
——- - filmen keresztiil a részecske
‘ KULSO BELSO \ feliletére
N /
S - e 3. Diffizio a részecske belsejébe,
| ANYAGATADAS |

a reakcio tényleges helyére.

2.65. abra: Szubsztrat anyagatadasi viszonyok a rdgzitett enzimszemcsénél

Az 1. és 2. transzport az Ugynevezett kiilsé anyagatadasi ellenallas, mig a 3. az Ugynevezett
bels6 anyagatadasi ellenallas. A kovetkezOkben ezen ellenallasoknak az enzimes rekciora gyakorolt
befolyéasat vizsgaljuk meg.

2.7.2.1. Kiilsé anyagatadasi ellendllds hatdsa az enzimreakciora

Ha egy enzim valamilyen hordozé feluletére van rdgzitve, akkor csak az 1. és 2. ellenéllasok lépnek
fel, s ekkor a difflzios hatarrétegben (Nernst-féle diffizids hatarréteg) az anyagtranszport sebessége
egységnyi térfogatban

Nz%z&a@-@ (2.41)

S

ahol Sy és S sorrendben a szubsztritkoncentraciok a folyadékfazis fé6tomegében, illetve a hordozd
részecske fellletén és ks az anyagatadasi tényez6 (cm/s), az a pedig az anyagatadasi felllet egységnyi
térfogatban (cm?cm?®).

Ha a feliileten végbemend reakcio sebessége megfelel a Michaelis—Menten-enzimkinetikanak, és
egyenld a szubsztrattranszport sebességével (azaz nincs szubsztratakkumulacié a feliileten, ami
nyilvanvald), akkor felirhatjuk, hogy a reakcié sebessége:
VxS

X 2.42
K, +S (2.42)

V=Kka(s,-S)=
A rendszert tehat 6t paraméter hatarozza meg: Ks, a, So, Vimax €S K . Ez kettére redukalhat6, ha
bevezetjlk az alabbi dimenziémentes, normalt valtozokat, illetve mennyiségeket:
X =S/S, és K =K/ So

valamint az un. Damkdéhler-szamot (Da), amit reakciészdmnak vagy dimenziomentes reakcio-
sebességnek is neveznek:

Da = Vi Ks Sp a = maximalis reakcidsebesség / maximalis anyagatadasi sebesseg

Ezekkel a bevezetésekkel (2.42) dimenziomentes formaba hozhato:
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1
—X
XXk (2.43)
Da «+X 1+ % x
K

Ha a Damkdhler-szam sokkal kisebb mint 1, azaz az anyagatadasi sebesség sokkal nagyobb, mint
a maximalis reakciosebesség (ezt gyakran reakcidlimitalt tartomanynak nevezik), akkor

Azaz az enzimes reakcié sebessége a Michaelis—Menten-egyenlettel szamolhato, és nem Kkell

foglalkozni az anyagatadassal, ha pedig Da>>1, azaz az anyagtranszport a sebességmeghatarozé
(gyakran beszélnek ilyenkor diffiiziolimitalt vagy transzport rezsimrdl), akkor az eredé reakcio
sebessége

VvV = kas,:

Azaz csak az anyagatadas sebessegét kell figyelnink. (2.43)-bdl az x kifejezheté egy masodfokt
egyenlet jol ismert megoldasakeppen:

_—ﬁi«/ﬂ2+4x

X, ., =
1,2 2

ahol

pB=Da+x-1

(Ha a p>1, akkor a pozitiv, ha p<1, akkor a negativ eléjel érvényes, ha pedig p=0, akkor x="xk
adaodik!)

Vezessiik be az ugynevezett effektivitastényezot, ami az enzimrogzités altal az enzimaktivitasban
bekdvetkezett csokkenésnek a mértéke, a kdvetkezOképpen:

- észlelt reakcidsebesség
reakciosebesség, ha nem lenne transzport ellenallas

A nevezé tehat az ugyanannyi enzimnek oldott allapotban biztositott reakciosebességét jelenti.
Az észlelt sebesség adott Sy mellett akkor lenne maximalis, ha S=S,, azaz éppen a nevezé altal
megfogalmazott esetben, igy az effektivitastényezo

X

porrx e+l (2.44)

e (e
Kk+1 X *
Mivel az x mindig kisebb egynél (kivéve éppen a nem transzportlimitélt hataresetet), igy az

effektivitastényez0 is egynél kisebb szam, és a tomegatadasnak reakciot lassitdé novekvé hatasa az n
csokkenését vonja maga utan.

Ha a Da-szam kozelit a zérushoz, azaz lassu az enzimes reakcié sebessége a szubsztrattranszport
sebességéhez képest, akkor n=1 és a reakciosebesség a M—M-egyenlet szerinti. Nyilvanval6an egy
rogzitett enzimmel mikodé reaktor esetében ez a legkedvezébb eset, hiszen nincs anyagatadasi
ellenallas. Ezt az allapotot olyan reaktorokban lehet kdzeliteni, ahol igen intenziv a keverés, és ennek
kovetkeztében a folyadék aramlasa az enzimet tartalmaz6 szemcsék korul. Ekkor ui. nagy lesz a ks
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anyagatadasi tényez6 és kisebb a Da-szdm. Ugyanakkor azt is figyelembe kell venni, hogy a tul nagy
mechanikai mozgas csokkenti ugyan a difflzios hatarréteget és igy a transzport ellendllast, de
mechanikailag roncsolhatja a hordozot, és egyszersmind az annak a feliletén rogzitett enzimfehérjék
nyiras okozta aktivitdsvesztéséhez is hozzajarulhat.

Ha a Da>>1, vagyis ha Vn.>>KksaSy, azaz a rendszerben a transzport hatdrozza meg a reakcio
lehetséges sebességét, akkor

_1+x

U—E és V= ksaSO

Ekkor ugyanis a gyors felhasznélas miatt S=0 az enzimrészecske feluletén (mindig az!), és a
reakcio csak olyan sebességgel folyhat, amilyen sebességgel a szubsztratmolekulak az
enzimmolekulakhoz diffundalnak.

2.7.2.2. Belso anyagatadasi ellendllds hatdsa az enzimreakciora

Ha az enzim valamilyen részecske belsejében van rdgzitve (kopolimerizacioval, mikrobezarassal stb.),
akkor a részecskén bellli szubsztrattranszport befolyasolja az enzimes reakcié sebessegét. Ahhoz,
hogy ezt kinetikailag modellezni tudjuk, tekintsiik az alabbi egyszerusitett képet:

1. A részecskék belsejében mindenitt van enzim, azaz homogén eloszlasban mindenhol lehet
enzimes reakcid (vegylk észre itt az egyszertsitést!).

2. A részecskén belili anyagtranszport a pérusokban molekuléris diffuzioval megy végbe. E
difflzio természetesen gatolt a szabad folyadékfazisban torténd difftizidhoz képest. E gatlas
kvantitativ jellemzésére hasznaljuk az effektiv diffizios allanddt, amely

gP KP
D,=D,——, (2.45)
T K,
ahol
Ds az effektiv diffuzios alland6 — a szubsztrat diffuzids allanddja a matrixban,
Dso a szabad folyadékfazisban mérheto diffuzivitas,
ep a részecskeporozitas: a részecskén beluli szabad térfogat aranya a teljes térfogathoz,

T a poérusok ,kacskaringdssaganak” mértéke: annak a mérdszama, hogy a diffuzid irdnya a
csatornak, illetve pdrusok irdnyvaltozasai miatt pontrol pontra véltozhat (s ezéltal is csokken a
diifuzié tényleges sebessége). (t értelmezése megérthetd a 2.66. abra alapjan.)

Ke/K, a diffaziogatlas mértéke: a diffazié amiatt (is) gatolt, hogy a poérusok atmérdje
megkozelitheti a diffundald szubsztratmolekula atmérdjét, azaz molekulak (és a porusfal
molekulai) kozdtti klcsdnhatasok is fellépnek.

A gp porozitas Kisérletesen meghatérozhat6 az adott hordozora, a t 1,4_7 kozotti értékeket vesz fel,
a - Kp/K -re pedig a kovetkez6 kifejezést adjak meg kozelitésként:

Kp 1 rs ‘
—z|1l-— 2.46
K, r (2.46)

p
ahol rs a szubsztratra €s rp a porusra jellemz6 ugynevezett ekvivalens sugar.

Végul tovabbi feltételezéseink még, hogy

3. a részecske kiils6 feliiletén nincs tovabbi diffiizids hatarréteg, és
4. a részecske gémbszimmetrikus.
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Atlagos
kacskaringdssag
T7=h/l

2.66. abra: Gélbe rogzitett enzim. A kacskaringdssag definialasa.

2.67. abra: Belsé anyagdtadasi modell

Ha az 2.67. abran lathatd képet tekintjik, felirhatd egy anyagmérleg-egyenlet a részecske r és
r+dr sugaru szelvényei ltal meghatarozott gombhéjra

BE Ki atalakulas véaltozas (2.47)
s D, B - ( D, P )| + reakcié = valtozas a gombhéjban
dt dr o dr .

Allandésult allapotban dS/dt=0, azaz a gémbhéjba ugyanannyi szubsztrat diffundal be, mint
amennyi a reakcidban atalakul, tehat nincs akkumulacio, s ekkor a fenti egyenlet egyszeriisodik:

2 dS

Ds4m.r
dr

Ds4n.r2d—S
dr

- (4n.r2dr)v (2.48)

r+dr r

Osszuk el ezt 4rw.dr-rel, és alakitsuk at:

D rZE —rzd—S
* dr\r+dr dr\r 2
— 12V (2.49)
dr
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Ha vesszlk a (2.49) dr—0 hatarértékét, a bal oldal nem maés, mint

Dsi[rzﬁj =r?V, (2.50)
dr dr

amely viszont (2.51)-et adja, ha elvégezziik a derivalast:

2
DS(Zr(;—S+ rzg—zsj =r’V (2.51)
r r

Ez végeredményben a kovetkez6 differencialegyenletettel egyenlo:

SR
s\ar2 Trar) T (2:52)

amely bizonyos feltételek mellett megoldhato.®

Tekintsiik el6szor azt az esetet, amikor az enzimes atalakulast nulladrendiinek tételezhetjik fel a
szubsztratra nézve, vagyis

V=kp, ha S>0.

Ez annak a helyzetnek felel meg, amikor a Michaelis—-Menten-kinetika szerint ~ K.,<<S, vagyis
Ko=V max- EKKOr tehat (2.52)

F—Fr ar -—=0 (2.53)

(dZS 2 dSJ K
D

S

alakuva valik. A megoldashoz felveend6 hatarfeltételek a kovetkezok:

S—>0, har—0 (ez a részecske kdzepe)
S=S,, har=R (ez a részecske felllete)

Ahol Sy az abra értelmezése szerint a szubsztratkoncentracio a folyadék fétomegében, és ugyanigy
a részecske feliiletén is (azaz itt a kiils6 anyagatadassal nem foglalkozunk). Ezt a masodrendii, valtozo
egyutthatoju differencidlegyenletet helyettesitéssel oldhatjuk meg. A megoldashoz vezessiik be az
a = rS helyettesitést, ekkor (2.53) 0j forméaja az alabbi lesz:

=T (2.54)

Ezt kétszer hatarozatlanul integralva, a megoldas a kdvetkezo:

a=2 K r*+C,r+C, (2.59)
6 D

S

Ebben C, és C, integrécids allandok. Visszairva az S-et, a (2.55) egyenlet (2.56) formajat nyerjuk:

8 Jegyezzilk meg, hogy ez a (2.52) alaku differencialegyenlet nemcsak a rogzitett enzimek belsé anyagatadasara,
hanem egy sor fontos egyéb biotechnoldgiai jelenség leirasara is alkalmas, mint példaul a sejtekbe/sejtekbol
torténd diffuziv anyagtranszport, gombapelletek tapanyagfelvétele, altalaban a szilard részecskekbe, illetve
azokbdl iranyul6 anyagatadas leirasara.
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k C

0 r2+Cl+T2 (2.56)

S =

Mivel ha r = 0, akkor S is nullava valik, C,= 0 kell hogy legyen. A masik peremfeltételbdl pedig
C; kiszamithato:

c,—s, LKoo (2.57)
6 D,

Igy végiil a nulladrendii enzimreakcio feltételezésével a megoldas:

2 2
=%§°'; (%—1}1 (2.58)

S

S0

A (2.58) egyenletb6l meg lehet hatarozni az tgynevezett kritikus sugarat, amelyen belil a
szubsztrat- koncentracié zérus, azaz azt a részecskesugarat, amelyen belll a részecskében az adott
anyagatadasi viszonyok mellett mar nincs enzimes rekcié (amelyen belllre nem jut szubsztrat). Ekkor

(2.58) nullava valik. Ez a feltétel egy masodfoku egyenletet szolgaltat, s ennek megoldésa a kritikus
sugarra a kovetkez6 kifejezést adja:

R, _ [,_6S.D, (2.59)

A tényleges teljes reakciosebesség tehat, amely most mar az R-R, vastagsagu gémbhéjban nullad-
rendll reakcio esetén érvényes, a kovetkezo:

c

(RO =Rk, (2.60)

Ha nem lenne diffazios transzport limitacio, akkor a reakcidsebesség
4 Rk (2.61)
3 o

lenne (ami a részecske méretét jelentd ,.iires” térrészt jelenti). Igy meghatarozhatjuk az effektivitas-
tényezOt (64) és (65) hanyadosaként:

B észlelt reakcidsebesség
reakciosebesség, ha nem lenne transzport ellenallas

3

R 6D.S )2
—1-| S| =] 152 2.62
n [Rj [ ksz (2.62)

o

n

Lathato, hogy az effektivitastényez6 Ds €s S, novekedtével nd, és annal kisebb lesz, minél
nagyobb a részecskeméret, illetve a k, értéke.

Elsérendii kinetikat feltételezve, ami a Michaelis—Menten-kinetika szerint akkor igaz, ha S <<
Km, vagyis ha a V= k.S jo kozelités. E sebessegi kifejezést a (2.52) egyenletbe helyettesitve, és
bevezetve az S’ = S/S, dimenzidomentes szubsztratkoncentracio-valtozot és az r' = r/R dimenzidmentes
normalt radiuszt, a kdvetkez6vé valik differencidlegyenletiink:

2gr ’
3—,82+3,%—9q>zs’ (2.63)
r rdr

www.tankonyvtart.hu © Sevella Béla, BME



http://www.tankonyvtart.hu/

2. Enzimmérndki alapismeretek 93

Ebben a (D:% /DL az uUgynevezett THIELE-modulus, amely a reakcidsebességnek a

diffuziosebességre vonatkozd mérdszama (€s amely természetesen dimenzidomentes). A (2.63)
egyenlet peremfeltételeit

S >0 ha r—-20
és
S'=1, ha r=1

figyelembe véve kaphatjuk meg az a S'(r") flggvényt. A megoldashoz itt is alkalmazzuk a o' = 1' S'
helyettesitést, amely szerint (2.63) a

,
2 —9ata =0 (2.64)

alaku lesz és a megoldas pedig a (69) vagy (70) format szolgéltatja:

o' = C,cosh3®r’ + C,sinh3Pr’ (2.65)
S = %(Clcosh3<1)r' +C,sinh30r’) (2.66)

Mivel S' tart a nullahoz, ha r' tart a zérushoz, igy C,= 0 integracios allandot kell valasztanunk, és a
masik peremfeltételb6l C, konnyen adodik:
1
sinh3®
és (2.67)
. sinh3®r’
r'sinh3®

2

a megoldas végso alakja.

Ez azt mutatja, hogy elsérendli reakcio esetén hogyan véaltozik a dimenzidmentes szubsztrat-
koncentracié a behatolasi Uthossz (részecskesugar) flggvényében A 2.68. abran lathatjuk a megoldas
fiiggvényképét kiilonbozé Thiele-modulusok esetében. Kis ®-k esetén a gorbe lapos, azaz a diffuzid
gyorsabb mint a reakcid, a részecske belsejében a szubsztrat egyenletesen oszlik el, mig ha példaul
®=5, akkor a gorbe meredek: a diffuzid lassibb, mint a reakcio, a reakcié foként a részecske
feliiletéhez kdzel esé gdmbhéjban megy végbe. E gbrbe szerint itt a teljes sugarnak csak a kiilsé 40%-
a mérvado, beljebb egyaltalan nem folyik reakcio, az ott rogzitett enzimmolekuldk nem tudnak részt
venni az atalakitasban.

Elsérendii enzimes reakcid esetén az effektivitas faktor

3dcoth3d -1
== 2.68
7 307 (2.68)

Ha az éltalanos Michaelis—-Menten-kinetika szerint irjuk fel a reakciosebességet, akkor

- : :

d’s ,2d5 442 S __o (2.69)
dr r dr 1+4S
ahol B =Sy/Ky, és a Thiele-modulus az el6z6ekt6l egy kissé kiilonbozéen van definialva:
@ = R [ Mmax (2.70)
3\ D.K
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A (2.69) megoldasaval nem foglalkozunk (szokasos eszkdzeinkkel ez a nemlineéris differen-
cidlegyenlet nem is oldhatd6 meg), helyette a 2.68. abran egy-egy numerikus megoldas gorbéjét
tlntettik fel.

Az eddigiekbdl vilagos, hogy a rogzitett enzimes rendszerek viselkedésének leirasaban (illetve
magaban a viselkedésben) jelentés szerepe van a tényleges diffuzivitdsnak, Ds-nek. Ennek
meghatarozasara kiilonb6zé elméleti és gyakorlati modszereket dolgoztak ki. Egy ilyen mddszerrel
mért néhany effektiv diffzios allandd lathaté az alabbi tablazatban (csupdn abbdl a célbol, hogy a
nagyséagrendekkel tisztaban legyink).

2.5. tAblazat: Effektiv diffGzids allandok gelekben

S koncentracio hordoz6 |hémérséklet D¢

szubsztrat % °C m%/s
glikoz 2 Ca-alginat 25 6,1-10™
etanol 2 Ca-alginat 25 1,0 -10°
szahar6z 3,8 zselatin 25 2,09 -10%°
szaharoz 7,6 zselatin 25 1,35 .10
L-triptofan | 2 Ca-alginat 30 6,67 -10™°

1,0 i Qe

075 / d n
e elsorendu |

S
M-M kinetika —2 =5
Kn

2.68. abra: Belsé anyagatadas hatasa: S koncentracio profiljanak alakulasa részecskében
2.8. Az enzimek alkalmazaési teriletei és néhany enzimtechnologiai alapfogalom
2.8.1. Enzimek felhasznélasa altaldban

Az enzimeket a mindennapi élet, a tudomany és technoldgia megannyi teriiletén alkalmazzuk, és ez a
felhasznalas rendkiviil dinamikusan né a legkiilonfélébb teriileteken. Minden lehetéségnek, meg-
valosult és potenciélis alkalmazasnak a szambavétele jelentésen meghaladna targyalasunk kereteit,
ezért nem torekedve a teljességre, az aldbbiakban néhany kiragadott, de fontos szempont szerint mu-
tatjuk be a kiilonb6z6 alkalmazasi teriileteket egy-eqy 6sszefoglal6 tablazatban. Megjegyezzik, hogy a
felsorolt enzimalkalmazdsok némelyike vissza fog kdszonni a 3. fejezetben, amelyben alapfolyamati
szempontbdl targyaljuk a mikrobidlis és enzimes biokonverzidkat, biotranszformaciokat.

Az enzimek egy részét kdzvetlendl alkalmazzuk, azaz mintegy végtermékként keriilnek felhasz-
nalasra, erre vonatkozo példakat sorolunk fel a kovetkezokben.
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2.6. tablazat: Enzimek, amelyeket végtermékként, kdzvetlenil alkalmazunk

Felhasznalasi terulet Enzim

Mosdszerek protedzok, lipazok, celluldzok

Takarmanyok B-gliukanaz, cellulaz, fitdz, xylanaz, lipaz
Orvosi alkalmazésok/gyogyszerek proteazok, lipazok, amilazok, -lakltaméazok,

L-aszparaginaz, hyaluronidaz, lizozim, kollagenaz,
sztreptokindz... (lasd 2.10. tablazatot is)
Analitika és diagnosztika Egy sor enzim nyer felhasznalast. (lasd 2.8.2. fejezetet is)

Egy sor iparadgban hasznélnak enzimeket mint segédanyagokat, amelyek tehat nem jelennek meg
kdzvetlenul a ,,termékben”, de a technoldgia folyaman felhasznalasuk elengedhetetlen. Ilyeneket sor-
jaz a 2.7. tdblézat.

2.7. tdblazat: Segédanyagként felhasznélt enzimek

Felhasznalasi teriilet Enzim

Textilipar amilazok, hemicellulaz, pektindzok

Boripar protedzok

Papiripar hemicellulaz, amilazok, lakkaz

Cukoripar dextranaz, invertdz, dextranszaharaz, a-galaktozidaz...

Keményitéipar (izo)amilazok, amiloglukozidaz, gluk6z izomeraz, ciklodextrin-glukano-
transzferaz, xilanaz...

Az élelmiszeripar is nagy enzimfelhasznald, egy sor élelmiszer-ipari termék hozzaadott enzimek
hatasara nyeri el felhasznélasi formajat és mindségét. Az élelmiszer-ipari enzimfelhasznalast vaz-
latosan tekinti at a 2.8. tablazat.

2.8. tablazat: Elelmiszeriparban felhasznalt enzimek

Felhasznalasi terilet Enzim

Tejipar proteazok, B-galaktozidaz, lizozim, lipdzok, észterazok, papain,
rennin, glukézoxidaz, katalaz...

Soripar amilazok, tannaz, B-glukandz, protedz, xilanaz...

Boraszat, gyumaocsléipar pektinazok, naringinaz, cellulaz, amilaz,...

Italcélt alkoholipar amilazok, amiloglikozidaz....

Husipar, halfeldolgozés protedzok, papain, glikézoxidaz,..

Siitéipar amildzok, pentozanazok, xylanaz, foszfolipaz, lipoxigenéz, protedz

Zsir- és olajipar foszfolipaz, észtrdzok

Kavé, tea, kakad... pektinaz, proteaz, glikanaz, tannaz....

Ma mar a kornyezetvédelmi technoldgiakban is terjed az enzimes eljarasok alkalmazéasa, ezekre
lathatunk példakat a kovetkezo, 2.9. tablazatban.
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2.9. tablazat: Nehany, mikroba eredetii enzim alkalmazasa a kornyezetvédelemben
Enzim Az enzimet termeld A biokatalitikus Iépés

mikroorganizmus

Baktériumok

dehalogenaz

Pseudomonas sp

diklormetan lebontasa

benzol-di-oxigenaz

Pseudomonas putida

benzol és egyéb aromasok lebontasa

kollagenaz

Streptomyces sp.

kollagén hidrolizise

néhany enzim

Arthrobacter, Rhodococcus

detoxifikalas/lebontas

Gombak

cianid-hidrataz

Stemphylium loti

cianid detoxifikalas

tannin acilhidrolaz

Penicillium sp.

tanninok hidrolizise

fitdz

Aspergillus ficuum

fitin hidrolizise

kitinaz

Nempatogén gombattrzsek

kitin hidrolizise

keratinaz

keratin hidrolizise

cellulaz, xilanaz

Hypocrea sp., Aspergillus sp.

Cellul6z hidrolizise/degradacidja

hemicellulaz, pectinaz

Chaetomium sp., Humicola sp.

szalma, egyéb novényi maradvany, papir

lakkaz, peroxidaz,
citokrom P450

Faront6é gombak

lignin, szinanyagok, aroméasok lebontasa

Terjeddben vannak az enzimes technologidk a kémiai iparokban is. Az ugynevezett fehér bio-
technologia jelentOs része enzimes eljarasokra épiil, ilyeneket sorol fel a 2.10. tablazat, és ilyenekkel
talalkozhatunk részletesebben a kovetkezé alapfolyamati fejezetben is. A tablazatbdl lathato, hogy a
termelési volumenek mar ma is jelentdsek az ilyen enzimes technologidk esetében.

2.10. tablazat: Mikroba eredetii enzimek alkalmazasa a kémiaban, vegyiparban

Reakciotipus Enzim termék Termelési volumen
2000-ben, t/év
Hidrolizis Nitril-hidrataz akrilamid 100-10°
Penicillin-acilaz 6-amino-penicillansav 10-10°
Reszolvalas Hidantoinaz 4-hidroxi-D-fenil-glicin | 1200
Oxidécié D-Szorbit- dehidrogendz | L-szorboz 80-10°
Hidroxilezés Niacin hidroxilaz 6-hidroxi-nikotinsav 20
Redukcio B-Ketoreduktéz (R)-karnitin 300
C-C-kotes Piruvat dekarboxilaz (R)-fenil-acetil-karbinol | 500
létrehozésa
Szintézis Aszpartat-ammonia-lidz | L-aszparaginsav 400
Fumaréz (L-DOPA) L-almasav 500
Peptidszintézis Termolizin a-aszpartam 10-10°
Glikozil transzfer Ciklodextrin-glucano-- B-ciklodextrin 10-10°
transzferdz (CGT-ase)

Igen nagy és fontos csoportjat alkotjak az enzimek felhasznalasanak a terapias célokra alkalmazott
enzimek. Nagyon vazlatosan, kiemelve néhanyat, ilyeneket mutatunk be az alabbi, 2.11 tablazatban.
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2.11. t&blazat: Néhany, terapiés célokra alkalmazott enzim és enzimkészitmény

Enzim neve Enzimforras Gyobgyszernév Mi ellen? Mire?

urat oxidaz Aspergillus flavus Uricozyme kdszvény,
hiperurikémia

lipaz Rhizopus arrhizus emésztést eldsegitd

készitmények

Pankreatin: pankreasz
enzimek keveréke:
tripszin, kimotripszin,
lipaz, a-amiléz)

Sertés pankreasz

Cotazym, Kreon,
Nutrizym,Pankreon,
Panzytrat...

emésztést eldsegitd
készitmények

B-amilaz

Aspergillus oryzae

emésztést elésegitd

B-galaktozidaz (Lactase)

Kluyveromyces
fragilis, A. oryzae,
A.niger

Lactaid, Lactrase,
SurelLac

laktoz intolerancia

hialuronidaz Borju here, Hylase, Vitrase szivinfarktus
rDNS termék

urokinaz human vizelet vagy | Abbokinase, Actosolv, akut szivizom-
human vese- Alphakinase, infarktus
sejttenyészet Rheothromb

V11 véralvadas faktor rekombinans CHO Recombinate, Bioclate hemofilia A
sejtek

Szdveti plazminogén rekombindns CHO | Activase, Actilyse akut szivizom-

aktivator sejttenyészet infarktus; akut

tiidéembolia;
iszkémias sztrok

Dezoxi-ribonukleéz rekombindns CHO | Pulmozyme kronikus obstruktiv
sejttenyészet tiidébaj
2.8.2. Enzimek felhasznalasa analitikai célokra

Az enzimek analitikai célra torténé felhasznalasa megkiilonboztetendé az enzimanalitikatdl, ugyanis
utobbi esetben magéanak az enzimnek a mennyiségét, aktivitasat mérjiik, mig eldbbi esetben az enzim
segitségével tudunk anyagmennyiségeket meghatarozni. Ebben az alfejezetben csak errdl beszéliink,
hiszen az aktivitasmérés alapjaival az enzimkinetika kapcsan megismerkedtiink.

Analitikai célra az enzimek a kovetkezoképpen alkalmazhatok:

— Amikor az analitikum az enzimes reakcio szubsztratja.

— Amikor az enzimet valamely analitikai meghatarozas soran csupan markerként alkalmazzuk
(immunanalatika).

— Amikor a rekcié inhibitora az analitikum.

— Amikor az enzim enzimelektrodok, bioszenzorok felépitésében vesz részt.

Szubsztratnak mint analitikumnak a meghatarozasa soran az enzimes reakciét végpontjaig,
azaz teljesen le kell jatszatni, és ekkor, ha az elfogyd szubsztrat vagy a keletkezd termék valamilyen
mérhet6 valtozast okoz (példaul szinvaltozast, spektrumvaltozast, pH-valtozast sth.), akkor ezekbdl a
valtozasokbol kovetkeztetiink az analitikum mennyiségére. Ennek lényegét a hugysav-allantoin
atalakulason mutatjuk be. A reakcio6 soran a higysavat mint szubsztratot mérjiik az urat oxidaz enzim
segitségével. A diagnosztikai jelentségli eljaras 1ényegét a 2.69. abra mutatja be. A mérés alapja az,
hogy a reakcid soran képz6dd allantoin nem nyel el 293 nm-en, igy a mérés soran jelentkezd
abszorbanciacsokkenésbol (a fajlagos abszorbancia ismeretében) az S, azaz a hugysav mennyisége,
koncentracioja kiszamithato.
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Urat oxidaz W O

HI +C0 + HO
O4 Oz + 2H:0 O ? ¢
ANALITIKUM— | E>= =, N S,
H
hugysav allantoin
A k
A=293 nm
AA
start

ido
2.69. abra: Szubsztratmeghatarozas végpontig futtatott enzimes reakcidval

Amikor nincs kozvetleniil mérhetd valtozas a reakcid soran, megoldas, ha a féreakcidohoz (az
abran segédreakcid: hiszen ennek segitségével mérjik a glikozt) egy tovabbi indikatorreakciot
kapcsolunk. Erre példat szolgaltat a 2.70. abra, amelyen a gliikdznak hexokinaz enzimmel torténd
meghatarozasat vazoltuk fel. Ez a reakcié nem jar mérhetd valtozassal, ezért a képz6dott GOP-ot egy
tovabbi reakcidban egy tovéabbi enzimmel, a foszfoglikonat-dehidrogenazzal 6-P-gliikonattd oxi-
daljuk. Utdbbi reakciot a NADP koszubsztrat redukalodasa NADPH-va teszi mérhetévé, mivel a redu-
kalt koenzimnek jellegzetes elnyelési maximuma van 340 nm-en (ez a jellemzé mérési modszer
minden NADH képzd6déses rekcio esetén!).

hexokinaz GoP-DH
Glikoz Gl-6-P ( \ » 6-P-glitkonat
T NADP NADPH
ANALITIKUM :
A=340 nm
1 T
segédreakcio indikatorreakcio

2.70. dbra: Szubsztratmeghatarozas indikatorreakcio segitségével

Kifejezetten markerként akalmazzak az enzimeket az immunanalitikai meghatarozasokban.Ezt
csupan egy szedvics ELISA eljaras sémajan keresztil mutatjuk be a 2.71. abrén, ilyen eljaradsokkal
mas targyak keretében talalkozhatunk részletesen.

Az enzimkinetika ismeretében megéllapithatjuk, hogy kinetikai mérés kdzvetlenll csak akkor
hasznalhatd S mint analitikum meghatérozasara, ha S<<Kp, azaz, ha a M-M-hiperbola kezdeti linearis
szakaszan vagyunk. Ekkor kalibraciés gorbe ismeretében reakciosebesség-méréssel ismeretlen S
koncentracié meghatarozhatd (lasd 2.72. abra). Ilyen modszereket elsdsorban automatikus anali-
zatorok felhasznalésa esetén (pl. FIA, flow injection analysis) alkalmaznak.
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Enzyme Linked Immunosorbent Assay: Sandwich ELISA

1 2 3 4 5

Detektalhatd

I termék

analitikum

Y

(1) Rogzitett ab(antjptest)

jm-kotott masodlagos ab
asa:kaotddik a detektalo ab-hoz

(2) Mintaantigén kitodik az ab-hoz, mosas

(3) Detektalé ab hozzadgsa, kétddik az antigénhez

(5) Szubsztrat hozzaadas, enzimes atalakitas
detektalhaté termeékké. (sokszorozas is)

2.71. abra: Enzimfelhasznalas indikatorként ELISA eljarasban

-dS/dt
Ha S<<Krn mert max/Krn S <

v dP/dt
vI'I'I axl KITI

roért
Kalibracidgs gérbe

3

ismeretlen
2.72. bra: Szubsztratmeghatérozas kinetikai mérés alapjan

Ellenkez6 esetben, azaz, ha S>>K,, csak inhibitor vagy aktivator mint analitikumok koncentracio-
meghatérozésa Iehetséges ha az enzimes reakcié reciprok sebessége ardnyos az inhibitor vagy
noévényvédoszerek eseteben vagy a dlagnosztlkaban en21m1nh1b1torok (pl. heparin) meghatarozasara.

Enzimelektrddok, bioszenzorok esetében rogzitett enzimeket vagy teljes sejteket alkalmaznak. A
bioszenzorok &ltalanos felépitését szemlélteti a 2.73. abra. Az enzimelektrddok amperometrias vagy
potenciometrias elven mitkddnek. Egy amperometrias elven mitkodo gliikkozelektrodot mutat be a 2.74.
abra. Itt tulajdonképpen egy oldott oxigént mérd elektod membranfeliiletére van felhordva egy gélben
rogzitett glikozoxidaz enzim (és katalaz!) és ezt a rogzitett enzimet is egy membran hatarolja, amely a
meghatarozandd szubsztratra, a glilkkozra és a termék glilkkonsavra is ateresztd. A reakcié soran
csokken a gélben az oldott oxigén koncentracioja, és ezt a csokkenést detektalja az oxigénelektréd
(lasd a 4.8.3.1. Oldott oxigén mérese c. fejezetet).

Potenciometrikus elven miikddé enzimelektrodot szemléltet a 2.75. abra, amelynél a mérdelektrod
egy pH-Uvegelektrod, itt az iveggdmbre van felhordva a gélben rogzitett enzim. llyen enzimelektrod
mindazon esetekben alkalmazhat6, amikor az enzimes reakcidt sztohiometrikus H*-ionkoncentracio-
valtozas kiséri. Ez kozvetlen protonképzddéssel jard vagy pl. NH; felszabadulassal jaré rekciokat is
jelenthet. Néhany példat szemléltet az &bra.
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Mindkét tipus esetében tehat az enzimes reakciot egy segédelektroddal kotik 6ssze. Ma mar olyan
esetekben, amikor az enzimes reakcid soran elektronatmenet térténik (NAD-, FAD-medialt reakcidk),
lehetéség van arra is, hogy ezt az elektronatadast kozvetleniil mérhetd jellé alakitsak. Ilyen sokat
lathatunk a 2.76. abrén.

Biokatalizator|(enzim, sejt)
atalakitja az gnalitikumot termékké

‘ A valtozast elektromos jellé alakitja

PC: szamolas, konvertalas,
kijelzés, tarolas...

2.73. &bra: Bioszenzorok felépitése

L

Pt-katod gZ i

= Ag-andd
O, -re ateresztd
e Pore 2. -re atereszto
o membran
atereszto
membran
K1 elektrolit

Rogzitett enzim T -/‘ \
S P

2.74. abra: Glukozelektrod felépitése

U

penicillinaz

penicillinG penicillomsay + H*

lipaz
_—

L-aminosav
~oxidaz

o L-Asav+ O, +H,O ketosav+ NH,”+ H,0,

Referencia elektrad

(kalomel) RN

L-Asn+viz — > L-Asp+NH,*

membran

il lektréd
fvegeleira Rdégzitett enzim

2.75. &bra: Potenciometrikus enzimelektrodok felépitése
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Q NG, _ON

Fe + Cha
Nc T TCN
Ferrocén N-Me-fenazin kation Tetraciano-kinodimetéan
gyok anlon
BD-ghikez FAD oFe
D-ghikono-5-lakton FADH> 2Fe

2.76. bra: Elektronatado sok

Ma mar egy sor, foképpen az orvosi diagnosztikaban fontos meghatarozast enzimelektrodéakkal
(is) végeznek, pl.: glikoz (vércukor), alkohol (véralkohol), koleszterin, zsirok, peptidek stb.

2.8.3. Néhany fontosabb enzimtechnoldgiai alapfogalom

Az enzimes technolégiak soran kiilonbozé reaktorokat hasznalnak fel, ezek szakaszos vagy folytonos
miikddéstiek lehetnek. Néhany jellegzetes és fontosabb enzimes reaktor sematikus abrajat a 2.77.
abran mutatjuk be.

4
\ /
Szakaszos reaktor Szakaszos reaktor .
STR recirkulacioval T6ltitt oszlop reaktor Toltstt oszlop reaktor
CSTR PFR recirkulicioval
————————————————— PFR

Fludidagyas reaktor

Folytonos reaktor
CSTR

2.77. abra: Enzimes reaktorok

Az enzimreaktorban torténé atalakulasok fontos jellemz6i és egyben a legfontosabb enzim-
technoldgiai alapfogalmak a konverzio és a hozam. Ezek definicid szerint a kdvetkezok:

Konverzié: atalakult mélok szama/ kiindulasi mélok szama

n. —nN
Xg=—2 % (2.71)
nS

0
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Hozam = yield: szintetizalt molok szdma/ kiindulasi mélok szdma

n, —n
Mp=—— " [V—SJ 2.72)
ng  vp

ahol np termék molszdma a reakcid végén
Npo termék maélszama a reakcid elején
Nso Szubsztrat mélszdma a reakcid elején
vs a szubsztrat sztdhiometriai faktora (a reakcioban hany mol vesz részt)
vp a termék sztGhiometriai faktora (a reakcioban hany moél képzédik).

Fontos jellemzdje az enzimes reakcionak az is, hogy a konvertalt molekuldk milyen mértékben
alakulnak a kivant termékmolekulakka, ez a szelektivitas, amelyet a kovetkezOképpen definialunk:

Szelektivitas: szintetizalt mélok szadma / konvertalt mélok szama

n,—n
G, :u(&J (2.73)

ns, —Ng (Ve

Egy enzim szelektivitdsa természetesen annal jobb, minél kdzelebb van e szam az egységhez.
Minél tavolabb van egytdl, annal tobb melléktermék, illetve szennyezés jelenik meg a reakcioban.
A bevezetett harom fogalom kozétt nem nehéz felfedezni az 6sszefliggést, azaz

N=0,.Xg (2.74)

Gyakran az enzimes technoldgiak soran azt hasznaljak ki, hogy az enzimek sztereospecifitassal is
rendelkeznek. Ekkor fontos jellemz6je az atalakulasnak az enantiomer felesleg. Ez definicidszeriien a
két enantiomer koncentracidja kilonbségének viszonya azok dsszegéhez, azaz azt méri, hogy egy
adott enantiomer az egészhez képest mennyire van talstlyban, feleslegben, vagyis végsé soron a
termék adott enantiomerre vonatkozo ,.tisztasagat” adja meg:

ee, = Ne =N (2.75)
Ng +Ng

A képletben eer az R konformaciora vonatkozo enantiomer felesleg, ng és ns sorrendben az R és S
konformaciojd termék mélszama. (2.75) természetesen ees-re is felirhatd.

Egy enzim sztereoszelektivitdsa pedig az S- és az R-enantiomer atalakitasi (képz6dési) sebes-
ségének hanyadosa egy racém keverékbol. Ez a sebességhanyados a kdvetkezOképpen szamithatod ki
az elébbiekben definialt enantiomer feleslegekbdl:

1-eeg
ee
1+—5

Vv ee
E=—S_-_ “P/ (2.76)

1+eeg

ee
1+
eep

Ez az egyenlet az S képzddésére vonatkozoan adja meg a sztereoszelektivitast, természetesen az
indexek cseréjével ez R-re is felirhato.
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2.9. Allosztérikus enzimek

2.9.1. Bevezetés

Az enzimek hatdsdnak szabalyozadsaban, a metabolikus regulacioban enzim- és génszinten tébbféle
szabalyozasi mechanizmus érvényesul:

— A sebesség csokken, amikor a termék koncentracidja no, ez a termékinhibicio.

— Sebességfiiggés a S-koncentraciotol: S-V dsszefliggés, S-inhibicid.

— Genetikai kontroll: indukcid, represszid.

— Az enzimek kovalens madositasa: az enzim pl. foszforilezés utan lesz aktiv, vagy forditva.
— Zymogeének, isozymek és modulatorfehérjék szerepe.

— Allosztérikus vielkedés, effektorok mitkodése.

E hatasok kozil e helyiitt az allosztériaval foglalkozunk. Vannak allosztérikus fehérjék, mint a
hemoglobin, amelyek a klasszikus definic értelmében® nem enzimek, de az allosztéria megeértésében
ezek vizsgalata vitt leginkabb elOre, ezért a tovabbiakban nemcsak az allosztérikus enzimekre
vonatkoznak megéllapitasaink, hanem minden allosztérikus fehérjére. El6ljaréban néhdny fogalmat
definidlunk, illetve tisztazunk.

Az allosztéria szb jelentése: allos = mas, egyéb; sztérikus = tér-, térbeli; az elnevezés arra utal,
hogy valamilyen (az allosztérikus) hatéas valahol ( az enzimen) mésutt hat.

Allosztérikus fehérje: olyan fehérje, amely két vagy tobb topolégiailag kiilonboz6é kot6helyet
tartalmaz, és ezek funkcionalis kélcsdnhatasban vannak egymassal. Azaz legalabb két hely van kiilon-
b6z6 pozicioban, amelyek képesek ligandumokat (S, I...) megkétni. Egy ligandum megkotése az
egyik helyen modositja a tobbi helyet. Az allosztérikus fehérjék jé része enzim, de mint lattuk, nem
kizéarélag.

Kooperativitas
A kooperativitas a fehérje kismolekula kétésére vonatkozo affinitasanak modositasa egy el6zéleg

megkotott masik kismolekula altal.

Az ezt jellemz6 kotési allando olyan, mint K illetve K;, amelyek disszociécios konstansok és a
kotés erésségét mutatjak(!). A kooperativitas vagy pozitiv, vagy negativ, elébbi, ha egy molekula
megkotése elésegiti a masik molekula megkoteését, azaz csokkenti a kotési allandot.

A megkotott két ligandum lehet kémiailag azonos (pl. mindkett6 S), ez a homotrop hatés, vagy
kiilonb6z6 (pl. inhibitor és S, vagy aktivator és S ) ez a heterotrop kooperativitas.

Tobb (sok, de legalabb kettd) enzimalegységbol felépiild oligomer, azaz negyedleges szerkezettel
is rendelkezd enzimrdl beszéliink, amely tobb szubsztratumatalakité aktiv hellyel rendelkezik. Az
ilyen enzimek a tobb kotéhelyes enzimek, €s az Ugynevezett allosztérikus enzimek. Az allosztérikus
enzimek tulajdonsagainak, kinetikajanak megtargyalasa eltt foglalkozzunk elészor altalanossagban a
tobb kotohelyes enzimekkel.

Az els6 esetre tekintsiink egy egyszeri példat, amikor az enzim dimer, mindkét komponensének
egy aktiv centruma van, és az egyik aktiv centrumhoz torténd szubsztratkotés nincs hatassal a masik
szubsztrat kotddésére. Ennek egyszertsitett mechanizmusa az alabbi:

% Ezért ma tobben vitatjak azt a definiciét, amely reakciéhoz kéti az enzimfogalmat.
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S S

Sl

P+ E«~——SE+ S——SES——— SE +P

ES + P
s
VKK
o= ;S Ssz (2.77)
el =+
KS KS

Vegyik észre, hogy itt a szdmlaloban két tag van, mivel kétféle komplexbél is lesz termék. A
nevezO azt a tényt mutatja, hogy haromféle enzim van jelen: az E szabad enzim, az egyszeres S-
kotéssel rendelkezd és a kétszeres S-kotéssel rendelkezd komplex. A kettes szorzd a nevezdben arra
utal, hogy valdjaban kétféle egyszeres kotésti komplex van, de ezek azonosan viselkednek.

Altalanosan, ha egy olyan enzimet vizsgalunk, amelynek n aktiv helye van, amelyek azonosak és
egymas S-kotéset nem befolyasoljak, akkor a kinetikai egyenlet a kdvetkez6 alaku lesz:

n-1
o)
v KU K) s (2.78)
Vmax [ S \Jn KS +S
1+—
KS

A (2.78) egyenlet azt mutatja, hogy ugyanolyan Osszefiiggést kaptunk, mint egy egyszeri, egy
kotéhelyes enzim reakcidja esetén, azaz nem lehet tudni egy adott esetben, hogy egy X mennyiségii és
n_aktiv helyet tartalmazé enzimmel van-e dolgunk, vagy n-szer annyi enzimink van (nX), de csak
egy aktiv hellyel rendelkezik minden molekula.

Mas a helyzet az igazi allosztérikus enzimek esetében. Ezeknél a szubsztrat kotése hat a masik
(harmadik, negyedik stb.) szubsztrat kotésére. A két aktivhelyes, legegyszeriibb esetben ezt a hatast az
SE =< SES, illetve ES = SES atalakulas K egyensulyi allandéjanak a szorzéfaktorral vald
madositasaval vehetjik figyelembe, ahol ha a<1,akkor az egyik S a masik kotoédését elésegiti, azaz nd
az affinitas, ekkor a kooperativitas pozitiv, viszont ha a>1, akkor a kooperativitas negativ. A sebességi
egyenlet a kovetkezo:

S &
v KK
v = 258 SSZ (2.79)
max 14+ —+ 5
K, aK;

Lathatoan az a koefficiens miatt ez nem redukalodik az egyszeri Michaelis—Menten-alakra.
Ebbo6l mar kdvetkeztethetiink arra, hogy ezek az enzimek nem lesznek leirhatéak az egyszerii
Michaelis—Menten-kinetikaval, V-S gorbéjiik nem egy derékszogl hiperbola.
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2.9.2. Az allosztérikus enzimek tulajdonséagai

Az allosztérikus enzimek szigmoid kinetikat mutatnak, azaz a V-S gorbéjuk a 2.78. abran lathatd
alaku.

60 ~
Nag}rObb S: dinamik“s _
50 1 (gyorsulo) V-novekedés
novekvo affinitas
op 40 |
L
¢
& 30 4
@
@
‘g 20 4
&
2 Lag vagy
o] -
@ 10 - kapaszkodd
0 T T
0 05 1 15 2 25

Kis S: nagyon kis szubsztrat
Vnovekedés,

kis affinitas

2.78. abra: Allosztérikus enzim sebesség-szubsztratkoncentracié gorbéje

Alapvet6 kiilonbség tehat a M—-M-kinetikatdl, hogy a gorbe elején van egy ,labazat vagy
kapaszkod(”, ahol a S véltozasa csak nagyon kis mértékben noveli a sebességet, nagyobb szubsztrat-
koncentracioknal a valtozas kifejezettebb, és még tovabb ndvekedd S-koncentrdcioknal nagyon
hasonl6 lesz a M—M-gorbéhez. Az ilyen gorbe pozitiv kooperativitést jelent. Kis S-nél csak kevés
aktiv hely kotott szubsztratot, és ezeknek kicsi az affinitasa, ezért a S hozzaadasa csak csekély
mértékben noveli a V-t. De ahogy egyre tobb és tobb S kotddik, ez noveli a S-koté képességet, azaz nd
a gorbe meredeksége. Még nagyobb S-koncentracidknal azonban a M-M-hez hasonldan a S-telités
valik dominaléva.

Kérdés, hogy vajon a S-V gorbe mindig szigmoid-e egy allosztérikus enzim esetében? A valasz
nem, bar altalanosan elterjedt nézet az ellenkezdje. Példaul kétszubsztratos enzimeknél (lasd a 2.5.
Tobbszubsztratos reakciok c. fejezetet), amelyeknél mindkét S-ra kulon-kilon fel lehet rajzolni egy S-
V gorbét, az az egyikre nézve szigmoid lehet (azaz pozitiv kooperativitas van), a masikra nézve pedig
hiperbolikus lehet (azaz nincs kooperativitas), pedig ebben az esetben nyilvanvaldéan csak egy
allosztérikus enzimroél lehet szo.

2.9.3. Effektorok hatasa az allosztérikus enzimekre

Az allosztérikus inhibitoroknak és aktivatoroknak a hatasai nyomatékositjak az alloenzimek f6
szerepét, ugyanis az enzimkatalizalta reakciok ezek altal torténd sebességbefolyasolasa az anyagcsere-
utak szabalyozasanak egyik legfontosabb enzimszintii lehetdsége. A kdvetkezd 2.79. abra azt mutatja,
hogy hogyan valtoztatjdk meg az aktivatorok, illetve az inhibitorok a kinetikai gérbét abban az
esetben, ha az enzim pozitiv S-kooperativitassal rendelkezik. A kozéps6 gorbe a tipikus szigmoid
+koop alloenzim gorbéje. Az, hogy az inhibitor minden S-koncentracional csokkenti, az aktivator
pedig noveli a reakcidsebességet, nem nagy csoda (hiszen ett6l aktivator vagy inhibitor), de az mar
figyelemre méltod, hogy mig a névekvd inhibitorkoncentracid noveli a szigmoiditést, addig a névekvo
aktivatorkoncentracié egyre inkabb a hiperbolikus viselkedés felé tolja el a kinetikat!
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Ugyanahhoz a V___-hoz
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Szubsziratkoncentracio

2.79. bra: Effektorok hatdsa az alloenzimekre

Ez azt jelenti, hogy egy allosztérikus inhibitor néveli a S-kooperativitast, mig egy allosztérikus
aktivator csokkenti azt.

Az is latszik, hogy az 6sszes gorbe ugyanoda tart, azaz V. azonos, itt tehat csak a latszélagos K,
valtozik: ezeket K-rendszereknek nevezik. ((Bizonyos enzimeknél a V. (is) véaltozik, ezek a V-
rendszerek)).

Erdekes hatasa van az ismert denaturalé kémiai agenseknek az allosztérikus enzimekre. Ha gyenge
ilyen hatasnak tesziink ki egy alloenzimet, gyakran veszitenek allosztérikus tulajdonsagukbol (a S-
kooperativitasbol) mikézben megtartjak katalitikus aktivitdsukat. Ez is azt mutatja, hogy az enzim
térszerkezetének van vitalis szerepe a mitkodésiikben.

Fontos tulajdonsaga az allosztérikus enzimeknek, hogy van negyedleges szerkezetiik, azaz polimer
enzimek: kiilonalld alegységekbdl (subunit), fehérjelancokbol allnak, amelyek egymdashoz gyenge
kolcsonhatasokkal (H-hid, hidroféb kdlcsonhatés) kapcsolddnak. Egy allosztérikus enzimnek egy sor
aktiv helye van, a legegyszerlibb esetben minden alegységen egy, amelyek mindegyike hordozza az
enzimet jellemzd katalitikus hatast. Ezeknek az alegységi aktiv helyeknek a kélcsonhatasa jelenti a S-
kooperativitast. Vagyis egy tipikus alloenzim esetében egy S-molekulanak az egyik alegység aktiv
helyéhez kotédése olyan konformaciovaltozast okoz, amely megnoveli a masik alegység aktiv
helyének S-kot6 képességét — ez a pozitiv kooprativitas.

Mivel az alegységek csak gyenge kotésekkel vannak egymashoz csatolva, ezért konnyen levalnak
egymasrdl, illetve Gjra egyesiilnek egymassal. Ennek eredményeképpen egy alloenzimoldatban
gyakran egyensulyt mutat a komplett enzim és az alegységek kozott.

Komplex enzimek esetében atmeneti formak is lehetségesek ezen hataresetek kozott, amelyek
esetében a komplett enzimnél gyengébben 6sszekdtott alegységkombinaciok is létezhetnek. Lehet,
hogy ekkor pl. az egyszerii egyediilallo alegység katalitikusan nem is aktiv. A legkisebb katalitikusan
mar aktiv struktirat PROTOMER-nek nevezziik. Az el6bbi komplex egyensily a teljes enzim, a
kiilonb6z6 komplexek, az alegységek kozott nagymértékben befolyasolhato kiillonb6z6 ligandumokkal
(maga a S vagy effektorok, vagy a reakcid terméke).

2.9.4. Hill-egyenlet és a szigmoid gorbék

Ha az enzimnek n ekvivalens aktiv helye van, és az Ggynevezett kdlcsonhatasi vagy kooperativitasi
allandok, a,b,c... stb. igen kicsik, azaz az enzim igazan csak akkor aktiv, ha valamennyi kot6helyét
elfoglaltdk a szubsztratmolekulak, akkor a Kinetikai egyenletben a szubsztrat n-edik hatvanyat
tartalmazo tag fog dominalni (= az n-1, n-2 sth. szubsztratot kétott enzim aktivitasa elhanyagolhatd).
A (2.79) egyenlet &ltalanos alakja:
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VvV__S (2.80)
V. K+S

Ez az ugynevezett Hill-egyenlet, olyan allosztérikus enzimek viselkedésének leirasara,
amelyekben n a molekulankénti aktiv helyek szdma, és

K'=Kjs =K, (a" "% ...2"), (2.81)

ami tehdt a komplex disszociécios allandon kivul magéaba foglalja az a,b,c... z kooperativitasi
allanddkat is. Jegyezziik meg, hogy ez a K’ nem a V./2-h6z tartozo szubsztratkoncentraciot jelenti,
hanem annak az n-edik hatvanyat (ezért is kétféleképpen szoktak az egyenletet felirni). Igy igazak az
alabbi kapcsolatok is:

Si, =Ky 4K’ vagy n.gS,,=n.lg Kys = IgK’
A Hill-egyenletet tehat a kovetkez6 két formaban szoktuk felirni:
Vv _ S v _ S"
V _ I’T'IaXS maxS

= = (2.82)
K'+S" K{z+S"

Utobbi forméaban a K s valdban a félmaximumhoz tartozo S-koncentraciot jelenti.

ol
i

& _.,.ll_—.—.z--—.., -~

___n=b—

8

d hiperbola!

Reakciosebesség

ez a gbrbe negativ
kooperativitast mutat

0 3 6 9 12 15
Szubsztraikoncentracio

2.80. &bra: A Hill-koefficiens hatasa az alloenzimek kinetikajara

A Hill-koefficiens n a szubsztratkooperativitas mértéke. Ha n=1, az egyenletbdl latszik, hogy az
atmegy a M—M-egyenletbe, azaz az allosztéria, a S kooperativitas elttinik. (1. az alabbi gérbe n=1-nél
hiperbolikus!). Ha n értéke nagyobb mint egy, n6 a S-kooperativitas, azaz a gorbék egyre inkabb
szigmoidok, amint az al&bbi dbra mutatja.

A linearizalt sebességi gorbék, mint a L-B és Hanes-gorbék nagyon eltérnek a hiperbolikus M—M-
enzimek gorbéitdl, azaz nem egyenesek!
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Lineweaver=Burk-diagram

4.5 I /
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2.81. abra: Lineweaver—-Burk-abrazolas alloenzimek esetén

5. Hanes —Langmuir-diagram

2.82. abra: Hanes—Langmuir-abrazolas alloenzimek esetén

Ezek az abrézolasok tehat nem alkalmasak a kinetikai paraméterek meghatarozasara. Ebben az
esetben is ismerlink azonban egy jellegzetes linarizciés &brdzolasmddot, a Hill-egyenlet
transzformalasaval:

VoS ViS" .V S" : - \Y,
=M —__ M gtrendezve: ————— = majd logaritmalva |g——— = nlgS - nigK . -
K'+S" Kig+S" Vi =V Kig Vo =V ’

Ez utdbbi alakot brazolhatjuk, és ekkor a 2.83. abrat nyerjuk.
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1 A%
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2.83. dbra: A Hill-egyenlet logaritmikus abréazolasa

Tudni kell, hogy a nagyon kis és a nagyon nagy S-nél eltérés van az egyenestél, a két szélsé
tartomanyban jobb oldalon lefelg, a bal oldalon pedig felfelé elhajlik a gorbe.

A Hill-abrazolas egyik f6 nehézsége, hogy sziikséges hozza a Vnax-0t ismerni. Sajnos, mint lattuk,
a linearizacios modszerek nem adnak egyenest, igy alkalmatlanok V.x meghatarozésara. (Egyébkeént,
ha nem S, hanem S" lenne, amit abrazolnank, akkor a linearizalt gorbék itt is egyenesek lennének, de
ehhez meg az n-t kellene ismerni.)

Ezért a kovethetd eljaras egy iteracid. Valamelyik linearizadcios modszerrel meghatarozunk egy
durva becslést V.«-ra. Ennek segitsegével a Hill-gorbébol kaphatunk egy n-t, majd ismételjik meg pl.
a L-B-abrazolast,de most mar S"-t alkalmazva, ez ad egy jobb V .-ot, és igy tovabb, amig a
tetsz6leges pontossagot elérjiik.

Masik lehet6ség (ma mar nyilvan ez lehet a célravezetobb!) egy nem linearis regresszid szamitasa
a Hill-egyenlet illesztésére.

A Hill-egyenlet tulajdonséagait, a kooperarivitas hatasat, az egyenlet illesztését kisérleti pontokhoz
tanulmanyozhatjuk a 2.6. szimulacion.

2.6. szimulaci6: Alloenzimek
2.95. A kooperativitds eldnyei

Noha nincs minden allosztérikus enzim esetében S-kooperativitas, de a legtdbb esetben van, azaz kell
hogy legyen valamiféle metabolikus elénye annak, ha egy enzim rendelkezik pozitiv kooperativitassal.
Mig az allosztérikus inhibitorok és aktivatorok szerepe, fontossaga teljesen természetes, ha a
metabolikus folyamatokra gondolunk, addig a S-kooperativitas nem ilyen egyszeriien megérthetd.

Tekintsiik meg az alabbi abrat, és nézziik a hiperbolikus gorbét elészor: igen nagy S-koncentracio-
valtozas kell ahhoz, hogy a Vi 10%-ar6l 90%-ra novekedjék a sebesseg, 81-szeres ndvekedes
szilkséges a szubsztratkoncentracidban, ha 9-szeres ndvekedést akarunk a sebességben. Ugyanakkor
pl. n=4 esetében ugyanerre csak 3-szoros S-koncentracio-névekedésre van sziikseg.

Még jobban latszik ez, ha negativ a kooperativitas, hiszen az n=0,5 esetében 6561-szeresre kell
névelni a S-koncentracidt ahhoz, hogy a sebesség a 10-ré1 90%-ra névekedjék! (Ez egyébként hasznos
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is lehet, pl. koszubsztrat esetén. Ez azért izgalmas, mert ,,fuggetlentil” a koncentraciojatol egy kozel
allandé reakcidsebességet tud biztositani).

A pozitiv kooperativitas azt jelenti tehat, hogy a reakcidsebesség sokkal érzékenyebb a S-
koncentracio-valtozasra, mint egy Michelis—Menten-kinetikat koveté enzim esetében varhato.

A% 0,9V A KOOPERATIVITAS ELONYEI

vV st
V.. K48
I s W
1/
: fll/I "I‘
0 100 401
S a Ko,s szazalékaban %

2.84. abra: A kooperativitas metabolikus elonye

2.9.6. Az allosztéria mechanizmusa

Két modellt dolgoztak ki az allosztéria mechanizmusanak magyarazatara, az egyik az 1965-ben
MONOD, WYMAN és CHANGEUX altal kidolgozott szimmetriamodell (MWC), mas néven
concerted hipotézis, a masik pedig az 1966-ban publikalt KOSHLAND, NEMETHY és FILMER
nevehez fliz6d6 szekvencidlis hipotézis (KNF).

Szimmetriamodell (concerted hipotézis)

Ez a modell egyszerlien és elegansan magyarazza az allosztérikus enzimek pozitiv S-
kooperativitdsdt és az allosztérikus effektorok hatdsat.  Eszerint egy allosztérikus fehérje
alegységekbdl all, amelyek két kiilonb6z6 konformacidban 1étezhetnek: relaxalt — R, illetve feszilt,
azaz T (tense) allapotban. Az alegységek egy adott enzimnél olyan kapcsolatban vannak egymaéssal,
hogy vagy mindegyik R, vagy mindegyik T konformacioju. Oldatban a két allapot kozott egyensaly
alakul ki a 2.85. abra szerint.

Szubsztratkoteés

gyenge K, > K, eros

2.85. abra: T— R atmenet a szimmetriamodell szerint

A modell feltételezi, hogy oldatban, S és effektorok tavollétében (azaz nincs ligandum) az
egyensuly nagymértékben balra van eltolva, azaz kdzel az 6sszes enzim T konformacioju.

A két allapotban az aktiv helyek térszerkezete olyan, hogy az R konforméciénak nagyobb az
affinitasa a szubsztrathoz, mint a T-nek (ami nem jelenti, hogy a T ne tudna szubsztratot kotni, csak
kevésbé erdsen).
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Ha egy kis mennyiségli S kertil a rendszerbe, az tehat nagyobb valdsziniiséggel R-hez fog kotddni.
Ekkor azonban az el6bbi egyensuly eltolddik jobbra, hiszen elvontunk egy R-t a rendszerbdl.
Kovetkezésképpen az R konfiguracidju enzimek mennyisége T rovasara néni fog. Ugyanakkor a
nagyobb S-affinitds miatt ez a folyamat tovdbbmegy, azaz egyre tobb lesz az R, azaz a nagyobb S-
koté képesség, mig végil valamennyi T at nem alakul R-ré. Ez a folyamat a kdvetkez6 abran jol
kovethetd, és a satirozott sav jeloli ki a kooperativitas hatdsara bekovetkez6 valtozasi iranyt. A
ligandumkotott enzimkoncentracionak az dsszeshez valé aranyat az Gn. Adair-egyenlet adja meg, a
2.86. &bra értelmezése szerint.

protomer cc.liganddal _,, _ a(1+ o) +Lea(l+ca)’

” (2.83)
dsszes protomer cc (1+a)" +L(1+ca)"

Az Adair-egyenlet homotrop alloenzimekre vonatkozik, és n a két6helyek szamat jelenti.

Az effektorok hatéasat illetben megdallapithatjuk, hogy egy aktivator inkabb az R allapothoz
kotodik, mig egy inhibitor pedig a T konformaciohoz: a hatas az egyensuly eltolasan keresztiil a
fentiekhez hasonld, azaz az aktivator elOsegiti, az inhibitor gatolja a S kot6dését, el6bbi esetben
csokkentve a S-kooperativitast(!), utobbiban pedig novelve azt. Nagy mennyiségli aktivator Gigy tolja
el az egyensdlyt, hogy kdzel minden enzimmolekula R konformacioju lesz, azaz nincs tovabbi
kooperativitas, a V-S gorbe hiperbolava valik. Inhibitor esetében a dolog forditott: az egyensuly balra
tolodik, nagyobb mennyiségii szubsztrat kell ugyanolyan kooperativ valtozas eléréséhez, a szig-
moiditas tehat nd.

0
T,
Egyensilyi allando Loas 2
Ro
1
Normalizalt S
ligandum cc. |&%~ K 2
R
Ligandumkété _ KR 3
affinitasok aranya | KT
4

2.86. &bra: Monod-Wyman—Changeux-modell

KNF szekvencialis hipotézis

Az el6z6ekkel szemben e modell értelmében egy komplett enzimen belll az egyes alegységek
nem azonosak, azaz T és R vegyesen is el6fordulhat. Itt is egyensuly van oldatban a kdvetkezo 2.87.
abranak megfelel6en
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33
T4

TIR

O

TZR2

TR3 R4

2.87. abra: T— R atmenetek a szekvencialis modell szerint

gyakorlatilag az Osszes enzim T formaban van jelen, és ennek igen kicsiny az affinitdsa a
szubsztrathoz. Ha egy T alegység szubsztratot kot (ha még oly kis affinitassal is), akkor az indukalt
illeszkedés értelmében az az alegység atalakul R &llapotiva. Most mér egy alegység R, a tdbbi
alegység T konformécioju, de az alegységek kozotti kdlcsdnhatas miatt a tobbi is inkédbb az R felé
tendal atalakulni. Ez az atalakulés akar a S-kotés el6tt, akar azzal egyidejiileg végbemehet.

Az egyensuly jobbra tolédik, ha akar csak egy szubsztratot mar megkétott ,.eddig-csupa-T”
létrejott. A 2.88. abrdn mutatott mechanizmusban itt is a nyil jelenti a legvalosziniibb atalakulasi

iranyt.

Aktivator hatdsa ugyanolyan, mintha S kotédne, azaz elésegiti a jobb S-kotést (noha persze az a
protein masik kotéhelyére kapcsolodik) mig az inhibitorhatast tigy kell elképzelni, hogy még rigidebbé
teszi a T alakot, azaz megneheziti az R-ré konformal6das folyamatat.
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2.88. &bra: Koshland—-Némethy—Filmer-modell

A negativ S-kooperativitds ritka, de el6fordul, ezt a M—W-C-modell nem képes megmagyarazni,
mig az utébbi igen. Ez azt sugallja, hogy az utébbi jobb modell, de ennek az ellenkezdjére is vannak
bizonyitékok. Ugyanakkor van annak is bizonyitéka, mintha a két modell valamiféle vegyuléke lenne,

igaz pl. ez a helyzet a hemoglobin esetében.

2.9.7. Az allosztéria példai

Egy rendkivil komplex allosztérikus enzim az aszpartat transzkarbamoiléz (ATCéz) (=karbamoiltranszferaz),
amely a pirimidin-bioszintézisban jatszik jelentds szerepet, és a kovetkez0 reakciot katalizalja:

Karbamoil-foszfat + Aszpartat

www.tankonyvtart.hu
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N-karbamoil-aszpartat + Pi
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Az E. coli-bol izolalt ilyen enzim nem kevesebb mint 12 alegységb6l épiil fel. Két katalitikus
komponense van, amelyek mindegyike 3 azonos alegységbdl all. Ezenkiviil harom regulacios
komponense van, amelyek mindegyike tovabbi két alegységbdl épiil fel (2.88. abra).

A komplex enzim pozitiv homotrop kooperativitast, allosztériat mutat mindkét megkotendd
szubsztrat tekintetében. Az ATP heterotrop aktivator, mig a CTP ugyancsak heterotrop
inhibitorként viselkedik. A katalitikus és regulator komponensek elvalaszthatéak egymastol, a
katalitikus magaban is enzimként viselkedik, azaz kataliz&lja a reakcidt, de nem allosztérikus: nem
mutat S-kooperativitast. A regulator egységek természetesen nem kataliz&lnak, de inhibitor (CTP),
illetve aktivator (ATP) megkotésére képesek.

2.89. abra: ATCaz negyedleges szerkezete

Az enzim szerkezete a http://www.pdb.org/pdb/explore/jmol.do?structureld=1R0B&bionumber=1
webhelyen megtalalhato.

Masik példaként a (klasszikus definicid értelmében) nem enzimtulajdonsagd hemoglobinnak a
viselkedését érdemes tanulmanyozni.

A hemoglobin a mioglobinnal egyiitt az emldsok O,-ellatasaban, elobbi az oxigén felvételében és
a szOvetekbe széllitdsdban és leadasaban, utébbi pedig az izomban az O, raktarozasaban/leadasaban
jatszik szerepet. A Hb allosztérikus, mig a mioglobin nem allosztérikus enzim.

A hemoglobin szerkezetét két ekvivalens o és ugyancsak két P lanc épiti fel, amelyek
mindegyikében O,-ko6té hem-csoport taldlhatd. Az oxigénkdtés mechanizmusat magyardzd, az
allosztéria mibenlétét megvilagitd két ismertetett modellt éppen a hemoglobinnal kapcsolatban
vezették be. Egy animacion (2.9. animéacio) mutatjuk be a hemoglobinnak a targyalt szimmetriamodell
szerinti allosztérikus viselkedését. Valojaban a két modell valamiféle egyesitése irja le leghitelesebben
a hemoglobin allosztérikus viselkedését.'

2.9. animacid: Szimmetriamodell — oxigén

A hemoglobin nemcsak az oxigént, de a CO,-ot és a H'-t is szallitja: ezek szovetekben keletkezett
mennyiségenek mintegy 20%-at a Hb szallitja, elébbit a tiidébe, utobbit a vesébe juttatja. E szallitason
kiviil raadasul ezek heterotrop effektorok is az oxigén kotddésére nézve: amikor a CO,, illetve H”
koncentraciéja relative magas a szovetben, akkor kotédésiik a Hb-hoz annak T &llapotat segiti
elo, azaz affinitasa az O,-hez kisebb lesz, oxigént ad le a szOvetben (épp erre van ilyenkor

10 Részletek a Biokémia tankdnyvekben, pl. Voet és Voet: Biochemistry, J. Wiley and Sons, Inc, 1995.
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szukség). A tiidében viszont, ahol a CO,-tenzid kisebb (csokken), CO,-leadas torténik a Hb-bol.
Ez nemcsak csokkenti a CO, és a H* koncentracidjat, de el is tolja a Hb konformaciojat R iranyba, ami
nagyobb affinitasd allapot az O,-re nézve, azaz a tiidében az oxigénmegkotés erds lesz. Ez az un.
Bohr-effektus, a CO, és a H" pedig negativ effektorok.

Mindketté mashova kotédik a fehérjén: a H' a His146 aminosavhoz, azaz a B alegység C-
terminalisahoz kotodik, és ez a kotddés egy a T allapotot stabilizald sohidat hoz 1étre. Ezzel szemben a
CO, pedig az N-terminalis aminocsoportjahoz kotddik valamennyi alegységen, és egy karbamino-
szarmazékot hoz létre [R-NH, + CO, «» R-NH-COOQ], azaz negativ toltés alakul ki a N-terminalison,
ami Ujabb séhidakat tud létrehozni, s igy ugyancsak stabilizalja a T konformaciot.

Osszefoglalasként és szerzett tudasunk ellendrzéseképpen tekintsiik meg a 2.10. interaktiv
animéciot.

2.10. animéacié: Onellendrzés: allosztérikus enzimek

2.10. Transzportfolyamatok Kinetikaja

Tonoknak ¢és toltéssel nem rendelkez6 molekulaknak a szabalyozott atvitele a sejtekbe, és ugyanigy az
anyagcseretermékeknek a sejtekb6l a kornyezetbe iranyuld transzportja alapvetd fontossagh a
sejtmikodés szempontjabol.

A transzportfolyamatok biztositjdk a sejtek szdméara a kornyezettel megval6suld anyagcsere-
folyamatok lehetdségét: a tapanyagok felvételét és az anyagcsere termékeinek a leadasat. E
folyamatok tartjak fenn a sejtosszetételt, a kiegyensulyozott belsé ozmotikus viszonyokat, sejten beliili
pH-értékeket a kiilonb6z6 kompartmentekben, a transzport szabalyozza a sejtek térfogatat, és igy
tovabb.

A sejtekbe iranyulo anyagtranszportnak alapvetden harom f6 lehet6sége ismert, a passziv diffuzié
és a szintén passziv hordozés vagy konnyitett (facilitalt) transzport, amely esetekben a transzport-
folyamat irdnya megegyezik a koncentracidgradiens iranyaval, és végiil az aktiv transzport és a
csoportatvitel, amelynél az anyagaram koncentracidgradiens ellenében is torténhet. E folyamatokat
osszefoglaldan és sematikusan szemlélteti a 2.89. abra.

s S
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S S s
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S S
. s S
energia
tapoldat membran sejtinteriér

aktiv transzport

2.90. abra: A transzportfolyamatok fajtai
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Osszefoglaloan a transzport fajtai a kovetkezok:

1. Passziv difflzié — nem igényel energiat
2. (Passziv) konnyitett diff(zio: fehérjekatalizalt és nem igényel energiat
3. Aktiv transzport: fehérjekatalizalt és energiat igényel
— direkt v. primer aktiv transzport (pumpa)
— indirekt v. masodlagos aktiv transzport (kotranszport)

Az alébbi tablazat néhany szubsztrat- és metabolittermék baktériumok és gombasejtekbe/-bél
torténd transzportjanak megvalosulasi médjat mutatja. Lathatéan a két mikrobacsoportba a legtébb
anyag hasonloképpen transzportalédik, a cukrok kivételével, amelyek a baktériumokba aktiv, mig a
gombékba passziv transzporttal keriilnek be.

2.12. tabldzat: Szubsztratok és termékek transzportja sejtekbe, sejtekbol

Vegyilet Baktériumok Gombéak
aminosavak aktiv transzport (AT) AT
glikoéz AT (foszfotranszferdz és permeaz) | konnyitett diffuzio és AT
lakt6z AT foszfotranszferaz és permeéz) konnyitett diffazié és AT
glicerin diffazid és konnyitett diffuzid diffuzié és konnyitett diffuzié
etanol diffuzio diffuzio
tejsav AT és difftzid diffazio
ecetsav diffuzio diff0zio
szén-dioxid diffuzio diffuzio
oxigén diffazio diffuzié
viz diffazio diffGzid

2.10.1. Passziv diffuzio

A sejteket koriiloleld citoplazmamembran és a sejten beliili membranszerkezetek (mitokondrium,
endoplazmatikus retikulum, Golgi-késziilék, vakuolumok) mind megannyi transzportgatat jelentenek a
kiilonb6zé molekuldk szdmara, elsdsorban lipid-kettosréteg szerkezetiik miatt. E lipid-kettosrétegek
viszonylag kénnyen atjarhatok a toltéssel nem rendelkezé molekulak szamara, mig az ionok, illetve
egyéb toltéssel rendelkezé molekulak transzportja a lipidmembranon keresztiil igen lassu,
gyakorlatilag zérus sebességl.

Azt talaltak, hogy kozelitéleg linearis Osszefiiggés van a kiilonb6zé molekulak membranon
keresztiil torténd transzportjat jellemz6 permeabilitasi koefficiens és az adott anyagnak a lipidben és
vizben mérhetd megoszlasi hanyadosa, illetve oldhatosdga kozott. A membranra vonatkoztatott
megoszlasi hanyados

K*=Sm, (2.84)
C

viz

amelyben az m index a membranra utal. A permeabilitasi koefficiens a kovetkezéképpen szamithato:

p=—2 (2.85)

ahol D az adott anyag membranban mérhetd diffizios allandoja (cm?/s),
X a membrén vastagsaga (cm).

A P permeabilitast gyakran alkalmazzdk a témegatadas szdmitdsara. Néhany értéket Collander
(1949) Chara ceratophylla ndvényi sejtjeire mért értékeibdl a kovetkezo tablazat tartalmaz.
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2.13. tablazat: Molekulék permeabilitasi koefficiensei és megoszlasi hanyadosai.
A megoszlasi hanyadosokat olivaolajban mérték (Nielsen-Villadsen: Bioreaction Engineering
Principles, Table2.3)

Vegyulet Permeabilitési Megoszlasi  hanyados

koefficieTs(P) (K*)

cm.s

szén-dioxid 0,45
bikarbonat 5,0-107
viz 6,6-10
karbamid 2,8:107 1,51-0
metanol 2,5-10"
etanol 1,4-10*
etandiol 1,7-10° 4,9-10"
1,2-propandiol 1,71.0°
1,4-butandiol 2,1:10°
hangyasav 1,51-07
ecetsav 3,0-10°
propionsav 1,51.0"
vajsav 4.4-10"
acetamid 1,4-10° 8,3-10"
formamid 2,01.0° 7,6-10"
laktamid 1,5-10°
butiramid 5,0-10°
glukoz 5,0-10°
glicerin 2,0:107 7,0.10°

Kisérleti adatok hianyaban szoktak az alabbi egyenletet is alkalmazni P becslésére:

*

PVM =0,028K (2.86)

olaj
Ebben az egyenletben az olgj itt is olivaolajat jelent, és M az adott anyag moltomege.

Diffaziv anyagtranszportot feltételezve a membranon atmend anyagaram a kovetkezOképpen
irnato fel a Fick 1. torvény szerint:

dc, AP ADK’

oo —c)= C.—C 2.87

dt V(e ) Vx(e ) (2.87)
Ahol Ci és C, sorrendben a belsé és a sejten kiviili koncentracié (interidr, exterior)

A a sejt CM-ral hatarolt kiilsé feliilete (cm?)
V a sejttérfogat (cm®), azaz A/V a sejtek fajlagos felillete (cm™)
P a permeabilitasi koefficiens (cm s™)

A differencidlegyenlet megolddsa a valtozok szétvélasztasaval lehetséges, feltételezve, hogy a
sejten kivili ¢, allandé (ami megtehetd, hiszen pl. a tapkozeg egy végtelen nagy forras az egy sejthez
képest):

InS %o _ AP, (2.88a)
c.—¢ V
vagy
”», ”»,
Ci=C,|l-e ¥ |+Cee Vv (2.88h)
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Ha a kezdeti feltétel cio = 0, akkor ez az egyenlet egyszertisodik:

C;=C,| 1-e (2.89)

ami azt mutatja, hogy az egyszerti difftiziv transzportnal a végtelen idében elérhetd egyensulyi
allapotban a kiils6 és a belsé koncentracid egyenléveé valik.

A P permeabilitasi alland6 és a megoszlasi hanyados kozotti fenti dsszefliggést tulajdonképpen
membranon keresztiil torténé difftzidval) és feltételezzik, hogy a kiilsé vizes fazis és a membran,
valamint a belso vizes fazis és a membran kozott megoszlasi egyensuly van. Ezt megtehetjiik, mert a
sebességmeghatarozo 1épés a membranban torténd anyagatadas.

A sejtinteriérbe keriilt szubsztratmolekulak az anyagcserefolyamatok mentén enzimes reakciokban
tovabbalakulnak intermedierekké. Ha a fenti képben ezt is figyelembe vesszilk, feltételezve, hogy az
elsé ilyen reakciot egy egyszeri M—M-kinetikat kovetd enzim katalizalja, akkor a sejten bellli
szubsztratkoncentracio valtozasat a kovetkezoképpen irhatjuk fel:

dc, AP V__C
=i (6 o) - maxTi 2.90
at Vv (c. =) K, +c (2.50)

Alland6sult allapothan (azaz, ha a bejové anyag ugyanakkora sebességgel alakul at, mint
amekkoraval transzportalodik, és ez — lassuk be — az egyetlen lehetséges helyzet!), akkor ez az
egyenlet ¢;-re megoldhato.

2
- —bix/zba —4ac , (2.91)

C

amelyben a=PA/V b=(PAK,)/V +V_, —c,PAIV é c=-(PAKC,)/V.

Egy sor anyag esetében a passziv diff(zio a jellemz6 transzportfolyamat. A viz, a molekularis
oxigén, a szén-dioxid, a szerves savak, és alkoholok ilyen mddon jutnak be a sejtekbe, és ugyancsak
igy kerll a sejtekbe a legtdbb zsiroldoszerekben jol oldddo6 anyag.

A szerves savak disszocialt formajukban gyakorlatilag oldhatatlanok a citoplazmamembréanban,
igy koncentracidjukat a (2.89) és (2.90) egyenletben, azaz c.-t és ¢;-t ki kell cserélni a nem disszociélt,
ezért az atadasra egyedil képes formajuk koncentracioira:

c =(KA10PH' +1)7l ¢ j=evagyi (2.92)

jnemdisszoc

amelyben K, az adott szerves sav disszociacios allandoja, pH; pedig az adott kozeg pH-ja.

Mivel ez a pH a sejten kivil és azon belll nem azonos (vagyis lehet, hogy sejten belul kevéshé
disszocialt a sav), ezért még az is eléfordulhat, hogy ci=C. esetben is lesz a sejt belsejébe iranyuld
difftizié. Ugyanakkor, mivel a membranba belép6 nem disszocialt forma eltolja a kiilsé disszociacios
egyensulyt, igy idovel minden savmolekula atjuthat a membranon (illetve a hajtéoerd megsziintéig
folytatodhat a transzport). Ennek az a kovetkezménye, hogy az egész el6z6 disszociaciora vonatkozo
gondolatmenet ,,eldobhat6”.

A passziv diffaziv anyagtranszport hajtéereje a kémiai potencial kiillonbsége, amely az atmend
anyag koncentraciokiilonbségében jelentkezik. E szabadenergiavaltozés

AG = RTlncC:—‘ . (2.93)

e

A transzport a nagyobb koncentracié feldl a kisebb irdnyéba torténik.
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Lattuk, hogy az ionok és a toltéssel rendelkez6 molekulak nem tudnak atjutni a lipidmembrano-
kon. Zsirban kevéssé oldodd anyagok, mas szoval hidrofil molekuldk szintén nagy diffGzios gattal
szembesulnek, ezekre nézve a sejt membranjai gyakorlatilag impermeabilisek.

A szabadon nem diffundalé anyagok transzportjdt a természet méas mechanizmusokkal,
Ugynevezett kdnnyitett diffGzioval vagy mas néven hordozos transzporttal, illetve az Ggynevezett aktiv
transzporttal oldotta meg.

2.10.2. Kénnyitett diff(zio (hordozos transzport)

A konnyitett vagy hordoz6s transzport olyan anyagatviteli mechanizmus, amelyben egy
transzmembran fehérje (emlékezziink a fizioldgiaban tanultakra: ezeknek két fajtaja van: a karrierek
és a csatornafehérjék) a membran kiils6 oldalan felveszi, megkoti az atviendé molekulat, majd a
membran belsé oldalan leadja azt. A karrierek esetén az enzimnek nem kell helyvaltoztatassal
mozognia a membranban, az anyagfelvételt és -leadast a fehérjekonforméacioé valtozéasa valtja ki, illetve
koveti. Mivel mind a kiils6, mind a belsé membranoldalon 1étezik a karrier-célvegyllet kapcsolat, igy
a folyamat végs6 soron reverzibilis, és eredd iranyat a koncentraciogradiens hatarozza meg. Azaz a
konnyitett diffuzid is csak a nagyobb koncentracio feldl a kisebb iranyaba képes miikddni. Latszolag
olyan a folyamat, mintha a membran belsejében diffuzio torténnék és a diffuzios allando jelentésen
megndvekednék az igy atszallitott anyagra (=az enzim gyorsitja az atviteli ,,reakciot”). Mivel itt nem
torténik kémiai atalakulas a molekulan, ezért a karriereket nem is szoktuk az enzimfehérjékkel egyitt
targyalni, noha enzimkeént viselkednek, igy kinetikéjuk is enzimkinetika.

A konnyitett diffizio a tipikus atviteli folyamat a gombak esetében, ritkdbban fordul elé a
baktériumoknal. Az E. coli sejtjei példaul kizardlag a glicerint veszik fel konnyitett diffazidval. A
gombaknal a legfontosabb ilyen modon atadott vegyuletek: a glikoz és az egyéb szénhidratok.

®-.® - 0.0
I
| S
I
I
I
I

ES. |, ES,

MEMBRAN

2.91. abra: A konnyitett diff(zio kinetikai sémaja

Logikus, hogy a kdnnyitett diffuzio kinetikdja telitési jelenséget mutat, hiszen a membranban 1évo
karrier fehérjéknek véges szubsztratkoté helyiik van, csak akkor Iéphet szubsztratmolekula a
membranba, ha van a fehérjén szabad kotohely. A 2.91. abra jeldléseit alkalmazva, legyen a szabad
karrier koncentracioja E, a kiilsé térben a felveendé molekulaké S, és ugyanez a sejten belll S;.
Tételezzlk fel, hogy a karrier szimmetrikus, azaz k; = kg és k, = ks, azaz a szubsztrat felvétele és a
leadasa is ugyanolyan sebességgel mehet mindkét oldalan a membrannak. Tételezzlk fel tovabba,
bellli atadas (ami nem egy valddi diffazio, hanem pl. a karrier elfordulasa vagy egyéb konformécid
valtozasa a szubsztréat felvétele és leadasa hatasara).

A szubsztratfelvétel és -leadds egyensulydt a komplexek disszocidcios allanddival lehet
jellemezni: K =k,/k; = ks/ks
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ki ke ks
ke Ks Ke

Az egyensulyok  k;. Se.E = k; .ES, és ks.ES; = ks.Si.E

A teljes anyagéatadasi fluxus J = ks (ES, — ES;). Ebben az egyenletben vettiik figyelembe azt, hogy
a karrier-szubsztrat komplexek egymasba is atalakulhatnak, azaz ez a reakcio is reverzibilis és
ugyanaz a sebessegi allandéja mindkét irdnyban.

Figyelembe véve, hogy a karrier fehérje harom allapotban lehet jelen, azaz az alabbi mérleg-
egyenletet

ET=ESe+ESi+E = (Se/KS + Si/KS +1)E, (2.94)
a szabad karrier koncentracioja kifejezheto:

E-_EKs (2.95)
K +S, +5,

Ezt a fluxust leird egyenletbe helyettesitve a kdvetkezd Osszefiiggést kapjuk a transzportra:

K.E,

_ _ _ (Se_si)
_m(se S, )= Jpp e ) (2.96)

™K +S, +S

Vegyik észre, hogy ez tulajdonképpen két Michaelis—Menten-tipusu 6sszefliggés kuilonbsége,
amelyben ksEt= Jnax @ legnagyobb lehetséges fluxust jelenti, azaz ha minden Karrier szubsztratkotott.
Ez a transzportfajta is telitési jelenséget mutat tehat, és a zarojeles kifejezés eldjele adja meg, hogy az
anyagaram a sejtbe vagy a sejtbdl torténik-e.

Ha a konnyitett diffuziét katalizalé transzportfehérjék egy molekulat visznek at a membranon a
fenti kinetika szerint, akkor uniporter fehérjér6l beszéliink. Vannak azonban olyanok is, amelyek
egyidejiileg egy masik anyagot is szallitanak, ezek a kapcsolt transzporterek, amelyet szinport esetén a
transzportalt és a kotranszportalt molekuldkat egyiranyba, antiport esetén pedig ellenkezd iranyba
szallitjak.

Ezek a kategoridk mind a konnyitett, mind az aktiv transzport esetén Iéteznek, mig a kdnnyitett
transzport egy masik tipusat jelentik a csatornafehérjék, amelyek csak passziv transzportot
eredményeznek. Ezek miikodnek bizonyos ionoknak a membranokon keresztiil torténd atvitelében. Ha
egy ion a kiils6 térbdl bekertiil a csatornafehérjébe, a csatorna ,,nyilasa” bezar, és nem engedi meg
ujabb ion bekeriilését a kialakuld elektrosztatikus taszitds miatt. Csak ha a bels6é oldalon az ion
elhagyja a csatornat, akkor képes az egy Ujabb ion befogadasara. Ez igy teljesen hasonl6 az egyéb
karrier miikddéshez, azaz ez is telitési jelenséget mutat, és kinetikaja megegyezik a fentivel.

2.10.3. Aktiv transzport

A primer aktiv transzport fontos példaja az oxidativ forszforilezés soran torténé protonatvitel.
Prokariétakban a protonok az extracellularis térbe pumpélédnak ki a citoplazmamembranon
keresztill, mig eukaridtak esetében — mivel az oxidativ foszforilezés reakcidi a mitokondriumban
lokalizalodnak — a protonok a belsé membranon at a kiilsé és bels6 membran kozotti intramito-
kondrialis térbe transzportalédnak. Mindkét esetben a NADH oxidacidja soran felszabaduld
szabadenergia adja a hajtder6t. A protonoknak a membranon torténd kilépése a belsd térbdl egy
elektrokémiai potencialkiilonbséget hoz 1étre a belso és a kiils6 tér kozott, ami avval jar, hogy ha a
protonokat visszaszallitjuk a belsd térbe, akkor energia nyerhetd. A protonok befelé iranyulo atvitelét
egy ATPaz medialja, amely egyébként az ADP—ATP atalakulast is katalizalja (2.92 abra). A
protontranszport reverzibilis, azaz az ATPaz kifelé is képes a protonok szallitdsara ATP felhasz-
nalasaval, ami tehat szintén egy primer aktiv transzport folyamat. Az ATP-az valdjaban egy FoF;
tipust proton ATP-az v ATP szintdz, és elhelyezkedése a membranben specialis: F; része a cito-
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plazméaba nyulik, mig F, része a membranhoz rogzil. (lasd biokémia és fiziologia tanulméanyokat,
kemoozmotikus elmélet). Az egész egy galvanelemhez hasonlithatdé a 2.93 abra szerint. Ezen
elektronatmenet AG-je a hajtdereje a protonpumpanak, illetve az egyiittjaro ATP- képz6désnek.

H+
CM ATPaz
/’\ H+
NADH + H* + O, NAD + H,0 ADP + P, ATP

2.92. &bra: Proton aktiv transzport és légzési lanc (kemiozmotikus elmélet)

—
E.=-0,32V NADH = NAD*+H"+2¢
E,=0
AE= 0,82-{-0,32)=1,14V
AG =nFAE =-2.96,5.1,14 = -220kJ/mol
1/20,+2H"+2e = H,0
I (. 8

2.93. dbra: A légzési lanc ,,galvaneleme”

A maésodlagos aktiv transzport egy masik anyagnak a koncentracidogradiens iranyaba torténd
transzportjat hasznalja fel hajtoer6ként. Ha a két anyag azonos iranyba halad, akkor szimportrol, ha
ellenkezd iranyba, akkor antiportrol beszéliink, mig ha ionok transzportjanak elektrokémiai potencial
a hajtdereje, akkor uniport a folyamat neve. Gyakran a szekunder aktiv transzport egyitt jar a CM-on
keresztil kialakul6 pH-gradiens kialakulasaval, és hogy a sejten beltli pH (az adott kompartmentben!)
allandé maradhasson, a fent emlitett ATP-4z altal medialt protonpumpanak kell mitkkodnie. Minthogy
igy véglil is energia hasznalodik fel, a teljes egyiittes transzport aktiv transzportnak mindsiil.

H* S H+ S

H* H* H*

S

szimport antiport uniport

2.94. abra: A szekunder aktiv transzport fajtai
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A szekunder aktiv transzportra példa a mikroorganizmusok cukorfelvétele az an. permeéz
emzimekkel, amikor is a cukor protonszimporttal jut a sejtek belsejébe. llyen, igen jol ismert
transzportrendszer a lakt6z diszaharidnak E. coli-ba tortén6 transzportja a laktdz permeézzal, ahol 1:1
atvitt lakt6z:bepumpélt proton arényt talaltak. Méas cukrok, ill. mikrobak esetén a sztéchimetria nem
ilyen szigoru.

Az aktiv transzport harmadik fajtaja a csoport-transzlokacid, amelynek jellegzetessége az, hogy
a folyamat az atvitt anyagnak a transzporttal egyitt jaré enzimes atalakulaséval torténik. Erre a
legismertebb példa a foszfotranszferaz rendszer, amelyet sok baktérium hasznal a kiilonb6zé cukrok
felvételére.

Ilyen rendszer megtalélhaté mind a Gram+ mind a Gram™ baktériumokban, elsésorban azokban,
amelyek az EMP utat hasznaljak hexdz katabolizmusuk szamara. A rendszert legalabb négyféle
citoplazmas, illetve membrankotott enzim épiti fel, amelyekbdl harom mind foszforilalt, mind nem
foszforilalt &llapotban létezhet.

A 2.95. dbran lathatd E1 (amely pl. E. coli-ban egy 9600 Dalton-moltomegii fehérje) és egy
héstabilis fehérje, a HPr (heat-stable protein) valamennyi cukor transzportja esetében azonos, tehat
nem szubsztratspecifikusak. A PEP nagy energiaju foszfatcsoportjat az E1 veszi at, azaz el6szor ez
foszforilezodik, majd e foszforilezett E1-P foszforilezi a HPr-t. A tovabbi részt vevd enzimek
szubsztratspecifikusak, azaz mindegyik transzportaland6 hexdz esetében mas és mas enzimek vesznek
részt a folyamatban.

A foszforilalt E3-P foszfatcsoportja foszforilezi a membrankotétt karrier protein, E2 altal a
citoplazmamembran bels oldalara ,,szallitott” cukrot, pl. a gliikdzt. Az ily moédon nyert G6P-ban tehat
a transzportba befektetett energia konzervalodik, igy ez az aktiv glikoztranszport energetikailag
kedvezdébb, mint a konnyitett transzportja a gliikkoznak (ui. ehhez nem kell koncentracidgradiens!). Ez
a foszfotranszferdz rendszer igen nagy szubsztratfelvételi sebességet tud biztositani a mas
cukorfelvételi rendszerekkel szemben. Ez magyarazza, hogy miért éppen a fermentativ baktériumok
dominans cukoratviteli rendszere ez: mivel csak az EMP soran nyernek (anaerob mdédon) energiét,
Iényegesen nagyobb cukorfluxusra van sziikségiik, mint aerob tarsaiknak. Megjegyezziik, hogy pl. a
gliikézra specifikus E3-nak regulacios szerepe is van a glikéznak a preferalasaban mas cukrok
felvételével szemben.

A szigoruan aerob baktériumoknal (pl. Azotobacter) nincs foszfotranszferaz rendszer, ugyanigy az
élesztéknél és a fonalas gombaknal sem ez a cukortranszport médja.

gliikéz

2.95. dbra: Specifikus glukdztranszport foszfotranszferaz rendszerrel
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3. BIOKONVERZIOK, BIOTRANSZFORMACIOK

A mikroorganizmusok (valamint a mesterségesen tenyésztett ndvenyi és allati sejtek, szdvetek)
bioszintetikus aktivitasukat technologiai célra két kiilonb6zé modon fejthetik ki, amint azt az 1.22.
abran dsszefoglaltuk. De novo szintézisek: megfelelé tapoldatban elszaporitva a mikroorganizmusok
anyagceseréjik soran az egyszerli tapanyagok felhasznalasaval a legvaltozatosabb intra- és
extracellularis anyagcseretermékeket képesek eléallitani. E kategoriaba sorolhatok az tgynevezett
fermentacios eljarasok: a legegyszeriibb primer anyagcseretermékek eldallitasatol a bonyolultabb
szekunder anyagcseretermékeken at a modern géntechnikai eljarasokkal eléallitott sejtekkel operald
fermentécids eljarasokig. Ezekben az esetekben a sejtek teljes biokémiai potencidljat hasznaljuk ki, a
sejtek mintegy a nodvekedés/szaporodas ,,melléktermékeként” allitjak elé a szamunkra hasznos
terméket. A masik esetben ezzel szemben a nem szaporodo sejtek vagy azok részei, alkalmasint csak
egy-egy sejtbol kipreparalt enzim mintegy katalizatorként alakitanak at egy jol definialt vegydletet egy
masikka. Ez a biotranszformacid vagy biokonverzio.

E fejezetben az utobbi tipusu, foként mikrooganizmusok vagy enzimeik altal katalizalt
atalakitasokkal foglalkozunk, zommel olyanokkal, amelyeknek van vagy lehet ipari jelentdségiik is. A
ket kategodria kozott van természetesen olyan is, amely mindkét definicié jellemzdit tartalmazza, de
egyiknek sem felel meg teljes mértékben (lasd pl. a szorbézfermentéciot, amely de novo fermentéacid,
ugyanakkor gyakorlatilag egy biokonverzi6 is).

Az utdbbi évtizedekben hallatlanul megnétt a biotranszformaciok jelentésége, mivel sok elénnyel
rendelkeznek a tisztdn szerves kémiai szintézisekkel szemben, illetve rajottek arra, hogy a
mikrobioldgiai, illetve enzimes transzforméciok egy Uj eszkoztarat jelentenek a szerves kemikusok
kezében. Egy 2000-ben késziilt felmérés szerint legalabb 130 ipari biotranszformacios eljaras ismert.**

A biotranszformacidk gyakorlatilag lefedik a legfontosabb reakciétipusokat (,,majdnem mindent
meg lehet csinalni” mikrobéakkal vagy enzimeikkel), err6l 6sszefoglald képet nyujt a 3.1. tablazat.

3.1. tablazat: Mikrobadkkal és enzimeikkel végezheto kémiai atalakitasok

REAKCIOTIPUS ENZIMCSOPORT REAKCIOK

Oxidé&ciok és redukciok EC 1. hidroxiléalas, dehidroxilezés, epoxidalés, C-C
kotés hidrogénezése és dehidrogénezése,
alkoholok, aldehidek oxidacioja, alkil-,
karboxialkil-, ketoalkil- lancok oxidativ
lebontasa, subsztituensek oxidativ eltavolitasa,
oxidativ dezaminalas,
oxidativ gylirifelnyitas, szerves savak, aldehidek,
ketonok redukcioja, heterofunkcids csoportok
redukalésa, szubsztituensek reduktiv eliminalasa

Hidrolizis EC 3. észterek, aminok, amidok, laktonok,
éterek, laktdmok hidrolizise

Izomerizacio EC5. kettds kotés és oxigéntartalmua csoport
athelyezés, racemizalés, intramolekuléris
atrendezddés

Kondenzacié EC 2. dehidratéalés, O- és N-acilezeés, glikozilezés,

EC 4. észterezeés, laktonizacidé, aminalas
Uj kotés létrehozasa EC 6. C-C-, C-0O-, C—P-, C—N-kotések kialakitasa

1A, J. J. Straathof et al.:The production of fine chemicals by biotransformations, Current Oppinion in
Biotechnology, 2002, 13 548.
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A biotranszformaciok az enzimes reakciok altalanos tulajdonsagaival jellemezhetok:

Szubsztrat- és reakcidspecifitas: a katalitikus aktivitds rendszerint csak egy meghatarozott
szubsztratra és reakcidtipusra korlatozodik, ami azt jelenti, hogy mellékreakcidk altalaban nincsenek
(legalabbis ha egy enzim van csak jelen).

Régidspecifitds: a szubsztratmolekuldnak rendszerint egy meghatarozott helyén térténik az
enzimes timadas (lasd kés6bb pl. a Bertrand-szabalyt).

Sztereospecifitds: Az enzim aktiv centruma aszimmetrikus kornyezetet biztosit a szubsztrat-
kapcsolddashoz, ami lehet6vé teszi szamara az enantiomerek felismerését, azaz egy adott enzim csak
az adott enantiomer atalakitasat végzi el (pl. aszimmetrikus hidrolizis), vagy 0j kirdlis centrum
létrehozésa esetén csak az egyik enantiomer fog keletkezni (aszimmetrikus szintézis).

A kirotechnologia a szerves kémikusoknak optikailag aktiv tiszta enantiomerek el6allitasara
felhasznalhato eszkoztaranak egyike, mintegy kiegészitGje a természetbdl torténd tiszta enantiomer
izoldlasanak (pl. a de novo aminosav fermentacionak). Ma a gyogyszeriparban alkalmazott
biotranszformaciok esetén a termék végsd jellemz6 enantiomerfeleslege rendszerint eléri a (eer vagy
ees) 99-99,9 értéket.

A biokonverzidkat, biotranszformacidkat enyhe reakciokorilmények jellemzik. Az aktivalasi
energiat az enzim nagymértékben csokkenti (ez az enzimhatas alapja), igy a reakcié viszonylag
alacsony homérsékleten (az esetek tOobbségében 40 °C alatt) is nagy sebességgel megy végbe.
Ugyanakkor az optimalis pH is a semleges, enyhén savas vagy enyhén ligos tartomanyba esik.
Kovetkezésképpen még labilis, konnyen bomld molekulak reakcioi is levezethetoek.

A biotranszforméciok tobb mint felét protedzokkal, észterdzokkal és lipazokkal hajtjdk végre,
aminek egyrészt az az oka, hogy ezek a legkdnnyebben hozzaférhetd olcso, iparilag eldallitott
enzimek, masrészt nincs kofaktorigényiik. Utobbi igen nagy eldény, hiszen a oxidacios/redukcios
biotranszforméacidk esetén rendszerint NADH ill. NADPH mint kofaktorok szerepelnek, az uj kétések
létrehozasa pedig ATP-felhasznalassal jar egyltt és ezeknek a regeneraldsarol is gondoskodni kell.
Noha ez — mint latni fogjuk — megvaldsithatd, mégis ez az oka annak, hogy az oxidacios redukcios
atalakitasok zOmét ma még teljes sejtes (fermentacids, illetve nyugvé sejtes) korilmények kdzott
végzik. Ugyanigy az oxigén- illetve hidroxilcsoport bevitele hasonld okokbol féképp teljes sejtes
rendszerekben megy végbe.

A biotranszformaciok végrehajtasakor az atalakitast végzé enzim lehet a sejt része vagy kinyert
tisztitott enzim is. Eszerint a kovetkezd, technikai kivitel és bonyolultsag, valamint nem utolso- sorban
koltségek tekintetében eltérd rendszereket hasznaljak:

Biotranszformacio névekedd sejtekkel: Ez tulajdonképpen specialis fermentacios technika, ahol az
atalakitandd szubsztrdt igen nagy része konvertalddik termékké, mikdzben a mikrobatdmeg is
ndvekedik. llyenek az ecetgyartés, szorbdzfermentécid, glikonsav-fermentacio stb.

Konverzié nyugvo sejtekkel: Ekkor ndvekedés nincs, a kdzeg vagy hianyos tapoldat (példaul nem
tartalmaz nitrogénforrést) vagy csak egy puffer. 1ly modon példaul a szorbit—szorbéz atalakitas is
elvégezhetd. Specialis esetnek tekintheté az, amikor gomba-konidiospdrakkal végeznek
transzformécidkat (szteroidok, zsirsavak, trigliceridek atalakitasa): néha éppen a konidiumok csirazasa
kozben aktivalodnak, szintetizalodnak azok az enzimek, amelyek a kivant atalakitast katalizaljak.
(2000-ben az ipari biotranszformacioknak mintegy 20%-at hajtottak végre novekvo sejtekkel, illetve
nyugvo sejtekkel)

Biokonverzidk rogzitett sejtekkel: Példaként az almasav el6allitasat emlitjik fumarsavbol
karragénban rogzitett Brevibacteriummal, vagy a kortizonnak alginatban rogzitett Arthrobacter
simplex sejtekkel val6 atalakitasat prednizolonnd. Ez a modszer is miikodhet szaporod6 és nyugvo
sejtekkel is. (12%)

Biotranszformaciok tisztitott enzimekkel vizes rendszerben, akar oldott, akar rdgzitett enzimekkel.
Ez a klasszikus enzimes technoldgiak esete. (Oldott enzimekkel 20%, mig régzitettekkel szintén 20%-
a az eljarasoknak)
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Biotranszforméciok fazisrendszerekben enzimekkel Egymassal nem elegyedd tobbfazist vizes
rendszerekben torténik ilyenkor a biokonverzid, s a fazisrendszer a szubsztrat ,,adagolasat”, illetve a
termék elvalasztasat teszi lehetové integralt rendszerben.

Biotranszformaciok szerves fazisban A szerves fazisu biokonverziét ma mar elOszeretettel
alkalmazzak, mivel sokszor a szerves fazisban kedvezd iranyba valtozik a reakcid egyenstlyi
allandoja. Errdl a legutobbi idokig azt tartottak, hogy valdjaban a szerves fazisban is nagy szerepe van
az akarcsak még oly csekély mértékben jelen 1év6 viznek (hiszen klasszikus enzimvilagképlink azt
tanitja, hogy az enzimek vizes fazisban mikddnek), mara viszont bebizonyosodott, hogy teljesen
vizmentes kozegben is mitkddhetnek enzimek. Ekkor nagy valosziniiséggel jelentdsen megvaltoznak
az enzim Kkatalitikus tulajdonsagai: régio- és sztereospecifitisa és az ezekbdl kovetkezd
szelektivitasok.

3.1. Oxidéacios/Redukciés biotranszforméciok

Bioldgiai oxidaciokban az O, mint végsé elektronakceptor mitkodhet vagy kozvetleniil belép a szerves
molekuldba. Az oxigénnel reagalni képes enzimek harom csoportjanak van ipari jelent6sége:

EC 1.1.3. Oxidazok vagy elektrontranszferazok (példaul gliikéz-oxidaz), a katalizalt reakcio a
kovetkezo:

0, + 26" == 0, = H,0,
EC 1.13. Dioxigenazok vagy oxigéntranszferazok (példaul triptofan-pirrolaz):
A+0p=— A0y

A dioxigenazoknak elsdsorban az oxidacios gytriifelnyitdsi reakcioknal van jelentdségiik (pl. a
triptofan—N-formil-kinurenin triptofan-pirrolaz altal katalizalt reakcional, amely a Trp-lebontés és
egyszersmind a NAD-szintézis els6 1épése).

O'I Ho —C‘H——COOH

NH2

L-Triptofan
K . . .
Triptofan pirrolaz (dioxigenaz)

C—CHp—— CH—COOH

0 NH2
N—CHO

H
N-formil-kinurenin

3.1. &bra: Triptofan pirrolaz reakcidja
EC 1.13. Monooxigenazok vagy hidroxilazok (példaul szteroid hidroxilazok):
AH +DH, + 0, =— AOH+D +H,0

Ennel az oxidacional egy koreduktans (DHj) anyagra is szikseg van, ami altalaban a redukalt

NADP-koenzim szokott lenni.

EC 1.1.1. Dehidrogendzok Ezek az enzimek nem reagélnak kozvetlenil az oxigénnel, az
oxidaciot (redukciot) a NAD, illetve NADH (vagy FAD, FADH)-koszubsztratok redukcidja, illetve
oxidacitja kiséri. Valdjaban H-elvonasrol van szo, amely hidrogén elektronja az aerobok terminalis
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oxidacidja soran regeneralodik ¢l6 sejtek esetében, enzimes folyamatoknal pedig kiilon kapcsolt
reakcioval kell gondoskodni a koenzim regeneralasaral.

3.1.1. Primer alkoholok oxid&cidja

A nagyszamu atalakitasi lehetéség koziil itt csak az etanol konverzidjat emlitjik meg ecetsavva.
Bizonyos baktériumok, az un. ecetsav-baktériumok (Acetobacterek) az etanolt ecetsavvd képesek
oxidalni:
Acetobacter aceti
CH5-CH,0OH CH3-COOH + H,0
0.

Az Acetobacter-félék két csoportba sorolhatok: az elsé csoportba tartozo baktériumtorzsek (pl. az
Acetobacter peroxydans) a képz6dott ecetsavat tuloxidaljak CO,-da és vizzé. A masik csoport tagjai
erre a tuloxidaciora nem képesek, illetve ez a folyamat elhanyagolhatéan lassu, igy ezen
baktériumokkal az etanolt j6 konverzids hatasfokkal lehet ecetsavva oxidalni. Ez a reakci6 az alapja az
ipari, (mikro)bioldgiai ecetsavgyartasanak.

Az ecetsav eléallitasanak torténete az Okorba nyulik vissza. A levegén hagyott bor feliletén hartya
képzddik és megecetesedik. Ezt a ,bioecetet” kelléen higitva vizzel az oOkorban iiditditalként
hasznaltdk. A 14. szazadi Un. orléans-i eljarasban fakadakat alkalmaztak (s6t ma is alkalmaznak),
amelyeket borral toltottek meg. Ennek fellletén alakult ki a biotranszformaciot végzé baktérium-
hartya. Az eljaras természetesen igen lassu, de igen izletes ecetet szolgaltat. A 19. szdzad elején
alakult ki az 0n. generator (vagy német, vagy gyors) eljaras, amelynél a biokonverzidt végzo
baktériumok egy oszlopban porézus hordozéhoz tapadnak (bukkfaforgacshoz), és ezen csurgatjak
keresztiil az alkoholt (felhigitott allapotban), illetve alulrdl atfuvatassal levegdztetik. Napjainkban még
mindig sokfelé hasznaljak ezt a mddszert ecetgyartasra, ugyanakkor folyamatosan szorul Ki és terjed el
helyette a szubmerz eljaras. Mindezekkel a modszerekkel az Un. bioecet készll, amely azonban ma
csak korulbelll a teljes ecetgyartéasi kapacitas 10%-at teszi ki, bar vannak orszagok, ahol élelmiszer
célra kizardlag bioecet hasznalhato.

A mikroorganizmustdrzsek az optimalis oxidaciohoz nagymennyiségii oxigént igényelnek. Ha ez
nincs jelen a kozegben megfeleld6 mennyiségben, akkor a sejtek a nagy etanol- és ecetsav-
koncentracio miatt elpusztulnak. Példaul 5% osszkoncentracio mellett a levegéztetés megsziinése utan
két perccel a baktériumok 34%-a elpusztul; ha az ésszkoncentracié 12%, akkor ugyanez az elhalasi
arany 10-20 masodperc alatt bekovetkezik. Ezért nem dolgoznak az ecetsaviizemek nagy szubsztrat-
koncentracidval, ezt az Ggynevezett rataplaldsos szakaszos (fed batch) tenyésztési modszerrel érik el,
és ezért Ugyelnek az ilyen Uzemben a folyamatos oxigénellatasra fokozott mértékben! A modern
szubmerz eljarasokkal ilyen technika alkalmazéasaval akar 19-20% ecetsav végtiter is elérhetd,
mikdzben az alkoholkoncentracié sohasem megy 2-3% folé, és az eljaras produktivitdsa meghalad-
hatja a 10-11 kg/m°h értéket is.

Ecetsav

Vinil- Klor- Acet- Acetat- Acetat-
acetat ecetsav anhidrid észterek sok
| | Textilek
|Gy(’)gyszerek ‘ |lagyitﬁk | Gydégyszer
ételecet
| Celluloz-acetat ‘
oldoszerek
R T Hékdzléfolyadék
"‘l“;x.tlll-]flkesmtei Transzparens lapok Hustartositas
L":l n;ujl,l])(’afo Fotofilmek Fungicidek
atex e,s - lakkok Jegmentesitok
ragasztok

3.2. bra: Az ecetsav mint a fehér biotechnol6gia platform vegytlete
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Ma az ecetsavrol mint a fehér biotechnoldgia egyik lehetséges C2-alapanyagérél, mint platfor-
malkotd vegylletrél beszélnek, mivel egy sor kémiai anyag allithato el6 belble a 3.2. abra tantisaga
szerint.

3.1.2. Szekunder alkoholok oxidéacitja

Gluconobacter suboxydans (régebbi neve Acetobacter suboxydans) a glicerint joO konverzids
hatasfokkal (95-96%) dihidroxi-acetonna (DHA) oxidalja szubmerz kortlmények kozott. A DHA-t a
kozmetikai ipar alkalmazza bérbarnitd szerként. Oxigénben dusitott levegd befuvatasaval a
fermentacios id6t 33 orara sikerilt roviditeni Gluconobacter melanogenus toérzs és 10%-0s
glicerinoldat esetén.

CHz — OH Acetobacter v. CH: — OH

Gluconobacter |

CH—OH ——» CH=O0

CHz — OH CHz — CH

Glicerin dihidrexi-aceton (DHA)

3.3. abra: Glicerin oxidacidja

Ugyancsak Gluconobacter suboxydans torzzsel lehet szorbitb6l szorb6zt termelni. Bertrand mar
1904-ben megallapitotta a Gluconobacter-félék specifikussagat a polialkoholok oxidacidjanal.
Eszerint ezek a baktériumok csak olyan szekunder hidroxilcsoportot képesek oxidalni, amelynek
szomszédsdgdaban 2 cisz helyzetii alkoholos OH taléalhat6. Ez volt az els6 vilagos megfogalmazasa a
biokémiai oxidacidk szigori specifikussaganak, ezen belll is azok régidspecifikussaganak.

A szorbit-szorboz atalakitasnak elsésorban a C-vitamin eléallitasa szempontjabol van jelentsége.

CH,OH CH,0H
H—T—01 H—F+—0H
Gluconobacter suboxydans
HO=——t—H > HO=———H
H——a—o0Hn He——0pn
H—}—OH —
CH,OH CH,0H
D-Szorbit(=D-Glucit) L-szorboz

3.4. dbra: Szorbit oxidacidja

Reichstein 1934-ben hozta nyilvanossagra a szintetikus aszkorbinsav, a C-vitamin el6allitasi
madjat, amelyben az L-szorbdz az egyik kozbensd termék. A Reichstein-szintézis soran, amelynek
sémajat a 3.4.és 3.5. abra mutatja, a kiindulasi anyag a D-glikéz, amelyet katalitikus hidrogénezéssel
redukalnak szorbitta. VVal6jaban a modern eljarasokban a valédi alapanyag egy enzimes (c.-amilaz és
glikoamilaz) hidrolizissel elbontott keményit6szorp, amelynek mintegy 98%-a glikdz (lasd a 3.7.
alfejezetben a keményité hidrolizisét). A kovetkezé 1épés a D-szorbit régiospecifikus, tehat a
Bertrand-szabalynak megfeleld dehidrogénezése, oxidacidja L-szorb6zzd. Ezt az Aatalakitast
Acetobacter xylinum, Acetobacter (vagy Gluconobacter) suboxydans térzsek képesek elvégezni.

A fermentaciéhoz olyan torzseket alkalmaznak, amelyeket hozzaszoktattak a kozeg Ni-
tartalmahoz, mivel a gliikdz-szorbit redukciét Raney-nikkel Kkatalizatorral végzik, és a mikrobak
tobbsége érzékeny eme nehézfém jelenlétére.
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A szorbozfermentécidt az Ggynevezett rataplalasos technoldgiaval (fed batch) végzik, 10-20%
szorbitot és 0,1-0,5% nitrogénforrast (élesztokivonatot és/vagy kukoricalekvart) tartalmazo tapoldatot
oltanak be a megfelel6 Acetobacter torzs 5-10%-nyi oltéanyagaval, majd 24 6ras intenziv aerob
szubmerz tenyésztés soran a szorbitkoncentrécidt rataplalassal ugy valtoztatjak, hogy a fermentacio
vegére 0Osszesen mintegy 33-35% szorbit kertljon a reaktorba. Olyan eljaras is ismert, ahol a
szorbitvégtiter akar 50% -ra is felmehet. A 30-35 °C-on végzett fermentacio hatasfoka igen j6, 95%
felett is lehet (nagyon kis mennyiségben D-frukt6z és 5-keto-D-fruktdz is megjelenik a fermentlében).

E magas konverziot az teszi lehet6vé (mint minden ilyen tipust mikrobidlis oxidacional!), hogy a
mikrobak az energiat ebbdl az oxidaciobdl fedezik. Egy-egy molekula oxidaciéjakor két H-atom keril
koenzimekre, majd a légzési lanchan regeneralodik ATP-termelés kdzben. Ez az ATP-nyereség a
mikroba szempontjabol az egész folyamat ,értelme”. Uj sejtanyag elééllitasdhoz szinte nem is
hasznélja a mikroorganizmus a biokonvertalando szubsztratot, erre a célra az adagolt élesztékivonat
vagy kukoricalekvar szolgal (Iasd a 4.2.1. alfejezetet is).

Iparilag is gazdasagos folytonos szorb6zfermentacios technoldgiékat is kidolgoztak, valamint az
Acetobacterek nem szaporodd (tehat példaul N-mentes tapkozegben tartott) sejtjei (ez az un.
»nyugvosejtes” fermentacio), illetve hordozéhoz rdgzitett szaporodd vagy nem szaporodod sejtjei is
alkalmasak a szorbit oxidaciojara.

A C-vitamin-gyartas tovabbi 1épései az 3.5. abran kévethetok.

CH0H THQOH
i i Acetobacter suboxydans,
OH—C —H i OH c H i "
kgtahtlk‘us _ Acetobacter xyinum
0 C—n hidrogenezés (N1} OH—C —H (zzorbit-dehidro genaz) CHOH
| | > |
H—C —OH 170 O¢ H~—C —OH C|=0
| 200 bar |
o —. OH—C —H OH_C|_H
H, | NAD NADH 5
CHO CHo0H H=—L~—0H
D-gliikoz D-szorbit OH—T —H
CHz20H
O\\ ’
C| TOOH
ﬁ_OH Ei-——o
¢ —py O kemiai atalakitas a C—H
| - < |
He L H—C —0OH
| Enolizicis, laktonképzddés
OH—C—H OH—C —H
H,O
CH20H CHoOH
L- aszkorbinsav 2-keto-L-gulonsav

3.5. dbra: A C-vitamin Reichstein-féle szintézise

Az L-szorbozt Gluconobacter melanogenus szaporodd vagy akar nyugvo sejtjei is képesek L-
szorbozonna oxidalni, utébbit viszont a Pseudomonas putida 80%-os konverzioval oxidalja tovabb 2-
keto-L-gulonsavva. Ezen intermedierig tehat egyeb alternativ, pl. a 3.6. &bran lathat6 reakciouton is
eljuthatunk. Ugyanakkor mas, foképpen mikrobioldgiai atalakitasokat felhasznalo uton is eljuthatunk a
2-keto-L-gulonsavig, pl az 3.7. &bran lathatd modon. Ekkor a kiindulasi anyag szintén D-glikdz, de
mar az els6 1épést is fermentacioval végzik el: ugyanaz az Acetobacter suboxydans gliikonsavva képes
oxidalni a D-glikozt, majd a glikonsavat 5-keto-gliikonsavva tovabb oxidalja (a kovetkezd
alfejezetben err6l részletesebben szolunk). Ez a fermentacio 25 °C-on 90%-0s konverzidval hajthatd
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végre ugy, hogy a keletkez6 savat folyamatosan lekotik a tapoldatba adagolt kalcium-karbonéttal. A
képz6dott Ca-5-keto-gliikonatot katalitikusan hidrogénezik. Ekkor a Ca-D-gliikonéat és a Ca-L-gulonéat
1:1 aranyl elegye (lam, a nemenzimes atalakitasok nem sztereoszelektivek!) keletkezik, amely
keverékbdl csak az utobbit lehet Xanthomonas translucens-szel 2-keto-L-gulonsavva oxidalni.

Innen a tovabbi eljaras azonos, a 2-keto-L-gulonsavat tobblépeéses kémiai atalakitassal,
Ugynevezett enolizacidval alakitjak at aszkorbinsavva.

Ma a vildg C-vitamin gyartadsanak, amely mintegy 100-120 ezer tonna/év, tobb mint 80%-a
Kinaban valésul meg a klasszikus (itt els6 helyen megemlitett) modszer egy valtozataval. A kinai
gyértéson k|’vUIi ismert nagy gyartok még a BASF/TAKEDA a DSM és a Merck.

(vagy galaktozbol) egy fermentacios Iépésben de novo allitsak el6 a C- V|tam|nt. Erre genetlkallag
madositott S. cerevisiae torzsek bizonyultak alkalmasnak.

Megjegyezzik, hogy az aszkorbinsav de novo fermentacioval novényi sejtekkel is eléallithato,
legaldbbis laboratériumi szinten eldallitottak, Rosa rugosa novényi sejtekkel 1-2%-os glukoz-,
fruktoz- vagy galaktoztartalmi tpoldatokon.

CH,OH CH,OH CH,OH
H o H——O0H H—1—oH"
Gluconobacter Pseudomonas
HO =—t— 11 melanogenus HO=—1——H puticde HO it
—_—_— —_—
H——on H—1—H H—r—oa
=0 = — &
CH,0H CHO COOH
L-szorbodz L-szorboszon 2-keto-L-gulonsav

3.6. abra: Alternativ 2-keto-L-gulonsav eldallitds A

CO0Cal2
2 COOH

Xemthomonas |
H—C—0H transiucens C—o0

| T»
OH—C—H 0|-|—<|:—H
H | |

2

\—- H—C—CH H)

CHO COOH COOCal2 | = el
H—(|3—OH H—C—CH H—(|3—OH &?_H OH_T_H
Acetobacter | Acetobacter CHoOH CHoOH

OH—C—H .subondamq'lgcfH suboxyders HO—C—H

| H, CaL-gulonit 2-keto-L-gulonsav
H—C—CH H—C—OH H—C—
| | H - %
H—C—OH H—C—OH : 4,
| | COOCal2
CHoCH CHCH CH,OH
H—C—0H
glikoz D-glukonsav Ca-5-keto-D-glikonat
G—I—{|3—H
H—C—OH
H—C-— ﬁ
CHoCH
Ca-D-glitkonat

3.7. dbra: Alternativ 2-keto-L-gulonsav eldallitis B
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3.1.3. Redukal6 cukrok oxidacidja

Az aldozok koziil a gliikkdz oxidacidjanak van ipari jelentdsége. Noha gliik6zbol glitkonsavat kémiai
maddszerekkel is lehet nyerni (hipokloritos vagy elektrokémiai oxidécioval), mégis az ipari
gyakorlatban a mikrobiolégiai moddszert alkalmazzdk. A glikézt szamos mikroorganizmus
(Aspergillus niger, Gluconobacter suboxydans, Pseudomonas ovalis sth.) képes glikonsavva oxidalni.
Az Aspergillusok a glikéz—glikonsav atalakitast a glukoz-oxidaz enzimjukkel végzik, amely enzim
tulajdonképpen nem igazi oxidaz, hanem egy flavoporotein-dehidrogenaz. A reakcional a levegd
oxigénje a hidrogénakceptor, pontosabban az elekronakceptor. A reakcional képz6do toxikus hatasu
hidrogén-peroxidot a sejt kataldza azonnal vizzé bontja le.

Az ipari fermentéciot szubmerz koriilmények kozott végzik, rendszerint Aspergillus niger torzzsel.
Az oxidacio soran képzddé glitkonsavat semlegesiteni kell, pl. CaCOz-adagolassal, mert kilonben a
pH-véltozas leéllitja a folyamatot.

Bizonyos gyarak félfolytonos fermentécios eljarassal (lasd 4.4.6.2. Feélfolytonos fermentécio c.
alfejezetet) dolgoznak, azaz a szakaszos fermentacios ciklus befejezése utan a tenyészet 1/4-1/5-ét a
fermentorban hagyjak, és friss tapoldattal toltik fel, igy kezdenek egy Ujabb tenyesztési ciklust. (A
folyamat 3-4-szer ismételhetd.) Mas lizemekben a penészmicéliumot kisziirik, és ezt hasznaljak fel
Ujra és Ujra a glukoz—glikonsav transzformaciohoz. (Ebben az esetben valodi transzforméciordl, és
nem novekedéssel kapcsolatos fermentacidrdl van szd.)

Ha a glikdz oxidaciéjat Gluconobacter suboxydans baktériummal végzik, akkor az atalakitast
NAD-fliggé dehidrogenaz enzimek végzik, és a képzddott glikonsav — a Bertrand-szabalynak
megfeleléen — tovabb oxidalodik 5-keto-glikonsavva. A konszekutiv reakcio méasodik lépését a
reakcio korulményeinek szabalyozasaval vissza lehet szoritani (semleges pH, 37 °C), ill. el lehet
segiteni (savanyu pH, 25-30 °C, CaCOs-adagolas az 5-keto-Ca-glikonat ugyanis csaknem oldhatatlan,
igy az egyensuly erdsen jobbra tolodik).

Az osztrak Vogelbush cég Acetobacter methanolicus baktériumot hasznal a gliikonsav-fer-
mentaciohoz egy meglehetdsen kiilonds technologia mentén. Eldszor metanol C/en forrdson folytonos
kemosztat fermentacioval (lasd a 4.5. fejezetet) elszaporitjdk a mikroorganizmust, majd az
Osszegylijtott sejttomeggel egy kiilon bioreaktorban nagy gliikozkoncentraciot fenntartva bio-
konverzidt végeznek a glikoz-gliikonsav atalakitasra. A nagy glikdzkoncentracio és a nagy sejttdmeg
(mint katalizator) igen intenziv levegdztetést igényel, amit az in. Vb-I1Z reaktorral képesek biztositani
(lasd a 4.6. fejezetet és a 4.123. dbrat).

Ma mar nagyipari gliikonsav technoldgiat is lzemeltetnek tisztitott enzimes biokonverzioval
(ARGONNE, USA), amelynek soran rogzitett glikdz-oxidaz enzimet hasznalnak. A keletkezett savat
nem semlegesitik klasszikus modszerekkel, hanem un. ,elektrodeionizalasi” miivelettel, amelyet az
enzimes reaktorba integralnak, és amellyel folyamatosan eltavolitjak a rendszerb6l a terméket.

A glukoz-oxidaz enzimet (EC 1.1.3.4.) nagy szubsztratfajlagossdga alkalmassa teszi a glikoz
enzimes meghatarozasara. Glikdz-oxidaz enzimelektrodokat is forgalomba hoztak (lasd 2.8. alfejezet,
2.74. &bra). Az enzimet nemcsak analitikai célra hasznaljak, hanem a bioldgiai anyagokban 1év6
glukoz, ill. lezart palackok oxigéntartalmanak eltavolitaséara is. Magét a glikonsavat a gydgyszeripar,
ill. a gyogyaszat kis toxicitdsa miatt szivesen €s altalanosan alkalmazza, elsdsorban Fe, Cu, Ca ¢és
egyéb elemnyomok szervezetbe vald bevitelénél. Nagyobb mennyiségii gliikonsavat, ill. gliikono-o-
laktont hasznal fel a tisztitoszeripar (iivegek és fémtargyak tisztitasara) és a milanyagipar. A gliikono-
o-laktont a husiparban paclevek pH-janak beallitasara is alkalmazzak, valamint siitGporok
acidulansaként, ugyanis lassan hidrolizal gliikonsavva, ezaltal lassi CO,-fejlédést, azaz jo
tésztakialakulast eredményez.

A kristalyos gliikkonsav el6allitasa nehéz, ezért a savat 50%-0S koncentratum formajaban hozzak
forgalomba. Oldatban a sav- és a laktonforma egyensulyban van. A &-lakton a keverékb6l konnyen
Kikristalyosithato.
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COOH
HOH A niger T
Ho glukoz oxidaz &_» O
HO
HO H + HO
! OH I FAD FADH, hldrolms —17°
H O OH
p-D-gliikoz i
/ gliikono-§-lakton HYOH
g by ol
Kataldz { glitkonsav
/ A. suboxydans
H.O+0, P
OH
Bertrand-szabaly! HY
OH
= =0
5-keto-gliikonsayv
CH,0H

3.8. dbra: Glikonsav-fermentéacié

Néha az enzimek szubsztratspecifikussaga furcsa kivételeket mutat. Példaul azt vették észre, hogy
a glukoz-oxidaz enzim képes bizonyos aromas vegyuletek redukcidjara is (ha glikdz is jelen van), pl.
a benzokinonnak hidrokinonna torténé redukcidjara. Itt azonban val6jaban arrdl van sz, hogy az
enzim tovabbra is a glukozt dehidrogénezi, viszont az elektronakceptor molekularis oxigént
hellyettesiti az aromas vegydlet.

Igen érdekesen viselkedik a galaktéz-oxidaz enzim (EC 1.1.3.9.), amelynek ,természetes”
reakcidja a D-Gal redukald cukor atalakitasa oxigeén jelenlétében D-galakto-hexodialddzza (lasd 3.9.
abra). Nem az oxocsoportot oxidalja tehat karboxill4, hanem a primer hidroxilcsoportot aldehiddé.
Raadasul egy sor nem cukorszerii alkoholt is képes oxidalni.

A galaktozoxidaz . természetes” reakcidja

D-galakto-hexodialdoz

A galaktozoxidaz , nemtermészetes™ reakeiol

TR
HO HO
Propén-1,3-diol

H HO
1,3-propandiol
Glicerm — (S)-gliceraldelnd

3.9. dbra: Galaktozoxidaz reakcioi

3.1.4. Egyéb enzimes és mikrobidlis oxidacids/redukcios atalakitasok

Ketonoknak NAD(P)H-fiigg6 dehidrogenazok altal torténé redukdlasa sordn egy sztereokémiai
szempontbdl jelentds tény, hogy csupan az egyik kiralis vegyiilet képz6dik, az esetek nagy tobbségé-
ben az Ggynevezett Prelog-szabalynak megfeleléen. Ez azt jelenti, hogy ha a 3.10. abra szerint tekint-

www.tankonyvtart.hu © Sevella Béla, BME



http://www.tankonyvtart.hu/

3. Biokonverziok, biotranszformaciok 131

jiik a ketont, az tigy fog alkoholos hidroxilcsoportta alakulni hidridion felvételével a koenzimrol, hogy a
nagy szubsztituens a jobb oldalan, a kis szubsztituens pedig a bal oldalan legyen a hidroxilcsoportnak.

_ PRELOG- %'
K ks o hatituens szabaly :
N nagy
O alkohol-
‘ dehidrogenaz ()
OH
(K
NAD(P)H _ NAD(P)
W
o
‘;0?) ANTIPRELOG-
szabaly R)

3.10. abra: Enantioszelektiv redukcié (Prelog-szabaly)

Sokéig szinte kizardlag olyan dehidrogenazokat taléltak (példaul a I6majbdl szarmazé alkohol-
dehidrogenaz és a Thermobacterium brockii alkohol-dehidrogenéza is ilyen), amelyek kovetik a
Prelog-szabalyt. Talaltak azonban olyan enzimeket is, amelyek az anti-Prelog-szabalyt kovetik, azaz
éppen a forditott orient4cidju tiszta, optikailag aktiv szekunder alkoholt allitjak eld. Vagyis ma mar a
szerves kémikus igénye szerint mod van a Prelog- vagy az anti-Prelog-szabaly szerint képz6d6
tetszbleges optikai izomér szekunder alkohol ketonbol torténd eldallitasara.

Az abran utalunk a sziikséges koenzim-regeneralasi lépésre is, err6l részletesebben a 3.9.
fejezetben szolunk.

Meg kell jegyezni, hogy pl. a 1émaj-alkohol-dehidrogendzt nemcsak ketonredukciéra, hanem
kiralis alkoholok enantiospecifikus oxidacidjara is felhasznaljak, mégpedig racém alkoholkeverék
Kinetikus reszolvalasara, amint a 3.11. abra mutatja. Ekkor a racém keverékbdl csak az (S) forma
oxidalodik és visszamarad a haszontermék (R)-alkohol.

OH

alkohol- O

dehidrogenaz

e @

NAD(P)* NAD(P)H

®/

3.11. abra: Enantiospecifikus oxidacio

A cukron, példaul gliikozon anaerob modon tenyésztett pékélesztét (Saccharomyces cerevisiae)
nagyon régen és széleskorlien alkalmazzak a szerves kémikusok enantioszelektiv redukciok
vegrehajtasara biokatalizatorként. Ennek az az oka, hogy kiléndsebb fermentécids szakértelem nélkdil
alkalmazhato, boltban préselt éleszté formajaban beszerezhetd, természetesen nem patogén €s szinte
azonnal felhasznalhat6. Rovid hig kénsavas ,aktivalds” utan glikoztartalmu pufferben levegéztetés
nélkiil (azaz anaerob koriilmények kozott) elvégezhetdk a redukciok nagy sztereoszelektivitassal.
Tovabbi elény a szerves kémiai atalakitasok soran, hogy mind vizes kézegben, mind szerves kdzegben
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felszuszpendalt ¢lesztésejtek alkalmasak a biokonverzidra. Példaként emlitjiik az etil-aceto-ecetsav
redukcigjat hexanban Saccharomyces cerevisiae montmorilloniton rdgzitett sejtjeivel etil-(S)-(+)-3-
hidroxibutanoatta ees>99% enantiomer felesleg mellett.

3.2.  Szteroid vegyuletek biotranszformacidja

A kovetkezOkben bemutatott atalakulasok zome is oxidacios/redukcios atalakulas, mégis Onallo
alfejezetet érdemelnek nagyon nagy gyogyaszati jelentdségiik miatt.

Sok szteroidvegyiiletet — kiilondsen hormonhatasuk kovetkeztében — gyogyszerként alkalmaznak.
A természetben talalhaté szteroidok atalakitdsa soran mikroorganizmusokkal, illetve azokbdl nyert
enzimekkel egy sor olyan transzformécidt lehet elvégezni, amelyek szerves szintetikus médszerekkel
egyaltalan nem vagy csak igen bonyolultan lennének elvégezhetdek.

koleszterin
Proactinomyces
Kramli-Horvath (1948) CK?EWFL
o et
koleszterin 7-OH-koleszterin
fﬁa o,
Murray—Petersen (1948) FO _— o @ =0
opus nigricans
Q@é i
oA AT
progeszteron 11o-hidroxi-progeszteron

3.12. dbra: Az elsé és az elsd iparilag jelentos szteroidatalakitas

3.2. tAblazat: Szteroidok mikrobidlis transzformécidinak reakciétipusai

Reakcidtipus Biotranszformacio

oxidacio szekunder alkohol oxidacioja ketonna

primer OH-csoport bevitele oldallancra

szekunder OH-csoport bevitele a szteroidvazra

tercier OH-csoport ravitele a szteroidmagra

A-gyliri 1,2 és 4,5 helyzetii dehidrogénezése

A-gyliri aroméssa tétele

metiléncsoport ketocsoportta oxidalasa a pregnan oldallanc eltavolitasa ketonna
oxidacioval C17 helyen

a pregnan oldallanc eltavolitas C17-nél, és D-gylir(i felnyitas tesztololakton-
képzéssel

szteroid oldallanc eltavolitasa és karboxilcsoportté alakitasa

pregnan oldallanc (C17) eltavolitasa és szekunder alkoholla alakitasa
epoxidképzés

dekarboxilezes
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redukcid ketonredukci6 szekunder alkoholla

aldehidredukcio primer alkoholla

az A-gytri 1,2 helyén kettds kotés hidrogénezéseaz A gytri 4,5 és a B-gytir(i 5,6
kettos kotéseinek hidrogénezése

szekunder alkohol eliminélasa

hidrolizis szteroidészterek elszappanositasa
acetilezés

észterezés

A 3.2. tablazat vazlatosan Osszefoglalja a legfontosabb szteroidatalakitési lehetdségeket a bio-
konverzios reakcio tipusa szempontjabdl, a 3.3. tablazatban pedig iparilag jelentos ilyen atalakitasokat
mutatunk be.

Az els6é mikrobiologiai szteroidoxidacidé 1948-ban két magyar kutat6, Kramli és Horvath nevéhez
fiiz6dik, 6k a Proactinomyces roseum fonalas baktérium segitségével koleszterint alakitottak at 7-
hidroxi-koleszterinné. Sajnos kevés figyelmet szenteltek ennek az eredménynek, és noha méasok is
értek el eredményeket mikrobas, illetve enzimes szteroidatalakitassal, az igazi attorést az elso iparilag
is jelentds transzformacio jelentette. Az Upjohn Co. kutatdi, Murray és Peterson Rhisopus arrhius-szal
progeszteront 90% feletti konverzidval alakitottak &t 11a-OH-progeszteronna.

Ennek az atalakitasnak forradalmasito hatasa volt, ugyanis a 11-es szénatomon torténd hidroxile-
zésnek az a jelentésége, hogy az Gsszes szteroidalap gyulladasgatlo, illetve gyulladascsokkentd sze-
rek ilyen helyzetii OH-csoportot tartalmaznak. Ezzel az egyszerii reakcidval sok bioldgiailag értékes
vegyulet, gyogyszer részleges illetve totalszintézisének komplikalt 1épéseit lehetett egyszerlsiteni.

Egy lehetséges hidrokortizon-eléallitast mutat a kovetkezé 3.13. abra reakcidja, amelyet a
Curvularia lunata kataliz&l. Ha az atalakitas alapanyagdul a REICHSTEIN-S vegydletet valasztjuk,
akkor a 11-es helyzetben hidroxilezett féterméken kiviil 14-es helyzetben hidroxilezett melléktermék
is keletkezik. Ha a kiindulasi anyag a REICHSTEIN-S 17-acetil szarmazéka, akkor csak a 11-es
helyen hidroxilezett termék keletkezik. A 17-acetoxicsoport ugyanis sztérikusan mddositja a 14-es
szénatom kozvetlen kornyezetét, az atalakitasért felelés enzim ,,nem fér oda”. Ez jo példa az enzimek
és egyben a mikrobiolégiai transzformaciok Ggynevezett régidspecifikussagara.

e
LV )
- s@ﬁ\“%
TIH:OH Q. H, O ICHIGH
=0 2 2 =i
L B e
) ( N
o NADPH+H' NADP' © 14

REICHSTEIN-S-acetat

ha@Ol) 14-OH ist!

3.13. abra: Régidspecifikus hidroxilezés

Tovabbi és mas tipusu oxidacios példaként alljon itt még a kettds kotés létrehozasat jelentd
dehidrogénezés is. Ennek elsé leirasa is KRAMLI és HORVATH nevéhez fiizédik. Nagy jelentdségii
a szteroidvaz 1,2 kett6skotésének 1étrehozasa, ugyanis igy a hidrokortizonbdl kedvezobb bioldgiai
hatasu prednizolon allithat6 elé (nagyobb gyulladascsokkentd hatas és kisebb soretencio jellemzi ezt a
vegylletet).
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KRAMLI—HORVATH

Dehidrogénezés: oxidacié

I 5
ce L:O
™ < oH -2H o oH
Arthrobacter sp. @‘
o™ 57
hidrokortizon prednizolon

3.14. abra: Dehidrogénezes, kettos kotés kialakitasa a szteranvaizon

A szteroidatalakitasokkal kapcsolatban vezették be az un. ,pszeudokristaly-fermentéaciot”. A
szubsztratok és a termékek vizes kdzegben mérhet6 oldhatosaga ugyanis igen csekély, joval kisebb,
mint a kiinduldsi anyag koncentracioja a tapoldatban, ami 0,05-0,1% kozétt van. A mikrobak
természetesen csak az oldott anyagokat képesek atalakitani, azaz, amint a szubsztrat atalakulasa
eldrehalad a szintén rosszul oldodé termékké, a szubsztrat fokozatosan megy oldatba és alakul at, és
ekdzben a termék pedig fokozatosan kivélik a fermentlébél. Igy latszélag egy kristalyos szubsztrat egy
kristalyos termékké alakul at.

A gyulladasgatlé anyagokon kivil a szteroidkészitményeknek egy sor egyéb gydgyszeripari
felhasznalasa is van: férfi és n6i nemi hormonok, fogamzasgatlok, anabolikumok, rakellenes szerek,
altatok stb. késziilnek beldliik. Ehhez tobb ezer tonna alapanyagra van sziikség, amelynek jo része
ndvényi (szitoszterin dioszgenin, szolaszodin stb.), kisebb része allati (koleszterin stb.) eredetii. Ma a
szteroidgyogyszerek alapvazanak 65%-at a szdjaolajgyartas soran keletkezd szitoszterinbdl allitjak
el6. Ebbdl a szitoszterinbdl az oldallanc mikrobialis lebontasaval készitik azokat az intermediereket,
amelyekbdl végiil is a hatdanyagok késziilnek (enzimes, kémiai és/vagy mikrobiologiai atalaki-
tasokkal).

3.3. tablazat: Néhany kereskedelmileg jelentos szteroidatalakitas

REAKCIO SZUBSZTRAT TERMEK MIKROORGANIZMUS

11a-hidroxilalas progeszteron 11a-hidroxi- Rhizopus nigricans
progeszteron

11B-hidroxilalas Reichstein-S hidrokortizon Curvularia lunata

16a-hidroxilalas 9a-fluoro-kortizol 9a-fluoro-16a-hidroxi- | Streptomyces
kortizol (triamcinolon) | roseochromogenus

1-dehidrogénezés hidrokortizon prednizolon Arthrobacter simplex

diéndiol triéndiol Septomyxa affinis

1-dehidrogénezés, progeszteron 1-dehidro- Cylindrocarpon

oldallanclebontas, tesztololakton radicicola

D-gyliri expanzi6 (tesztolakton)

Oldallanc-eltavolitas | B-szitoszterin androsztadién-dion Mycobacterium sp.
és/vagy androsztén-dion

3.3.  Transzglikozilezés

A transzglikozilezéses reakciokat egy sor iparilag jelentds eljarasban alkalmazzak, amelyek soran
elsosorban mikrobidils poliszaharidokat allitanak el6, amelyek széles korti alkalmazasat jo
hidrokolloid, illetve gélképzé tulajdonsagaiknak koszonhetik. Vagy de novo fermenticiok sorén
torténnek ilyen Aatalakitasok, vagy izolalt enzimek segitségével végzik azokat. A csoportatviteli
reakciok katalizisét az EC 2-es csoport, a tanszferazok enzimei végzik, ennek 4. alcsoportja a
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glikoziltranszferdzok egyuttese, amelyek kozil a hexozil- és a pentoziltranszferazok érdemelnek itt
emlitést (EC 2.4.1.x. és 2.4.2.X.).
A glikoziltranszferazok katalizalta reakciok altalanositott sémaja a kovetkezo:

glikozildonor akceptor termék glikozid melléktermék
Hexoziltranszferdzok esetében a glikozildonor lehet: aktivalt hexdz, pl. UDP- vagy GDP-gliikdz,
hex6z-foszfat, di-, tri-... poliszaharid, illetve ezeknek aktivalt (pl. UDP- vagy GDP-aktivalt) valtozatai.
Akceptor lehet: alkohol, mono-, di-... poliszaharid.
Termék lehet: glikozid, di-, tri-... poliszaharid.

Mind a donorok, mind az akceptorok lehetnek helyettesitett szénhidratszarmazekok is (hexdzamin,
metil-szarmazékok stb.).

Az elsé transzglikozilezési reakcid, amelyet leirtak, a szahardz képzodése volt egy Pseudomonas
baktérium speciesz jelenlétében:

gliikoz -1 -P + fruktoz szaharo6z + Pj

Ez alapjan a reakci6 alapjan feltételezték, hogy a sikeres transzglikozilezési reakciohoz szlikséges
a nagy energiatartalmu foszfatkotés jelenléte. Késébb kimutattak, hogy ez nem elengedhetetlen, illetve
enzimfiiggd, és pl. az Aspergillus niger maltdzbdl transzglikozildlassal a 3.15. &bra szerint egy
triszaharidot képez anélkil, hogy a donor ,aktivalasa” szilkséges lenne. Ez az enzimcsoport tehat
kétféle moédon mitkodik, egyeseknél csak aktivalt donor jelenlétében megy végbe a transzglikozilezés,
masoknal erre nincsen sziikség.

€ CHﬂ HOC
H OoH H—F—O0H 0 H—1—O0H
HO H O HO—F—H O HON——H O
H—— G- H—T—oH n—p
0
H— 1— —
CH,0H CH, CH,0H

e e » gliika(1-6) glikon(1—4) gliiks | + gliikoz

donor akceptor

& ‘gliikéz(l —4) glﬁkéz‘

3.15. abra: Maltéz transzglikozilezése maltdzzal

A fentickhez hasonld transzglikozilezési reakciokkal egyszerien lehet glikozidkotéseket
létrehozni, és igy kiilonboz6 di-, tri- €s magasabb polimerizacios foka oligoszaharidokat eléallitani.

A mikrobiolégiai transzglikozilezési reakciok termékei kozil a mikrobiologiai eredetli
poliszaharidoknak van ipari jelentésége. A mikrobialis poliszaharidokat két csoportba soroljak. Az
egyik csoport az un. kapszularis poliszaharidok csoportja. Ennek tagjai iparilag nem kiiléndsebben
érdekesek, a mikrobak egy része intracelluléris szintézissel egy sor sejtfalkomponenst, tok- és
kapszulapolimert, sejtet burkol6 nyélkékat szintetizal, ezek az in CPS-ek (capsule polysaccharides). A
masik csoporthoz tartozo polimerek ipari jelent6sége nagy, extracellularisak, amelyek vagy a sejtben
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de novo fermentacioval (végsd szintézishelyiik a sejtmembranon van, ahonnan kikertilnek a kozegbe),
vagy a sejten kiviili enzimes biotranszformaciokkal allithatok elé. Ezek az un exopoliszaharidok vagy
EPS-ek.

Az 1940-es évek elejétdl gyartjak iparilag a dextrant, eldszor kifejezetten vérplazmapo6tlo és -
higitdé anyagként (ne felejtsiik el, hogy ezek a 2. vilaghabor( évei!). Nagyszamu mikroorganizmus
képes ndvekedése sordn extracellularis dextran szintézisre. A dextran olyan elagazé lancu
gliikdzpolimer (méas szoval glikan homopolimer), amely a lineéris lanchan a-1,6-, az eldgazasokban
a-1,4- és a-1,3 és a-1,2-glikozidkotéseket tartalmaz.

A dextran ipari termelésenél csaknem kizardlag heterofermentativ tejsavbaktériumokat hasznalnak
(foként Leuconostoc mesenteroides torzset). A dextranszintézis menete a kovetkezd: a transz-
glikozilezésnél az akceptormolekula szaharéz és a donormolekula is szahardz, a transzglikozilezési
reakciot pedig a dextranszaharaz enzim (hivatalos neve: dextransucrase vagy 1,6-a-D-glucan 6-a-D-
glcosyltransferase, EC 2.4.1.5) katalizalja (3.16. abra).

- 6 =

--1--0-CH,
0]
OH _ 6 -

e -=1=1=-0~CHy

L OH | 0] 1

a-1,6 n OH
OH
OH
- “ ntHl
o-1,6

dextran-szaharaz
Szaharéz + ((1-%6)-0-D-glikozil).(n) €= n.D-fruktoz + ((1 -+6)- o-D-glikozil).(n+1)

Flagazasok: branching enzyme 1,3 1,4 1,2 —glikozid kitések

3.16. dbra: Dextranszintézis

A képz6dott dextranmolekula egyik végén (az elején) egy szahar6zegység van, és ehhez
kapcsolédnak a donor szahar6zmolekuldkbol szarmazd glikdzegységek. A szahardz fruktdz része
melléktermékként halmozodik fel. A transzglikozilezést nem el6zi meg hidrolizis — amely a kotési
energia elvesztését jelentené — hanem a polimerizacional a glukozrész transzglikozilezési mecha-
nizmussal adddik at az akceptormolekulara az enzim-donor-akceptor ternér komplexben. A transz-
glikozilezés utdn a fruktéz (az aglikonrész) az enzimkomplexr6l levalik. A nyers dextran a
fermentlébdl alkohollal kicsaphatd, ezutan az oldatban visszamarad6 fruktozt is ki lehet nyerni. A
polimer linearis hosszabbodaséért a dextran-szaharaz enzim felelés, az elagazast egy masik enzim
segiti el6 (branching enzyme). Az elagazasok gyakorisagat (tehat a képzOdott dextran jellegét) a két
enzim aktivitdsnak aranya szabja meg, amelyet viszont a reakciokdrulményekkel (pH, °C stb.) lehet
elsésorban befolyasolni. A dextrant klinikai célra (utolagos hidrolizissel kisebb moltomegt frakciokat
létrehozva) vérplazmapotloként és higitoként hasznaljak, de jelentés a dextran azért is, mivel az ipari
gélsziir6k elballitasanak egyik legfontosabb alapanyaga. A svéd Pharmacia cég 1959-ben alkotta meg
dextranbol keresztkdtésekkel a Sephadex markanevii termékcsaladot, amelyet molekulasziiréként,
illetve ioncserélok hordozo polimerjeként azoéta is alkalmazunk.

A dextranszaharaz enzimhez hasonléan miikddik a levanszaharaz enzim (levansucrase (EC 2.4.1.10:
Sucrose 6-fructosyltransferase)), amely a kdvetkez6 reakciot katalizalja:

szahar6z + (2,6-B-D-fruktosil), #glUkéz + (2,6- B -D-fruktosil)n.;
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Az enzimet Bacillus és Aerobacter torzsekkel allitjak eld, a képzodo levant az élelmiszeripar €s a
festékipar hasznélja fel.

Szintén nagy ipari jelentéségli enzimes eljaras a ciklodextrineknek az eléallitasa. A ciklodextrinek
nem redukalo, kristalyos, vizoldhato ciklikus oligoszaharidok: 6, 7 vagy 8 glikkozegységbdl allnak
(azaz szintén homooligomerek). Ugyancsak egy transzferaz enzim végzi elGallitasukat transzgliko-
zilezéssel, az un. CGTaz (EC 2.4.1.19: cyclodextrin glucanotransferase) enzim, amely az a-1,4
glikozilkotéseket tartalmazo glikkdnlancokra hat, azaz keményitdbol, vagyis amil6ézbol, amilo-
pektinbdl, valamint glikogénbdl képes ciklodextrineket eldallitani. Iparilag keményitdbol indulnak ki,
amelyet a-amildzzal elfolydsitanak, majd a 8-10%-0s elfolydsitott oldathoz szakaszos kevert
reaktorban hozzdadjak az oldott CGTaz enzimet 55 °C-on, 5,8-6.0 pH-n. A termék egy keverék,
amely valtozo aranyban tartalmazza az o- (pl. egy japadn eljardsnal 22%), a B- (11%) és a vy-
ciklodextrint (5%). Az a- és B-ciklodextrint adszorpcids oszlopon kotik meg szelektive (pl. elébbi
sztearinsavval, utobbi pedig ciklohexan-propanamid-n-kapronsavval aktivalt kitozangydngydkon
kothet meg szelektiv modon). Az elvalasztasnal a vizoldhatosagbeli killonbségeket is kihasznaljak.

A felhasznalt transzferaz enzimet kiilonb6z6 mikroorganzmusokkal is lehet termeltetni, pl.
Bacillus circulans-szal.

A ciklodextrinek felhasznalésat kilonleges szerkezetilknek kdszonhetik. A 3.17. abrén lathato,
hogy gytiriis szerkezetiik olyan, hogy annak kiils6 feliilete inkabb hidrofil (ez lehetové teszi vizben
valé oldddasukat), mig belso feliiletiik inkabb hidrofob, ami kiilonb6z6 vendégmolekuldk befogadasat
és komplexalasat teszi lehetové. Ilyen vendégmolekulak lehetnek kiillonb6z6 aromasok, alkoholok,
halidok, zsirsavak, észtereik stb. E tulajdonsaguk alapjan hasznalja ¢ket az élelmiszeripar iz- €S
aromakomponensek megtartasara, a gyogyszeripar hatéanyagok felvételére és lassi leadasara, a
szennyviztisztitasban, illetve a bioremediaciéban vizben rosszul oldédo és nehezen lebomlo,
els6sorban aromas szénhidrogén(szarmazékok) vizben val6 diszpergalasanak javitasara.

http://en.wikipedia.org/Cvclodextrin
Licence:Wikimedia Commons

3.17. abra: Ciklodextrinek szerkezete

Alapvetéen B(1—4) glikozidkotést glikozegységekbdl épiil fel a xantan mikrobialis poliszaharid,
amelyben azonban helyettesitett mannoz- és piroszdlésavegységek is vannak, illetve az oldallancban
gliikuronsav talalhato, ezaltal a polimer elektrosztatikus toltéssel rendelkezd anionos polielektrolit.
Szerkezetét a 3.18. abran lathatjuk. A xantan nagy méltdmegii polimer, méltémege 10° Dalton vagy
nagyobb. A manndzegységeknek atlagosan a 30%-a acetilezett. A Pyr és Ac egységeknek a szama
torzsfliggd, és fligg a tenyésztési koriilményektdl is. A xantant leginkabb a Xanthomonas campestris
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Gram™ baktériummal allitjak eld aerob fermentacioval. A fermentlébe kivalasztott poliszaharid a
fermentlevet nemnewtoni, pszeudoplasztikus, illetve Bingham-plasztikus viselkedésiivé teszi, emiatt
az oxigén-, illetve héatadas megfeleld biztositasa gondot okoz (lasd 4.5.7. Fermentlevek reoldgiai
viselkedése alfejezetet). Bioszintézise a citoplazmamembranon torténik, egy abban lehorgonyzott
foszforilalt lipidhez kotédik az els6é gliikozegység, mégpedig UDP-glukézaktivalt glikozildonorral
torténd transzglikozilezéssel. A tovabbi gliikozbeépiilésekhez is az UDP-glikoz a glikozildonor, mig a
mannoz beéplléséhez szintén transzglikozilezéssel a GDP-manndz mint aktivalt glikozildonor szol-
géltatja a manndzt. Ebben az esetben tehat a transzglikozilezést olyan enzimek katalizaljak, amelyek-
nek a miikodéséhez aktivalt donor sziikséges.

A xantan a legnagyobb volumenben eldallitott mikrobialis poliszaharid. Nagy mennyiségben
hasznélja az élelmiszeripar szuszpenziok stabilizalasara, allomanyjavitoként, gélesité és viszkozitast
noveld agensként. Alkalmazza a festékipar is vizes festékek stabilizalasara és a festés kozbeni meg-
folyas csokkentésere. Nagy felhasznaldja az olajipar is, ahol az olajfuréfejek hiitésére, illetve a flras
soran keletkez6 kézettormeléknek a furatokbol torténd eltavolitasara hasznaljak. '

Megjegyezziik, hogy a tobbi jelentds mikrobialis exopoliszaharid szintézise a xantanéhoz hasonlit,
és ebbdl a szempontbdl a fenti dextran-, illetve levanszintézis és az oligoszaharid ciklodextrinek a
kivételek.

A fentieken kivil egy sor egyéb mikrobidlis poliszaharidot is gyartanak, ezeket a 3.4. tdblazatban
foglaljuk 6ssze.

-

on
T

bt

‘ Gl —glakoz
PD-Man-(1—4)- pD-GIA-(1—-2)-¢D-Man-60-Ac Man-mannoz
L1 GlA-glukuronsav
‘I‘ |6 Pyr-piroszdlésav

3.18. dbra: Xantan szerkezete

12 A faréfej forgd csdre van felszerelve de atmérdje nagyobb a cs6énél, amelyen keresztiil lenyomjak a hiitd,
kend és szuszpenzio stabilizalé xantan tartalmi keveréket. Igy a furaskor keletkezd térmelék elkeveredve a
folyadékkal a nagyobb atmérdji kiils6 ,,csévon” felfelé tud aramolni.
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3.4. tablazat: Egyéb fontosabb mikrobalis poliszaharidok

Poliszaharid | Mikroorganizmus Szerkezet Felhasznalas
celluloz Acetobacter linearis B-(1—4)-glikan mikrofibrillaris
élelmi rostként
kurdlan Agrobacterium linearis B-(1—3)-glukan
Alcaligenes faecalis
pullulan Aureobasidium linearis 2*a-(1—4), erés rost- és filmképzo

pullulans

1* a- (1—6)-glikén

(celofanhelyettesitd)

szkleroglukén | Sclerotium rolfai,

Sc. glucanicum

linearis B-(1—3)-glukan
B-(1—6) elagazasokkal

festékipar

gellan Pseudomonas elodea Lineéris heteropoliszaharid™ | agar és karragén helyettesitd
-BD-Gl-(1—4)-BD-GIcA- élelmiszeradalék
(1-4)-pD-Gl-(1—4)-
- aD-Rha-(1-3)
alginat Macrocystis pyrifera 6*BD-MannA-(1—4)- Féleg az alga
Pseudomonas -6*BD-GICA-(1—4) | eredetiit hasznaljak:
aeruginosa enzimrogzités, élelmiszerek

Azotobacter vinelandii

3.4.  Kondenzacio, addicio, csoporteltavolitas (liazok reakcioi)

A pékélesztd szerves szintézisekben torténd, sokszinii felhasznalasanak szép példaja az aciloin-
szintézis. Ha a glilkdzon, anaerob korilmények ko6zott szaporodd pékéleszto-tenyészethez lassu
utemben benzaldehidet adagolunk, akkor fenil-acetil-karbinol képzédik. A biokondenzacio
mechanizmusa a kovetkez6: a tapoldatban 1év6 glikézt a Saccharomyces cervisiae glikolitikus
enzimrendszerével lebontja acetaldehidig. Az &talakulasban kulcsszerepet jatszik az EC 4.1.1.1.:
Piruvat dekarboxilaz enzime az élesztonek. A glikolizis soran képz6d6 nascens acetaldehid a
benzaldehiddel kondenzal, és mintegy 80%-0s konverzidval aciloint képez. A fenil-acetil-karbinol
képz6dését a piroszOlésav adagolasa el6segiti. Az izolalt aciloin reduktiv metilaminalassal konnyen
konvertalhatd L-efedrinné. Az eljaras mar 1921 Ota ismert, ma is alkalmazzak, féleg Indidban. Az
efedrin hatékony szimpatikusideg-izgatészer, hasznéljdk az asztma kezelésében. Ha az adagolt
benzaldehid szubsztitualt, akkor efedrinszarmazékot kapunk. Maga az efedrin tovabbi szintézisek
alapanyaga lehet, mert pl. a tiidérak ellenes gyogyszer taxol oldallancanak is az épitékdve.

o Reduktiv aminalas

i CH,NH,
Saccharomyces cerevisiae

@CHO +HOC

benzaldehid

CHy ——

4

H /Pt

(IR)-fenil-acetil-karbinol
aciloin

(IR, 28)-efedrin

EC 4.1.1.1. L-efedrin

Mg, TPP | piruvat
dekarboxilaz
(S.cerevisiae)

CH, COCOOH

A

3

Helyettesitett benzaldehidekkel
helyettesitett efedrinek

glikolizis

3.19. abra: Aciloinkondenzacio

B3 Az elsé glikoz egységen O-acetil és gliceril csoport is van
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Gyogyaszatilag jelentés vegyiilet az L-DOPA (dihidroxi-fenilalanin), amit katechinnek
piroszOlésav és ammonia jelenlétében torténd enzimes atalakitasaval lehet eldallitani. Az atalakito
enzim az L-tirozin-fenol-liaz (EC 4.1.99.2)), amely tulajdonképpen fiziol6gidsan a tirozin
dezaminalasat végzo enzim, de itt reverz iranyban hasznaljak, azaz -NH,-csoport sztereospecifikus
bevitelére, mikozben (j C-C-kotés is 1étrejon a benzolgylirli és a piruvat -CHs csoportja kapcsoldda-
saval (3.20. abra). Az enzimforras az Erwinia herbicola, amelynek pufferben felszuszpendalt sejtjeit
hasznaljak a biokonverziohoz. A képz6dott DOPA a dopadekarboxildz enzimmel alakul at dopaminna.
Utobbi, illetve receptorainak hidnya az agyban okozoja a Parkinson-kérnak. Valdjaban a DOPA a
dekarboxilazzal egyiitt a gyogyszer, mivel a dopamin nem tud a vérbdl az agyba jutni, igy a ,,hely-
szinen” kell képzOdnie. Hogy ez ne még az agyon kiviil torténjék, egy enziminhibitort is adagolnak,
amely megakadalyozza a DOPA-dopamin atalakulést a vérben.

L-tirozin fenol liaz

0]

HO s HO COOH
+
]@ + — N ——— + HO

HO HO NH:
Katekin Pyr L-DOPA

H Om COOH Dopadekarboxilaz H O:@/\/ NHz
HO - HO

NH:z

L-DOPA dopamin
3.20. abra: DOPA enzimes eloallitasa katekinbol

Az akrilnitril-akrilamid atalakuldst rézkatalizator segitségével végezték nagyon sokaig, ma
azonban gyakorlatilag az enzimes modszer kizarolagos. Japanban (Mitsubishi Rayon) mar 1985 6ta
ilyen eljarassal késziil a miianyag-ipari monomerként, koagulatorként (pl. szennyviztisztitasban),
talajkondicionalé szerként és papirgyartdsi adalékanyagkent alkalmazott akrilamid. Az akrilnitril
atalakitasat a nitrilhidratdz enzim (EC 4.2.1.84. nitrile hidro-lyase) katalizalja, amelyet Rhodococcus
rhodochrous torzzsel végzett fermentacioval allitanak el6, és az ipari atalakitasban az immobilizalt
teljes sejtet alkalmazzak.

Nitril-hidrataz

NH
/\CN /\"/ 2
+ HO Q

akrilamid

akrilnitril

3.21. abra: Akrilamid eloallitasa

A mikroba kétféle enzimet termel, egy 4-5 (130 000 Dalton) és egy 18-20 alegységbdl (520 000
Dalton) alloé (tehat negyedleges szerkezettel is rendelkezd) oligomer proteint. Utobbi kedvezObb
tulajdonsagokkal rendelkezik (pH-stabilitasa nagyobb, hdstabilitasa magasabb: 50 °C, bar az optimalis
homérséklete alacsonyabb: 35 °C). A reakciot egyébként nem az enzim optimalis homérsékletén
végzik, hanem annél alacsonyabban, 10 °C alatt, lecsokkentendd az akrilamid polimerizaciora vald
hajlamat.

A szintén japan Nitto cég a folyamatot rataplalasos szakaszos reaktorban végzi 2 x10° Ulliter
enzimaktivitas és 80 kg/m°h produktivitas mellett. A 99,9%-os konverzi utan sziiréssel eltavolitjak a
rogzitett sejteket, majd szintelenitéssel tisztitjak a terméket.
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Ma a vilagban tobb 100 000 t/év enzimes eljarassal termelt akrilamidot allitanak el6é a
nitrilhidrataz enzimmel. Az enzimes eljaras minden szempontbdl szembeszokd elényeit a kémiai

katalizissel szemben jél mutatja a 3.5. tablazat.

3.5. tdblazat:

Az enzimes és kémiai eljaras dsszehasonlitasa

Kémiai eljaras

Enzimes eljarés

Reakci6 hémérséklete 70°C 0-15°C
Konverzio 70-80% 99,9%
Toményités a feldolgozasnal szilkséges nem sziikséges
Energiaigény (g6z, elektomos) | 1,9 MJ/kg 0,4 MJ/kg

CO,-termelés

1,5 kg CO,/kg

0,3 kg COy/kg

A fumarsav kett6s kotése hajlamossa teszi a vegyiiletet addicios reakciokra. Két iparilag jelentds
enzimes biokonverziot emlitink meg evvel kapcsolathan (3.22. dbra). Az egyik a Corynebacterium
glutamicum vagy Brevibacterium flavum sejtjeivel végzett atalakitas, amelyet a fumaraz enzim (EC
4.2.1.2. (S)-malate hydrolyase, fumarat hidratdz) katalizal L-almasavva. Ez egy sztereoszelektiv viz-
addicio, amely kizarolag L-almasavat termel. Az egyensalyi keverékben 85% almasav és 15%
fumarsav lenne, de eltoljak az almasav iranyaba a kovetkezé modon: szubsztratként a kb 1%-nyi
oldhatosaggal rendelkezé Ca-fumaratot alkalmazzak, ami a szintén 1% koruli oldhat6saggal
rendelkez6 Ca-malatta alakul, igy képz6dése soran kicsapodik az oldatbdl, és az egyensuly eltolodik a
képzédés iranyaba. (Ezt a modszert slurry biokonverzionak nevezik, hasonlit ez az eljaras a
szteroidoknal megismert pszeudokristaly-fermentacidra.)

A masik iparilag jelentds fumarsav-biokonverzié az aszparaginsav elballitasa az L-aszpartat-
ammonia-li&z (EC 4.3.1.1., aszpartdz) enzim segitségével. Ez az egyik iparilag is alkalmazott L-
aszparaginsav eldallitasi modszer (pl. a Kyowa Hakko Kogyo-nal) Az E. coli-bdl szarmaz6 enzimet
kinyerés utdn rogzitve hasznaljak, a Brevibacterium flavum esetében a rogzitett teljes sejtet
alkalmazzadk katalizatorként. Ismertek szakaszos reaktorban és folytonos dugdaramd reaktorban
megvalositott folyamatok is., a jellemzd konverzid itt is 99% feletti. Az aszparaginsav a mesterséges
édesitészer, az aszpartam (lasd e fejezet végén) eldallitasanak egyik szubsztratja.

fumaraz OH
X ~GCOCH i
HOOC/\/ HOO /'vCOOH
+ H:0
fumarsav L-almasav
aszpartaz NH:
2.~ COCH /l\/cooH
Hooe” +NH3 HOO
fumarsav L-aszparaginsav

3.22. abra: Fumarsav-atalakitasok

3.5. Izomerizéalés

Az enzimek EC szerinti 5. csoportja az izomerdzok csoportja, amelyeknek ipari szempontbdl tébb
jelentés képviseldje is van. Az egyik ilyen csoport az EC 5.1.x.x racemazok csoportja. A kinetikus
reszolvalasok soran ugyanis, amikor az egyik enantiomerre van csak szikségink, a masik vagy
alkalikus kezeléssel (pl. hidrolizissel), vagy racemaz enzim segitségével alakithato &t ismét racém -
keverékké.

A masik iparilag jelentGs izomerizacids reakcid a glikkoznak fruktdzza torténé atalakitasa, ami az
egyik legnagyobb volumenben végrehajtott ipari enzimes eljaras. A fruktdéz ugyanis édesebb, mint a
gliikéz (utdbbi édessége csak mintegy 70-75%-a a szahar6zénak, mig a fruktdz kétszer olyan édes,
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mint a szahar0z), tovabbd a frukt6z lassabban szivddik fel, és igy glikémids indexe kisebb a
gliikdzénal, azaz nem emeli olyan gyorsan a vércukorszintet, ily modon a keményit6bol elballitott
kisebb élvezeti értékii gliikdzt nagyobb élvezeti értékil és egészségesebb cukorra lehet atalakitani. Az
eljards fontossdgat mutatja, hogy ma tébb mint 8 millié tonna glikézt alakitanak at ily médon a
vilagban.

Edesség: szahardz 100%
70-75% 200%
130 %
0]
H\ / (‘3H20H
| gliikéz-izomeraz ‘
OH—c¢c—H OH— ¢—H

| —_———
H—C—oH ~ H——(‘: —OH

H—C—0H H—G—0CH
CHz0H GH20H
D-gliikoz D-fruktoz

3.23. abra: Glukéz-fruktoz atalakitas

A 3.23. abra szerinti atalakulas molekulan beliili atrendez6dés, izomerizacid, amelynek sorén az
aldohexo6z glik6zbol egyensulyra vezeté reakcidban ketohexéz fruktéz képzddik. Ezt az atalakitast
egy sor enzim képes katalizalni:

— Glukoz-foszfat-izomerdz (EC_5.3.1.9. D-glucose-6-phosphate-ketol-isomerase), amely
enzimet Escherichia intermedia, Aerobacter aerogenes, Aerobacter cloaceae mikrobak
képesek eldallitani. Az ilyen eredetl enzimek azonban arzenatot (és természetesen
foszforilezett glikdzt) igényelnek az &talakitasi reakciohoz aktivatorként, ezért ipari
(élelmiszeripari) célra nem alkalmasak.

— Glikéz-izomeraz (EC___5.3.1.18. D-glucose-ketol-isomerase), amelyet egy sor
heterofermentativ tejsavbaktérium képes termelni, de alacsony miikodési héfok optimuma
miatt nem alkalmazzak a gyakorlatban.

— Az iparban egyedil alkalmazott ilyen enzim a D-xyl6z-izomeraz (EC 5.3.1.5. D-xylose-ketol-
isomerase), amelynek az ipari felhasznalast lehetévé tevo eldnyos tulajdonsagai a kdvetkezok:
— alacsony pH-optimuma van, amely fontos a mellékreakciok elkerllése szempontjabdl
(pszikoz képzbdése nagy pH-n),
— nagy a fajlagos aktivitasa (azaz kis fehérjetartalom nagy katalitikus aktivitast hordoz),
— a nagy hémérsékleti optimum (80 OC) a reaktorok befertdzédésének elkeriilése miatt
jelentds.

Ilyen enzimet sok mikroorganizmus termel xyl6zzal tortént indukcid hatasara, példaul Bacillus
coagulans (NOVO cég evvel termel), az Arthrobacter sp. (ICl), az Actinoplanes missouriensis (GIST-
BROCADES), és a Streptomyces olivaceus (Miles-Laboratories).

Ipari célra az enzimet nem nyerik ki a sejtekbol, hanem a tenyésztés és az azt kovetd
sejthomogenizalas (=sejtfeltaras!) utan a sejteket keresztkotés-létesitéssel rogzitik, és az igy létrejott
an. whole-cell gluk6z-izomerdz készitmenyt (pl egy ilyen ipari készitmény neve SWEETZYME)
porlaszva szaritott enzimpor, fagyasztva szaritott enzimpelyhek vagy extrudalt enzimrudacskak
formajaban hasznaljdk fel. Az immobilizalt teljes sejteket mind szakaszos lizemi, mind fixagyas
toltottoszlop-reaktorokban felhasznéalhatjak a konverziéra.

A gliikdz-izomerdz enzim optimalis miikodéséhez Mg* és Co** fémionokra van sziikség,
ugyanakkor példaul a Ca®* ionok mérgezik, ezért az alapanyag gliikozoldatot, amelyet a keményité
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enzimes hidrolizisével allitanak el3, ioncserével kalciummentesiteni kell 1 mg/dm® Ca*" koncentrécié
érték ala. A terméket nem Kkell izolalasi/tisztitasi eljarasnak aldvetni, maga az enzimes atalakulas
egyensulyi keveréke a termék izocukor, izoszérp, amely mintegy 70-71% sz.a. tartalma, és amelyben
42% a fruktdz és 53% a gliikdz. Egyes forrasok szerint az egyensllyi 0sszetétel 42:51:7, utdbbi a
gliikoz és fruktoz mellett képz6d6 egyéb cukrokat, illetve oligoszaharidokat jelent. Ma mar ioncserés
eljarassal akar 90% fruktoztartalma szorpdk is eldallithatok, ezek az tin. HFS (high fructose syrup)
termekek.

Magyarorszagon 1978-82 kozott Szabadegyhdzan 4 milliard forintos beruhdzéssal egy évi
140 000 tonna kapacitasu kukoricafeldolgoz6 tizem létesiilt. Ennek a modern kombinatnak, amely
hajaz a mostanaban elterjed6ben 1év6é un. biofinomitokra, azaz a kukorica minden alkotdjat nagy
hozzaadott értékii termékke alakitotta at, a termelési spektruma a kovetkezo volt:

folyékony cukor 49 500t sz.a./év
finomitott szesz 200 000 absz. hl/év
kukoricacsira 10 000 t/év
glutén 6300 t/év
takarmany 30.000 t/év

Erdemes megjegyezni, hogy ez volt az elsé folyékonycukor-iizem Eurépaban. Ma is miikodik ez
az lizem Hungrana Kft. névvel, és amellett, hogy kizarélag nem génkezelt magyar kukoricét dolgoz fel
(tobb mint egymilli6 t/év), a gliikdz, a kiilonb6z6 glikdzszorpok és izocukrok mellett a leghagyobb
hazai bioetanol-el6allito is egyben.

3.6. Reszolvalas

Egy kivant optikai izomer eldallitasara két Gt kinalkozik: az Gn. kinetikus reszolvélas, illetve az
aszimmetrikus szintézis.

ElGbbi esetben (lasd a 3.24. abrat) egy racém keveréket enzimesen alakitanak at az egyik kivant
enantiomerré. Ekkor természetesen csak a racém keveréek 50%-a alakithato at a kivant termékkeé, ami a
nemkivant 50% racemizalasaval visszavezethet6 a folyamatba, és igy végiil 100%-os atalakitas érhetd
el. Az aszimmetrikus szintézis esetén prokiralis vegyiiletbdl indulunk ki, amelyet enzimesen 100%-
ban lehet atalakitani a kivant optikai izomerré.

A reszolvalasnak iparilag kulondsen az aminosav-kémidban van jelent6sége, ill. e helyen az
altalanos problémakorbdl foként evvel a kérdéssel foglalkozunk.

L QAC OAc gH
reszolvalas :
lipaz :
4 O/\
(R, 3)-acetil- (R)-acetil- (S)-alkohol
50% 50%

I (Racemaz, vagy lugos hidrolizis+acilezés)

Asszimetrikus
sZINtézis o
alkohol-
dehidrogenaz ©/\
NADH NAD+
prokiralis keton S-alkohol

100%

3.24. dbra: A reszolvalas altalanos lehetéségei
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Lathatjuk mar ebbdl az abrabdl is, hogy a reszolvalas miivelete soran kiilonbozd csoportokba
tartozo enzimek hasznalhatok fel, hidrolazok (amelyek ipari felhasznalasardl a kovetkezo fejezetben
szOlunk reszletesen), példaul lipazok, acilazok, illetve fehérjebonté enzimek. De az abran egy
oxidoreduktdz példat is lathatunk. Fontos tehat megjegyezniink, hogy a reszolvalas esetében nem egy
homogén EC csoport enzimeinek felhasznalasarol van sz6.

3.6.1. Aminosavak reszolvalasa

Az iparilag termelt aminosavakat foként taplalkozasra (élelmiszerként €s takarméanyként), valamint
gydgyszeralapanyagként hasznaljak fel. Ezeken a teriileteken csak a természetes L-forma hasznosul. A
szintetikus moédszerek viszont racém-, D-, L-aminosavat eredményeznek, igy a racémaminosavak
reszolvalésa kiemelt jelent6ségll.

A D-, L-aminosavak szétvalasztasanak leggyakrabban alkalmazott moddszere az enzimes
reszolvalés. Az ipari gyakorlatban az enzimes, sztereospecifikus reszolvalasnak két modszere terjedt
el: az aszimmetrikus szintézis és az aszimmetrikus hidrolizis modszere. Ezeket az enzimes
reszolvalasi mddszereket alkalmazzak az i-leucin, lizin, metionin, fenilalanin, triptofan és a valin ipari
el6allitasanal.

Az aminosavaknak az aszimmetrikus szintézise specialis, eltér a 3.24. abran bemutatott6l. Ebben
az esetben is racém aminosav acilszarmazékabdl indulnak ki, amelyet anilinnal és papain-enzimmel
(Papaya hydrolase EC 3.4.22.2, régebben 3.4.4.10.) inkubalnak, ekkor acil-L-aminosav-anilid
képzddik, amely az oldatbol kicsapodik™®. A nem reagélt acil-D-aminosav az anyaltgban oldatban
marad. A kristalyos acil-L-aminosav-anilidbdl savas hidrolizissel szabad L-aminosav nyerhet6 (azaz
itt is megval6sulhat a 100%-0s konverzio).

R— CH— COOH :
APdliI
‘ . ! @NHz =
NH—COR'

D,L.-acil-aminosav anilin
R—CH—COfNH—© R—CH—COQOOCH
| =
NH—COR' NH—COR'
L-acil-aminosav-anilid ¢ D-acil-amincsav
SAVAS HIDROLIZIS LUGOS HIDROLIZIS
H e
R—chom R—ﬁH—m
NH2 N-b
L-AMINOSAYV D, L-AMINOSAV

3.25. abra: Aszimetrikus aminosav-szintézis

Az aszimmetrikus hidrolizises modszerek kozil az ipari gyakorlatban a D-, L-aminosavak acil-
szarmazékainak specifikus enzimes hidrolizise terjedt el, ami egy kinetikus reszolvalas. A racém
aminosavbol elészor N-acilszarmazékot allitanak eld, majd az acil-D,L-aminosavat aszimmetrikusan
hidrolizaljak amino-acilaz enzimmel (EC 3.5.1.14.). A reakci6 soran szabad L-aminosav képzddik.
Az acil-D-médosulatot az enzim nem képes megtamadni. A két vegyuletet ioncserés kromatografiaval
vagy szerves oldoszeres extrakcidval konnyen el tudjak valasztani egymastal.

1 Bz az atalakitds egy fehérjehidrolizalé enzimnek a ,természetestl” eltéré iranyban, szintézisre torténd
felhasznalasa, azaz peptidkotés létrehozasa, amire a tovabbiakban egyéb példakat is fogunk latni. Ilyen
értelemben ez a reszolvalasi modszer logikusan inkabb a kovetkezd, hidrolizissel foglalkozo fejezetbe tartozna.
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acilezés As-acilaz
D,L-As —— D,L-acetil-As ——» L-As + D-acetil-As

kristalyositas vacaniiits

D,L-As

3.26. abra: Aminosav kinetikus reszolvalasa

Az acilszarmazékok kozul leggyakrabban az acetilszdrmazékokat alkalmazzak. Enzimforrasként
kiilonb6z6 penészek, elsésorban Aspergillus és Penicillium speciesek johetnek szamitésba.
A penészekbdl szarmazd amino-acildz enzim széles szubsztratspektrumi, azaz kiilonb6zé alifas és
aromas aminosavaknal hasznalhatd. A reszolvélast vagy szakaszos eljarassal oldhaté enzimmel
végzik, vagy immobilizalt acilazzal. Ez utobbi folytonosan is tizemeltetheté. Az acetil-D,L-aminosav
DEAE-Shephadex-acilazzal toltott oszlopon aramlik &t bizonyos aramlasi sebesseéggel. Az oszlopon
valo athaladés sordn az aszimmetrikus hidrolizis végbemegy. Az enzim az oszlopban nagyon stabil és
hosszu ideig hasznalhatd. A folytonos reszolvalas hatékonysaga (termelt aminosav-/enzimmennyiség)
igy sokkal nagyobb, mint a szakaszos eljarasé, ezenkivil a folyamat tokéletesen automatizalhato.

A reszolvélasnal a kivant L-modosulat mellett kb. azonos mennyiségii acetil-D-aminosav mint
melléktermék is képzdédik. Ezt az ,.értéktelen” modosulatot racemizéaldssal L-forméava alakithatjuk (pl.
ligos kezeléssel vagy raceméaz enzimmel) és a folyamatba visszavezethetjiik. igy egy hatékony ipari
eljarasnal a D-, L-aminosav szintézise, az optikai reszolvalas és a racemizalas szerves technoldgiai
egységet képez.(lasd a 3.27. dbran bemutatott folyamatabrat).

KONTROILPANEL

FOLYTONOS

ARAMLASI pH HOMERSEKLET TONC
SEBESSEG BEPARLO _
KRISTALYO
SITO _l
ACETIL-
D,L- acetil-D-
AMINOSAV aminosav
HOCSERELS /l\
racemizalas
FORRO | )
vizZ
SEHEQ KRISTALYOS
L-AMINOSAY
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A természetben nem eldfordulo, de gyogyszeripari intermedierként széleskoriien felhasznalt alfa
helyettesitett aminosavaknak a reszolvalasara a Pseudomonas putida altal termelt amidaz enzimet
talalték alkalmasnak a DSM™ kutat6i. Az enzim (EC 3.5.1.4. amidase, acylamidase) nagyon sokféle
helyettesitett aminosav amidot képes sztereospecifikusan hidroliz&lni, a l1ényeg az, hogy az alfa C-
atomon az aminocsoport mellett egy H is legyen.

Maguk a reszolvaland6 helyettesitett racém aminosavkeverékek aminonitrilek hidrolizisével
allithatoak eld. A 3.28. abran a folyamat 1épései, benniik az enzimes reszolvalasi 1épés kovethetdek,
valamint lathato, hogy igen nagy szubsztituens esetében is miikddik a reszolvalas.

o N R 0
)l + HCN + NHs j\N +
R R Ho Ha2 OH
NH2 NHz

aldehid aminonitril racém racém aminosav
aminosav amid

Hz T—T‘ "."
H  NH2 NH: H
+
racém F20 Wk L-aminosav D-aminosav amid
aminosav amid OH
=
Pseudomonas putida Példaul R=
amidaz EC 3.5.1.4 N | |N
KN N/I

L

3.28. abra: Nem természetes L-aminosavak elbédllitdsa

3.6.2. Reszolvalés lipaz enzimekkel

Jellemz6 manapsag szerves molekulak sztereoszelektiv elballitdsa sordn a lipdz enzimek,
enzimkészitmények egyre ndvekvd mértékd, szinte rutinszerii felhasznalasa. A lipdz enzimeket sok
forrasbol beszerezhetjik, leggyakrabban a sertés pankreész lipazat, illetve bizonyos mikrobak (pl.
Pseudomonas fluorescens, Candida cylindracea stb.) enzimeit hasznéljak fel. Ez az enzim is a

hidrolazok csoportjaba tartozik: EC 3.1.1.3. Triacylglycerol lipase vagy egyszerlien lipaz.

A 3.29. abrén egy ilyen gydgyszeripari szempontbdl fontos atalakitast, a szivgyogyaszatban
nélkuldzhetetlen an. bétablokkoldk egyikének a holland DSM altal kovetett eljarasat lathatjuk. Az
eljaras alapanyaga a prokiralis 3-Cl-propan-oxiran, amelyet elobb egy racém glicidatta alakitanak,
amit enzimesen reszolvalnak lipdzzal a kivant sztereoizomer (S)-oxiranil-metanolld. Ez az
alapvegyllete a tovabbi, most méar szintetikus lépéseknek, amelyek a bétablokkold vegtermékhez
vezetnek. A Kkinetikus racemizalasi kulcslépés sordn visszamaradd (R)-észter racemizalhatd és
visszavezethetd a reszolvalasi 1épésbe.

Ilyen és hasonl¢ lipazkatalizalta sztereoszelektiv észterhidrolizisek tdmegét alkalmazzak ma mar a
kiilonb6z6 gyogyszerlaborok és -gyarak optikailag tiszta intermedierek és végtermékek eldallitasara.

5 Dutch State Mines az eredeti cégnév.
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R,S-glicidat

0
)k linaz i
s v .
0

o)
+RCOOH| -HC1 L (S)-oxiranil-metanol
(R)-glicidat (S)-alkohol
(R)-észter
+L,0 “RCOOH
& +ArSO,Cl1 | -HCI
(o]
e Kémiai 4talakitasok
i-PrHN/\J/\ON NSW
H o
propranolol 2-oxiranil-etanszulfonsav-

fenilészter
ha A=

3.29. &bra: Lipazkatalizalta aszimmetrikus hidrolizis

3.7. Hidrolizis

A biokémiai enzimes hidrolizist a hidrolazok katalizaljak. Ezek az EC 3. csoport enzimei, amelyek
egyikével-masikaval mar az eddigiekben is talalkoztunk. A hidroldzok nagyszdmu enzimcsoportja
(észterazok, glikozidazok, protedzok, lipazok, acildzok stb.) mindegyikének k6zos jellemzdje, hogy a
szubsztratbol vizfelvétellel képzddnek a termékek:

X—Y +H,0 _ ' HX + YOH

A 0-val jelzett vizzel végzett hidrolizisreakcié fontos szerepet jatszik a hidrolizis
mechanizmuséanak vizsgalataban. A fenti reakcioban a viz OH-ja a szubsztrat Y-komponenséhez
kapcsolodott. Elméletileg az OH az X-komponenshez is kotédhet. A két lehetdséget reakcio-
mechanizmus szempontjabol meg kell kilénbdztetniink. A tovabbiakban ipari szempontbol jelent6s
hidrolizises atalakitasokat tekintiink at részletesebben a teljesség igénye nélkul, kiemelve a legfon-
tosabbakat, illetve a valamilyen szempont szerint jelentOseket. A kovetkezokben szerepeld hidrolizisek
ennél részletesebb targyaldsa a biomérndki kurrikulum egyéb targyaiban szerepel (technoldgia
targyak, enzimolégia).

3.7.1. A keményitd enzimes hidrolizise

A keményit6, a felépitésében részt vevé glikdézmonomerek tekintetében homopolimer, a glikozid-
kotések kiilonbozésége révén azonban két eltérd szerkezetli polimert jelent. Az egyik az amildz,
amely a-1,4-glikozid-kotésekkel Osszekapcsolt lancpolimer, amelyben az egy molekulat alkoto
glikdzegységek szdma — a polimeriziciés fok — 100-2000 kozott valtozik. A masik keményito-
komponens az amilopektin, amely mintegy 95% o-1,4-kétés mellett mintegy 5% elagazo, o-1,6-
kotést is tartalmaz. Az egy eldgazasra jut6d glikozegységek szadma atlagosan tehat 20, polimerizacios
foka pedig tobb 10 000 is lehet. A keményitdk két frakcidjanak elsddleges felépitését a 3.30. abra
szemlélteti. A kiilonb6z6 novényekben képz6d6 keményitdszemesék — amelyeket ipari modszerekkel
kinyernek — kiilonboz6 aranyban tartalmazzak az amilozt és az amilopektint. Az amiloz helikalis
szerkezetét és az amilopektin fiirtds (klaszteres) elagazdsokat tartalmazd szerkezetét tanulma-
nyozhatjuk a 3.31. abran, mig a névényi keményitészemcse felépitését (felépiilését a ndvekedés soran)
szemlélteti a 3.32. dbra.
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3.30. abra: Az amildz és amilopektin szerkezete
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3.31. abra: Az amildz hélixe és az amilopektin klasztere

A keményité enzimes hidrolizise jatszodik le a ndvényi magvak csirdazdsanal, a magasabbrendii
¢lolényekben az emésztésnél, egyes mikroorganizmusok tapanyagfelvételénél stb. A  kotéshasitas
minden esetben a C;-O atomok kozott torténik, amit szintén %0 izotéppal bizonyitottak. A
hidrolizisnél a felvett vizmolekula OH-csoportja tehat a C; glikozidos szénatomhoz, mig H része az
O atomhoz kapcsolddik. Az OH-csoport kapcsolddasa sztereospecifikus, egyik esetben a C; atomon
keményitébonto un. amilolitikus enzimeket, vannak a-amilazok, amelyek o-konfiguraciéja linearis és
eladgazd dextrineket képeznek a keményit6 a-1,4-es kétéseinek hasitasa révén.
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3.32. abra: Egy novenyi keményitoszemcse felépitése

Az a-amildz (EC 3.2.1.1.: alpha-amylase) extracelluléris és altalaban induktiv enzim, amely a
keményitot statisztikusan timadja meg (tehat endoenzim), és igy a reakcié eredménye kettd, harom és
nagyobb polimerizécids foku dextrinek. Az a-amilédzokat sok gomba- és baktériumfaj képes termelni.
Ezek egymaéstol keményitéfolyositd és/vagy -elcukrositd hatdsban, tovabba pH- és homérséklet-
optimumban, valamint stabilitdsban kulonboznek. A legtébb o-amilaz stabilizatorként kalciumot
igényel miikodése soran. A kereskedelmi forgalomba keriild a-amildz-készitmények gyartasanal
Bacillus subtilis, Aspergillus oryazae torzseket és Ujabban termostabil Thermomonospora torzseket
hasznalnak.

A B-amilazok B-konfigurécioju maltézokat képeznek szintén az a-1,4-es kotések hasitasa révén.
Ezek az enzimek exoamilazok, azaz a lancvégrdl, mégpedig a nemredukald lancvégrél kezdenek
bontani. A p-amildzok (EC 3.2.1.2.: beta-amylase) jorészt novényi (malata) eredetiiek, de
mikroorganizmusok is képesek ilyen enzimeket szintetizalni. A bakterialis f-amilazok homérséklet-
optimuma nagy, ami igen jelents technologiai elonyt biztosit szamunkra (sokkal nagyobb a
maltozképzddési sebesség!), tovabba nem igényelnek kalciumot a stabilizalasukhoz és aktivitasukhoz.

A gliko-amildzok — vagy y-amilazok, illetve amiloglikoziddzok — (EC 3.2.1.3. — glucan 1,4-
alpha-glucosidase) B-konfiguracioju  glukozegységeket hasitanak le, és igy a teljes
keményitémolekulat gliik6zza képesek hidrolizalni (exoenzimek). A maltdzt csak nagyon lassan
bontjak, és nem tdmadjak, illetve csak igen lassan az eldgazd lancok 1,6-kotéseit, ezért a gluko-
amilazoknak Kkitett keményité hasitasi termékei a kovetkezOk: glikdz, maltdz és hatardextrinek
keverékei. Az enzim eléallitasara kiilonbozé Aspergillus és Rhisopus torzseket hasznalnak.

A keményitébontd enzimek negyedik csoportja, a pullulanazok, ill. izoamilazok az amilopektin
elagazo oldallancait, a-1,6-kotéseit képesek hasitani.

A négy enzim(csoport) keményitébontasat, a képz6do termékeket és a hatardextrin kialakulasat a
3.33. és a 3.34. 4brén kovethetjik.
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3.33. &bra: A keményitébonto enzimek miikodése
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3.34. abra: Keményitobontas és hatardextrin kialakuldsa

Az abrékbol nyilvanvald, hogy az exoenzimek (B-amilédz, glikoamildz és pullulandz) a
nemredukald végér6l kezdik a bontasat a keményitdmolekuldnak, valamint, hogy a bontés
elorehaladtaval n6 redukalocsoportok szama, minden egyes glikozidkotés hidrolizisével eggyel, igy a
lebontas eldrehaladasat jol jelzé mérészam az Un. glikkozegyenérték (dextrozegyenérték).

DE = 100,{ elbontott glikozidkotések szama ) B

kezdetben jelenvolt dsszes glikozidkétések szama |

_ 100*( redukaldcukor, gliikdzban kifejezve]

teljes szénhidratmennyiség
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A keményitéhidrolizatumok, igy a maltoz- vagy a glukoztartalmu szirupok (az elcukrositas utan)
és a glukoz-fruktoz szirupok (az izomerizalas utan) az élelmiszeriparban nagy szerepet jatszanak mint
adalékok. Az edes-, az udit6ital-, a siit6-, a konzerv- és a mélyhtitéiparban alkalmazzak ezeket nagy
mennyisegben.

A keményité hidrolizatumok eléallitasanak menete vazlatosan a kovetkezé (lasd 3.35. abra): A
vizoldhatatlan keményitébdl szuszpenziot készitenek, amelyet 105 °C-ra melegitenek fel. Ekkor az o—
amilaz egy részét is hozzdadjak, azaz mar a csirizesedés kozben elkezdi kifejteni hatasat az enzim. Ez
a milvelet igen rovid ideig tart (5 perc), ezutan a zagyot visszahtitik 95 °C-ra, és hozzaadjék az enzim
mésik részét is. Az elfolyositast Ca®* ionok jelenlétében végzik mintegy 2 6ra hosszat. Ez a miivelet az
elfolyositas, a csirizesedés kdzben nagy viszkozitasiva valt keményitézagy ugyanis az enzim hatasara
elveszti nagy viszkozitasat, elfolydsodik. Az elfolyositott keményitdoldatot rendszerint sziirés utan
pH=4,5-en és 60 °C-on cukrositjak el glikoamilaz enzimmel. Ezen elcukrositasi miivelet soran, amely
technologiafiiggben 48—72 Ora hosszat is eltarthat, esetenként pullulanaz (izoamilaz) enzimet is adnak
az oldathoz. Az enzimek specifitdsa és az Aatalakitds korulményei meghatérozzadk a végtermék
Osszetételét. A keményitd hidrolizisével, a gliikkozszirup és a kristalyos gliikkoz eldallitasaval a
technologia targyak bdségesen és részletesen foglalkoznak.
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3.35. abra: A keményito ipari lebontdsa gliikozzd

Az elcukrositads pontos korilményeinek és az annak soran felhasznélt enzimeknek, enzim-
keverékeknek a fiiggvényében kiilonbozd bontdsfoku gliikozszorpok, illetve a gliikkoz mellett maltozt
vagy foleg maltozt (ekkor maltdzszorprél beszéliink) tartalmazo, kiillonbozé édességii szorpok
allithatok el6 az édesipar, cukraszati ipar igényeinek megfelelden.

Az emlitetteken kiviil a keményité hidrolizisének még egy sor iparagban, példaul a sor- és
szesziparban, valamint a textiliparban az irtelenitésnél, illetve a papiriparban van jelentsége.

3.7.2. A celluldz hidrolizise

A celluléz, hasonldéan a keményit6hoz, szintén gliikoz homopolimer, de az egyes glilkozegységek
kozott nem a-, hanem [-glikozidos kotések vannak elagazasok nélkiil, igy a celluloz egy linearis B-
(1—4)-glikdn. A szerkezet egy részletét a 3.36. abran lathatjuk. A celluléz a ndvényi sejtek
sejtfalanak f6 komponense. Linearis molekulalancai a ndvények rostjaiban bonyolult szerkezetli
kompozitot alkotnak a hemicellulézokkal (5- és 6-szénatomos heteropoliszaharidok) és a ligninnel
(aromés szerkezetii polimerek). A rostok felépitésének targyalasa kiviil esik tematikankon, az olvasd
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kozelité benyomast kaphat példaul az itt hivatkozott Nature-cikk'® igen informativ grafikajabol.
(http://www.nature.com/nature/journal/v454/n7206/images/nature07190-f2.2.jpg)

Tekintve, hogy a celluloz az évente a természetben (erdok, mezogazdasag stb.) ujratermelédd
biomassza legnagyobb része, ezért perspektivikusan mind a kémiai iparnak, mind az
energiaszektornak mar ma is potencialis, de leginkabb a jovOben a legfontosabba vald alapanyaga.
Ezért érdemes roviden attekinteni, hogy enzimes lebontasaban milyen enzimrendszer vesz részt.
Ahhoz ugyanis, hogy az emlitett kémiai és energia-alapanyag szerepét betdlthesse, le kell bontani a
felépitd glikozegységekre, amely azutdn a tovabbi kémiai talakitdsoknak kiindul6 anyaga lehet (pl
bioetanol).

A cellul6z enzimes bontasaban — hasonléan a keményit6éhez — egy tobb enzimbdl allo6 komplex
vesz részt. Egy sor mikroorganizmus képes ilyen enzimek eldallitasara, ezek kozott legelterjedtebben
alkalmazott a Trichoderma reesei. Ennek cellulaz készitményei harom enzim keverékét tartalmazzak:

Az egyik eleme a komplexnek a cellulaz (EC _3.2.1.4.: endo-1,4-B-glucanase, Endoglucanase),
amely tehat egy a poliszaharidlanc mentén statisztikusan bont6 endoenzim, amely kisebb
oligoszaharidokra bontja szubsztratumat.

it OH
0 H U lﬂ 4
HO 0
HO \B HO
oH | 4
OH

Nemredukalo vég

cellobioz

Redukalo vég

3.36. abra: A cellul6z homopolimer szerkezete
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3.37. abra: A cellulozbonto enzimek miikodése

16 Genomics of cellulosic biofuels Edward M. Rubin Nature 454, 841-845(14 August 2008)
doi:10.1038/nature07190
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A masik eleme a komplexnek a glikéan 1,4-g-glikozidaz (EC_3.2.1.74.: exo-1,4-B-glucosidase),
amely exoenzim és a lancvégrél szukcesszive gliikozmolekulakat hasit le.

A komplex harmadik eleme a celluléz 1,4-p-cellobiozidaz (EC 3.2.1.91.: exo-cellobiohydrolase
vagy 1,4-beta-cellobiohydrolase). Ez az enzim a lanc nemredukald végérdl cellobidzegységeket hasit
le. Végil a cellobioz hidrolizisét két glikézza a cellobidz enzim (EC 3.2.1.21.: Beta-glucosidase)
katalizalja. A cellulézbontas sematikus dsszefoglaldsa lathatd a 3.37. abréan.

E helyltt csak a kozvetlenil a cellulozmolekulat bonté enzimeket emlitettik meg. Tudni kell,
hogy a novények lignocellulozaiban taldlhaté hemicellulozok, illetve lignin bontasaban részt vevo,
meg a ragasztoanyagként szerepeld pektint bonté enzimek is részt vesznek a lignocelluldz-struktirak
fel-, illetve lebontasaban.

3.7.3. A pektin enzimes hidrolizise

A pektin a novényvilagban majd olyan elterjedt poliszaharid, mint a celluléz és a keményitd.
Heteropoliszaharid, amelynek a felépitésében a f6 komponens a galakturonsav és annak metilésztere,
ritkdbban amidja, amelyek homooligomer régidkban, illetve szukcessziv modon kovetik egymast az
alapmolekula lineéris lancaban, amint a 3.38. és 3.39. dbrak mutatjak. Ugyanakkor mas monoszahari-
dok is részt vesznek a felépitésében (fajfiiggden): ramnoz, galaktdz, arabindz és xiléz. A ramnoz-
molekuldk beépuilnek a linearis alaplancba, mig a xiloz, illetve a galakt6z vagy az arabinéz elagaza-
sokat képeznek (oldallancok), amit6l azonban az egész molekula linearis jellege nem valtozik meg.

A kiilonb6z6 gytimolesok tartalmazzék a legtobb pektint valtoz6 mennyiségben. Ez a pektin a
felelds a dzsemek gélszerkezetéért és a gyiimolcslevek nehezen szlirhetd kolloidalis zavarossagaért.

A pektinek 6 lanca bontasaért a pektinaz vagy poligalakturonaz enzimek a feleldsek. Ez is egy
enzimkeverék, amely legalabb harom komponensbdl tevédik Ossze. Az egyes enzimkomponensek
kozos jellegzetessége, hogy a linedris felépitésti pektinlanc glikozidkotéseit hidrolizaljak. Eltérnek
viszont a tamadaspontban, vagy lancvégrél hasitanak le egy-egy galakturonsav-egységet, ezek az exo-
poligalakturonazok (EC 3.2.1.67 exopolygalacturonidase), vagy a lancot statisztikusan tamadjak,
ezek az endo-poligalakturondzok (EC 3.2.1.15. endopolygalacturonase, amely az 1,4-a-D-
galactosiduron-kétés statisztikus bontdsat végzi) és a pectin lyase (EC 4.2.2.10. vagy endo-pectin
lyase), amely oligoszaharidokat szabadit fel, nemredukal6 véggel.

A poligalakturonazok (pektindzok) mellett rendszerint jelen van a pektinészteraz is (EC 3.1.1.11.
pectinesterase vagy pectin methylesterase), amely a pektin galakturonsav-metilészter csoportjait
hidrolizéalja methanolt hasitva le arrol.

COOH aH

OH COMe

COOH

o

QH

OH

galakturonsav

3.38. abra: A pektin alappolimerének szerkezete
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3.39. abra: A teljes pektinlanc szerkezete

Pektinbontd enzimkomplexeket nagyon sok mikroorganizmus képes szintetizalni, igy elsésorban
penészek (Aspergillus- és Penicillium-félék) jo pektindzforrasok. A termelt enzimek extracellularis
(sejten kivili) természetliek, tehat tenyésztés utan a fermentlébdl fehérjeizolalasi modszerekkel
preparélhatok. A pektinhidrolizisnek tobb ipari folyamatnal van jelentdsége. Ha pektinaz-
preparatumot adunk gylimoélcszizalékhoz, akkor a léhozam 2-8%-kal novelhetd. A 1éhozam-
novekedés a nagy viszkozitasu és lémegkoto-képességli pektin hidrolizisének tulajdonithato. A
gyumolcsléipar az enzimpreparatumot ezenkivil gyiimélcsléderitésre is felhasznalja. Az enzimmel
nem kezelt gylimolcslé zavaros és szlrhetetlen, mivel a gylimdlcslé kolloidalis anyagait (fehérjéket,
rostanyagokat stb.) a pektin mint kivaloé véddkolloid ,,0ldatban” tartja. Ha a pektint enzimes uton
lebontjuk, a védokolloid hatasa megsziinik, és a 1¢ konnyen kristalytisztara szlirhetdé. A pektin-
hidrolizisnek a felsoroltakon kiviil a textiliparban is van jelentdsége, a len ¢és a kender aztatasanal. A
len és kenderkérok feltardsa mikrobioldgiai kezeléssel, az 4ztatas soran torténik. A mikrobiolégiai
folyamat célja a kiils6 hancsrostok maradéktalan elvalasztasa a belsé farészekt6l. A hancsrészben
cellulézban dus, rugalmas kotegeket, rostnyalabokat talalunk, amelyeket egymassal és a farésszel
pektin (mint ragasztéanyag) kot dssze. A kenderaztatasnal ez az intracellularis pektinanyag feloldodik,
és ezéltal a szalak szabadda valnak. A kender és len névényen mindig van a talajb6l szarmazo,
pektinazt termelé Bacillus macerans és Bacillus asterosporus, amelyek a szamukra kedvezd
életfeltételeket jelentd meleg (30-35 °C-0s) aztatvizben gyorsan elszaporodnak.

A kereskedelemben kaphato, els6sorban gyiimolcsléderitéshez haszndlatos pektolitikus
emzimkészitmények a fenti enzimeken kivil rendszerint hemicelluldz-keveréket is tartalmaznak,
amelyekben xylan endo-1,3-p-xilozidaz (EC 3.2.1.32.), xylan 1,4-B-xilozidaz (EC 3.2.1.37.) és a-L-
arabinofuranozidaz (EC 3.2.1.55.) enzimek vannak jelen.

3.7.4. A penicillin enzimes hidrolizise

A Penicillium chrysogenum fermentéacidjaval termelt benzil-penicillin (penicillin G) nevii anti-
biotikumot, amelyet Alexander Fleming véleletlen mikrobialis fertézés soran fedezett fel 1928-ban
(lasd a 3.40. abrat), eredeti formajaban csak korlatozott mértékben hasznaljak fel, legnagyobb részét
egy enzimes technoldgiaval atalakitjadk 6-amino-penicillan-savva (6-APA a roviditése az angol 6-
amino-penicillanic acid névb6l), amely azutan az Ggynevezett félszintetikus penicillinek csaladjanak
f6 alapanyagat képezi.

A penicillin és rokona, a cefalosporin és felszintetikus szarmazékaik az un. B-laktdm anti-
biotikumok csoportjat alkotjak, és baktériumok sejtfalanak szintézise sordn a peptid keresztkodtések
létrejottét gatoljak, ily mdédon a sejtszaporodas sordn csak sejtfal nélkili protoplasztok tudnak Iétre-
jonni, amelyek ozmotikusan kipukkadva elpusztulnak.
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A penicillin szerkezete a 3.41. abrén lathat6, amelyen feltlntettiuk a penicillin bomléasat okoz6 két
enzimnek a tAmadaspontjat is. Mig a penicillin acilaz enzim a peptidkotést hasitja, igy létrehozva a 6-
APA vegyiiletet, amely a félszintetikus penicillinek kiindulasi vegyiilete, addig a penicillindz enzim a
B-laktam gytirti felhasitasaval antibiotikus hatassal mar nem rendelkezd penicilloinsavat eredményez.
Ez utébbi enzimnek a jelenléte a penicillinrezisztens torzsekben okozza a rezisztenciat, azaz az
antibiotikum lebomlik és igy lesz hatastalan. Mivel a rezisztencia atadodhat egyik specieszrdl a
masikra, ezért képes terjedni a baktériumfajok korében. Ez a jelenség és a hatdsspektrum széle-
sitésének igénye (hogy ne csak Gram®, hanem Gram™ baktériumok ellen is legyen hatékony) teremtette
meg az egyre valtozatosabb félszintetikus penicillinek eldallitasanak igényét.

Alexander Fleming
eredeti Petri-csészéjénelk
fotéja

Baktériumtelepek

3.40. abra: Fleming felfedezése: a penicillin

B-laktam gyfirii

O-—orde

Y
HOOC OH o2 o

penicillom-sav 6-amino-penicillansav
1-penicillinaz
2 — penicillin acilaz
3.41. &bra: A penicillin-G szerkezete és lebont6 enzimei

A benzil-penicillinnek 6-APA-va alakitasat kémiai modszerrel is el lehet végezni a 3.42. abra
tanusaga szerint, azonban igen alacsony homérséklet sziikséges az atalakitashoz, illetve szigoruan
vizmentes korulményeket kell fenntartani, igy ez a szintetikus kémiai eljards nem lehetett
versenyképes a biokonverziot felhasznalo eljarassal.
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3.42. abra: APA-szintézis enzimesen és kémiai médszerrel

A biokonverziohoz felhasznalt penicillin acilaz (EC_3.5.1.11.) enzimet (mas néven penicillin-
amidaz vagy penicillin-amido-hidroldz) més torzsek mellett példaul az Escherichia coli baktériummal
allitjak elo.
fugaléassal valasztjak el a fermentlétdl, egy kisebb térfogatii pufferoldatban felszuszpendaljak, majd
nagynyomast homogenizatorral feltarjak. Ezt kétlépéses kisozas koveti: el0szor a sejttormelékeket és
a nukleinsavakat csapjak ki, majd az enzimet. Az Ujraoldott enzimet tovabb tisztitjak, majd a relative
tiszta enzimet polimergolyokra immobilizaljak (ma féleg az un. EUPERGIT-re rogzités torténik).
Ezeket az immobilizalt enzimrészecskéket kereskedelmi forgalomban meg lehet vasarolni, és eléggé
stabilisak ahhoz, hogy ipari felhasznalast nyerhessenek (néhany honapos felezési idejik van).

Magéara az enzimes &talakitas technoldgidjara tobb alternativa is Iétezik a reakcid eléggé
kulonleges viselkedése miatt. A dezacilezési reakcié kinetikai viselkedése ugyanis erds termék- és
szubsztrat- inhibiciét mutat, azaz mind a 6-APA, mind a PEN-G inhibitorai a reakcionak. Részletes
szamitasok azt mutattak, hogy toltéttoszlop-reaktor hasznélata lenne az optimalis ebben az esetben.
Amint azonban a reakcio6 elorehalad, a pH csokken, hiszen savas karakterii karboxilsav (fenilecetsav)
az egyik bomléastermék. A pH-csokkenés viszont a 6-APA termék bomlasahoz vezet, ezért pH-
szabalyozast kell megvalositani. A pH-szabalyozas azonban toltott oszlopban nem lehetséges a nem
pillanatszeri ingrediens elkeveredés miatt.

Ezért a klasszikus, un. Toyo Ozo (japan cég)-eljarés soran recirkulacios reaktorokat hasznalnak.
18 darab, rogzitett enzimmel toltott oszlop van parhuzamosan(!) kotve, amelyeken folyamatosan
aramlik a 18 felé osztott penicillin-térfogataram. Az oszlopokrél lejové egyesitett térfogataram pedig
egy kevert tartalyreaktorba kerl, ahol a pH korrigalasa megval6sithat6. A cirkulaciot addig végzik,
amig a kell6 konverziot el nem érik. A 30 literes oszlopreaktorokkal és 6000 1/6ra térfogatarammal
miikddo rendszerben egy konverzios ciklus ideje 3 ora, és az oszlopok élettartama mintegy 300 ora.
Az eljaras 33 kg/m°h produktivitassal és mintegy 86%-os hozammal jellemezhetd.

Egy masik eljaras soran felhasznaltak az alapvet6 reaktortechnikai tapasztalatokat, hogy a
kivanatos oszlopszerii miikodés és a pH-szabalyozas is megvaldsulhasson. Hogy a keveredés is jo
legyen és a plug-flow zemmaodot is megkdzelitsék, 4 sorba kétott CSTR-rel oldjdk meg a problémaét.
Igy tobb mint 95%-0s PEN-G konverziot sikeriil eléri. Ez a négy sorba kotott reaktor optimalis.
Kevesebb jentGsen rontana a konverziot, ot pedig alig noveli azt, ugyanakkor a nagy 6-APA-
koncentracio erds végtermék-inhibiciot okozna (és természetesen a beruhédzési és Uzemeltetési
koltségek is megnovekednének). Az eljaras elvi folyamatabraja a 3.43. abran kovethetd, egy pontozott
piros vonallal kdvethetd a penicillinoldat Gtja a sorba(!) kotott oszlopon keresztiil. A folyamatabra
viszonylag bonyolult, de gondoljuk meg, hogy a val6ség ennél még sokkal komplikaltabb, hiszen ezen
az abran nem tiintettiik fel a szabalyozokoroket, a hitési és flitési koroket csak jeleztik, illetve a
készilékek Uritésének, mosasanak (CIP) eljarésa sincs feltiintetve.
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3.43. &bra: Folytonos APA-eléallitas folyamatabraja

Mindkét eljaras esetében a reaktorokbdl tavozo reakcidelegybdl a pH izoelektromos pontra
allitasdval kicsapjak a 6-APA-t, majd szlirés és mosas utan szaritjak.

fenoxiecetzav
g ? @ OCH;
Ol Ot Lo
OCH:C NH: &
5
V-penicillin ampicillin meticillin
NH:z &

5 o Penicillin acilaz i g
BN co.Me HQN\:E:[/S JCHy ————= _UCH3
P * f N{CH3 N Gh
OH H
ampicillin amoxicillin
GAEN X=H X=0OH

NH:

NH: 3
HaN. © .8 Penicillin acilaz NH. .S
S come i T
N. =
| P + N;jh‘l/%cm ?lCHa
CoH GH
cephalexin cefadroxil

T-ADCA X=H X=OH
3.44. &bra: Néhany félszintetikus penicillin- és cefalosporin-szarmazék

A penicillin-acildzt nemcsak a PEN-G lebontasara, hanem szintézisre is fel lehet hasznalni:
félszintetikus antibiotikumokat, igy ampicillint, amoxycillint allitanak el6 segitségével, acil-donorként
fenil-glicint, illetve p-OH-fenil-glicint alkalmazva, amikor is peptidkotés jon létre ezek és a 6-APA
kozott. E reakciok az enzim ,eredeti funkcidjanak” megforditasai (Iasd még az aszpartam eldallitasat
is), és bizonyitjdk a hidrolitikus enzimeknek a szerves szintézisekben potencialisan bet6ltheté nagy

szerepét. A 3.44. abran néhany félszintetikus penicillinszarmazékot tlntettiink fel, valamint néhany
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félszintetikus cefalosporin-szarmazékot is, hiszen amint fentebb mar emlitettlik, a Cefalosporin-G és
Cefalosporin-C ugyancsak B-laktam antibiotikum-szarmazékait (7-ACA: 7-amino-cefalosporansav €és
7-ADCA: 7-amino-deacetoxi-cefalosporansav) ugyanevvel az enzimmel és hasonld technoldgidk
felhasznalasaval allitjak eld.

3.7.5. A tejcukor hidrolizise

A 3.45. abran lathato szerkezetli diszaharid tejcukor a tehéntejben mintegy 4,7%-ban talalhato, és
ugyancsak Iényeges OsszetevOje a sajtgyartaskor keletkez6 savonak. Emésztése soran a J-
galaktozidaz vagy laktdz enzim (Exo-(1—4)-beta-D-galactanase, lactase EC_3.2.1.23.) bontja le
glilkozra ¢és galaktozra, és igy hasznosul. Mig a csecsemok toleransak, azaz rendelkeznek laktdz-
lebonto képességgel, addig a felndtt lakossag korében nagy népegészségiigyi problémat okoz az un.
laktozintolerancia. A kinaiak 90, a fekete amerikaiak 73%-a nem rendelkezik laktazzal, azaz into-
lerans, mikdzben a fehér amerikaiak 99%-a és a svédek 84%-a tolerdns a laktozzal szemben. A
bontatlan laktozt a vastagbél anaerob floraja gazfejlodés kozben erjeszti, rdadasul a laktoéz gatolja a
vizfelszivodast is a vastagbélben, ezért az intolerancia esetén fogyasztott tej és tejcukortartalmd egyéb
termék Ugynevezett exploziv diarreat, azaz hasmenéssel egydttjaré puffadast okoz.

E népbetegseég kezelésére egyrészt laktaztartalmi enzimkészitményeket alkalmaznak, masrészt
laktozmentes tejet s tejkészitményeket gyartanak a tej laktaz enzimmel torténd kezelésével.

A laktdz enzimmel kezelt tej lényegesen édesebb, mint a nativ, hiszen a lakt6z édessege a
szahar0zénak csupan 20%-a, mig a hidroliziskor keletkezo gliikk6z¢ 70% és a galaktozé 58%. Ez a tény
a laktozhidrolizis tovabbi felhasznalasat is indokolja: fagylaltkészitmények és kiillonboz6 natir €s
izesitett siritett tejkészitmények eldallitasakor is alkalmazzak. Utdbbiaknal kedvezd, hogy igy a
készitmeény cukortartalma nehezebben is kristalyosodik ki.
optimalis tulajdonsagu enzimkészitményeket nyernek.

A tejipari éleszté Kluyveromyces fragilis (K. marxianus var. marxianus) altal termelt enzim pH-ja
6,5-7,0 optimumu, mig az Aspergillus oryzae pH 4,5-6,0, az A. niger pedig pH 3,0-4,0 kozotti
optimummal rendelkezé enzimet allit eld. Ezek a B-galaktozidaz készitmények rogzitett forméban
kaphatok a kereskedelemben. E készitmények nemcsak a pH-optimum értékeiben, hanem fémion-
igényik (mint kofaktor), illetve fémek altal okozott inhibicijuk tekintetében is kulénboznek
egymastol, abban azonban egyformak, hogy mindegyikre inhibeéal6lag hat a termék galaktéz.

B-galaktozidaz

Ho OH Q'
Ho 9H
&  wn OH, OH . o
o B o HO

HO HO

OH He on o

Wl
OH
laktoz galaktoz gliikoz

3.45. abra: A lakt6z hidrolizise

3.8. Foszforilezés

A biokémiai foszforilezéses reakcionak gyakorlati, ipari felhasznalasat az adenozin-trifoszfat (ATP) és
adenozin-difoszfat (ADP) vegyiiletek el6allitdsaval mutatjuk be. Az ATP és ADP fontos biokémiai
preparatumok (szamos in vitro és in vivo biokémiai atalakitas energiadonor és foszfatdonor vegyu-
letei), de az ATP-t szivgyogyszerként is alkalmazzak. Az ATP és ADP nagytomegii eléallitasara az
élesztd glikolizises enzimrendszerét lehet felhasznalni, rendszerint egyszerii, boltban megvasarolhatd
préselt pékélesztd vagy autolizalt éleszté formajaban. A reakciokorilmények és a szubsztrat alkalmas
megvalasztasaval az €lesztd segitségével, jo kitermeléssel lehet ATP-t vagy ADP-t nyerni.

Ezt az eljarast elvi jelentésége miatt mutatjuk be, azt demonstralando, hogy egyszer( technologiai
eszkozokkel hogyan lehet egy €16 sejt anyagceserettjat a szamunkra kedvezd iranyba befolyasolni és
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termelési céllal felhasznalni. Megjegyzendd, hogy tobb helyiitt ma is ezt vagy hasonlo eljarasokat
alkalmaznak e két kulcsvegyiilet eléallitasara, de megjegyezve, hogy egyéb, direkt fermentacios,
illetve tobbenzimes koenzim-regeneralasos eljarasok is Iéteznek ma mar.

3.8.1. ATP-szintézis

ATP-t korabban szintetikus uton allitottak eld, ill. 16izombol izolaltak. Ma korszer(i és gazdasagos a
biokémiai konverzid. A hiokémiai konverzional adenozinbdl és frukt6z-1,6-difoszfatbél indulnak ki.
A két szubsztratbol az élesztd glikolizises enzimrendszere ATP-t szintetizal (3.46. abra).

NH,
N=" ‘ |N
L\N N) CHaOH élesztd
+ Frukt6z-1,6-diP —_— >
OH  OH Mg**
Adenozin

ADP

— > AMP

ATP

3.46. abra: ATP-elddllitas adenozibdl élesztével

gliikoz
ATP
ADP
G-6-P
F-6-P
ATP _
ADP
F-1,6-diP

J

Dihidroxi-aceton? ~ —— Gliceraldehid-P

1,3-diP-glicerdt
adenozin , AMP v. ADE,
ATP | ¢

3-P-glicerat

2-P-glicerat

adenozin, AMPv ADP  PEP

ATP |« >

Pyruvit

EtOH

3.47. &bra: A glikolizis vazlatos l1épései az ATP-termeld és -fogyaszto 1épésekkel
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A 3.47. abrabol az eldallitas alapkoncepcidja vilagosan kitlinik. A glikolizis sémajaban lathato,
hogy az ATP-fogyaszto 1épések a frukt6z-1,6-difoszfat el6tt vannak. Ha tehat az éleszt6hoz a fenti két
vegyiiletet adjuk, akkor az az adenozint foszforilezi, és beléle AMP, ADP, majd ATP képzodik. Mivel
a rendszerben nincs gliikdz — ami a képz6dott ATP-t felhaszndlhatna —, igy a reakcid soran nagy
mennyiségli ATP halmozodik fel. Ezt az eljarast Kinaban ma immobilizalt élesztésejtekkel végzik 300
literes reaktorban, évi 25 t élesztd felhasznalasaval, mintegy 5 t ATP-t eldallitva.

3.8.2. ADP-szintézis

Az ADP elallitasanal a 3.47. abran lathaté glikolizis els6 1épéseit hagyjuk lezajlani azaltal, hogy nagy
mennyiségii élesztot, ATP-t és glikozt reagaltatunk rovid ideig. A rovid reakcioidé azt eredményezi,
hogy a glikolizis soran dontéen a gliikkoz és kés6bb a fruktdoz-6-foszfat foszforilezodik, és igy a
rendszerbe adagolt ATP ADP-vé alakul, amely vegyilet savazds utan (amikor is az enzimek
inaktivalédnak és a reakcié megall) kénnyen izolalhato.

3.9. Koenzim-regeneralassal egybekotott vegyes biotranszformaciok

A legtébb oxido-redukcios enzimes atalakitasi reakcional NAD, ill. NADP koenzimre van szlkség,
amelyek folyamatos regenerélasardl gondoskodni kell. A koenzimek regeneréldsahoz lehet enzimeket
vagy mikroorganizmusokat is hasznalni. Utobbira lattunk mar példakat a 3.1. alfejezetben. A
szaporodd mikrobéakkal végzett koenzimigényes biotranszformaciok esetén ugyanis a mikrobak
gondoskodnak a koszubsztratok &llando regeneralasarél. Mas a helyzet a tisztdn enzimes reakcio-
rendszerek esetén, ekkor nekiink kell gondoskodni a dradga koszubsztratok regeneralasarol. Kénnyen
lehet a regeneralast elvegezni, ha két olyan oxidacios es redukcios enzimet alkalmaznak, amelyeknek
azonos a koenzim része, akkor ui. a koenzim regeneralddik a két kapcsolt (oxidacios és redukcios)
reakcioban. A koenzim-regeneralast négy, alapvetéen kiillonb6z6é konjugalt rendszerben lehet végezni.

a) A kapcsolt rendszer csak egy terméket eredményez. Erre jo példa az éleszt6bdl szarmazo
mannit-dehidrogenaz (MDH EC 1.1.1.255.) és a Candida boidinii-bél izolalt formiat-dehidrogenaz
(FDH, EC 1.2.1.2)) egyiittes alkalmazéasa. A reakcid kivitelezéséhez folytonos enzimes membran-
reaktort hasznalnak (3.48. &bra). A membran atengedi a kis molekulatomegii mannitot, és termé-
szetesen a gadzhalmazallapotl CO,-t is, mig az enzimeket és a polietilén-glikolhoz (PEG) koétott NAD-
koenzimet visszatartja a rendszerben. A NAD a nem funkcids adenin részével kapcsolodik a PEG-
polimerhez, mig a funkcids nikotinsav szabadon marad, igy hatasat ki tudja fejteni, sztérikus gatlas
nélkal részt tud venni a reakcidban.

D-fruktoz /i i ﬂ\ D-mannit

NADH NAD*

CO, ~. HCOOH

CO,, NH,4 mannit
_____________________________ /) membran

FRUKTOZ
— MDH + FDH + PEG-NAD*

NH4-formis;I

3.48. abra: Egy termékes kapcsolt rendszer: mannit eloallitasa
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Hasonlo eljarast alkalmaz a Degussa cég tercier leucin el6allitasara a 4.49. abrén lathaté médon. A
Bacillus sphaericus L-leucin-NAD oxidoreduktdz (EC 1.4.1.9.) enzimét hasznaljak oldott allapotban
membranreaktorban trimetil-pirosz6l6savbol kiinduld eljarasukban (ez is egy kirotechnologiai eljarés,
ui. a prokiralis ketonbol egy kiralis aminosav képzddik). A koszubsztrat regeneralasi reakcidjanak
egyensulyi allanddja igen nagy (K=15000), igy gyakorlatilag irreverzibilis, és a szén-dioxid pedig
kénnyen eltavolithato a reaktorbdl.

Trimetilpiruvat tere.-leucin

IV ——y

o NADH NAD+  NH2

co, &4 HCOO NH,*

3.49. abra: Egy termékes kapcsolt rendszer: tercier leucin eldallitasa

b) A szimultin miikodé két oxidacios és redukcios rendszer két terméket eredményez. A
glikéz izomerizéacidjaval kapott glikoz- és fruktézoldatot két enzimmel, mannit-dehidrogenazzal
(MDH) és Aspergillus niger-b6l szarmazé gliikoz-dehidrogendz (GDH) enzimmel hozzék 0Ossze,
amikor is a glikdz oxidacios és a fruktoz redukcios folyamat dnfenntartd korfolyamatként viselkedik.
Ebben a rendszerben a koenzim visszatartisarol (gy gondoskodnak, hogy az enzimreaktorhoz egy
ultrasziir6 membranmodult kapcsolnak, amely negativ t6ltésii (funkcids csoport -HSO’s) membrant
tartalmaz.

A membran (pH = 4-en) visszatartja a koenzimet, és az ilyen kdrnyezetben negativ toltéssel
rendelkezé enzimeket is, illetve megakadalyozza a feliilethez vald kapcsolodasukat (nem tomédik el a
membranfelilet!). A membranon atdiffundalé termékek (mannit és Na-glikonat) (3.50. abra.)
bipolaris membrant tartalmazé elektrodializatorba kerlilnek, ahol is a harom celldban a glikonsav, a
mannit és a NaOH elvalnak és kiilon-kiilon elvezethetok.

MDH
D-fruktoz / \ > [)-mannit
NADH NADY
gliikonsav e \ gliikéz
GDH
rirfil HZO
. NaOH
fruktoz
glikkoz Enzim,
koenzi
v PH=4 Ny gliikonat
—_—
mannit
+| ELEKTRO- -
DIALIZATOR

\T/ @ gliitkonsav mannit

3.50. dbra: Kapcsolt rendszer két termekkel gliikonsav és mannit eléallitdasdra
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c) Regeneralas konszekutiv (egymast kovet6) reakcidval (3.51. abra), ahol az elsé reakcio
terméke a masodik szubsztratja. Ebben a rendszerben a gliikoz elészor az aldoz-reduktaz (EC 1.1.1.21.
aldehyde reductase, ALD) enzim hatasara szorbittd alakul (redukcid), majd ezt az intermediert a
szorbit-dehidrogenaz (EC 1.1.1.14. L-iditol 2-dehydrogenase, SDH)'" szorb6zza oxidalja. A
reakcidoban szerepld6 NADP-koenzim sokkal dragdbb, mint a NAD. Mivel a membranreaktorban
mindig van bizonyos koenzimveszteség, ezért fontos volt a draga NADP el6allitasanak megoldasa.

Az olcs6 NAD-ot sikerllt gazdasdgosan a 3.52. &bran sematikusan bemutatott folytonos
membranreaktor-rendszerben NADPH-v4 alakitani. A membréan a nagy molekulatémegii enzimeket és
a PEG-hez kotott ATP-t (ill. ADP-t) visszatartja, mig a kis molekulakat (NADPH, ecetsav, gliikonsav-
6-P) atengedi. Az acetil-foszfatbol az acetat-kinaz ( EC 2.7.2.1. acetate kinase ) (E;) enzim a foszfatot
atviszi a PEG-hez kotott ADP-re, és az igy képz6d6 ATP foszforilezi a jelen 1évé NAD-molekulat a
NAD-kinaz enzim (EC 2.7.1.23 NAD" kinase) (E,) segitségével. A NADP-t a harmadik enzim (Es), a
glukoz-6-foszfat-dehidrogenaz (EC 1.1.1.49. glucose-6-phosphate dehydrogenase) redukalja NADPH-
va. A folytonos enzimreaktorbdl tdvoz6 oldatbdl a NADPH ioncserés kromatografiaval izolalhato.
Ezzel a rendszerrel 34g NADPH/dm® h produktivitas érheté el. A NADPH-t nemcsak az emlitett célra
lehet felhasznalni, hanem mas terdileten is (biokémiai reakcidknal, az orvosi diagnosztikaban stb.)

ALR

gliikoz 7T) D-szorbit

NADPH NADP*

L-szorboz ¥ /

r.(.kd

3.51. abra: Koenzim-regeneralas konszekutiv reakcioval: szorboz eléallitisa

NADPH
— i Ac
- Gsav-6-P

E;:acetat-kinaz  E,: NAD-kinaz E;: G-6P-dehidrogenaz

3.52. abra: NADPH eldallitisa tobbszoros koenzim-regeneralassal

d) Regeneralas egy enzimmel, két szubsztrattal. Az eddig ismertetett rendszerekben két enzim
és egy kozOs koenzim szerepelt (kétenzimes eljaras). A negyedik féle regenerald rendszerben egy
enzim van csak, de két eltéré szubsztrat (kétszubsztratos megkozelités) (3.53. abra).

Ezt a tipust a szulkatonnak (2-metil-2-hepten-6-on) a vizben nagyon rosszul old6dé szulkatolla (2-
metil-2-hepten-6-ol) torténd sztereospecifikus atalakitdsan mutatjuk be. A ketonnak alkoholla torténd
redukcidja soran képz6dd oxidalt NADP" koenzimet egy masik szubsztrat, az i-propanol képes
ugyanannak az enzimnek, az alkohol-dehidrogenaz enzimnek a kézremitk6désével redukalni.

A fels6 reakcié pH=7,3-nal gyakorlatilag irreverzibilis. A szulkaton és a szulkatol is hidrofdb
tulajdonsagu, és igy oldhatosaguk vizben igen kicsi (0,4%). Ezért ennél a reakcional kétfazisu un.

1 Ezek az eltéré nevek szinonimak az enzimek elnevezésére
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reverz micella rendszerrel dolgoznak. A szerves olddszer (amelyben a szubsztrat és a termék is
oldodik) koriilveszi a vizes fazist képvisel6 micellakat, amelyeket feliiletaktiv anyag stabilizal. A vizes
fazisban van az enzim, a kofaktor, valamint a stabilizatorként és aktivatorként szereplé AMP. A 3.54.
abra foglalja 6ssze a teljes technologiai folyamatot. A keverds reaktorban a reverz micella rendszerben
jatszadik le a reakcio és a kofaktor-regeneralas. A reaktorhoz csatlakozik egy pervaporéaciés membran-
modul. A reverz micellak és az alkalmazott szerves old6szer nem képes athatolni a pervaporacios
membranon, mig a szulkatol, az aceton, az i-propanol és a viz kismértékben igen. A membranmodul
utan kapcsolt elsé kondenzatorban a szulkatol és a viz kondenzalodik, mig a masodikban az aceton és
az i-propanol. Az elsé kondenzatum egy elvalasztoba (iilepitébe) Keriil, ahol a szulkatol és a viz
elvalik egymastol. A vizes fazist (szlikség szerint enzimmel és kofaktorral kiegészitve) visszavezetik a
rendszerbe.

Q OH

)W ADH AN
szulkaton /— \ »  szulkatol

o NADPH NADE* ™ o
< ~ i-PrOH

aceton

SZERVES FAZIS

VIZES FAZIS

ADH
koenzim
AMP

3.53. &bra: Kétszubsztratos koenzim-regeneralassal megvalositott sztereospecifikus biotranszformécio

SZULKATON

i-PrOH I kol:denziitTl‘ok
— v l}m k/J vakunm
& L e

L ACETON
" ——
Ly g i PrOH
VIZES FAZIS S-szulkatol
1 i REVIRZ MICELLAK ﬁ TERMEK, ACETON
E., koenzim OLDOSZER i-PrOH, viz
,

PIN: PERVAPORACIOS MEMBRAN

3.54. abra: A szulkatol-elédllitas megvaldsitasanak sémdja

A fentiekben ismertetett kofaktor-regeneralas és a kofaktort visszatartdé konstrukcidk, megoldasok
lehetévé tették, hogy a koenzim-dependens eljarasoknal ma mar a koenzim ara nem korlatozoé tényezo.
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Mindazonaltal csak akkor gazdasagos egy ilyen eljaras, ha mondjuk 1 €/g kortli NADH-&r esetén
a regeneralas jobb, mint 99%, és a teljes turnover szam 1000-10 000 k6z6tt mozog. Val6jaban az
alkalmazott enzimek aran és hatékonysagan mulik, hogy ésszerti-e ilyen tipusi biotranszformacidkban
gondolkodni.

A fentiekben vazoltak csak példak, ma mar szamtalan ilyen eljarast alkalmaznak, és a lehetéségek
szama szinte korlatlan.

3.10. Peptidek biotranszformacidja, peptidszintézis

Mar 1901-ben publikaltak, hogy a proteazok (peptidazok) képesek a peptidkotes Iétrehozasara is. Ez
egy egyszerli enzimes reakcid esetében természetesen ma mar magatol értetddd, hiszen tudjuk, hogy
az enzimek reverzibilis reakciokat katalizalnak, ugyanakkor egy polimerlebonté enzim esetében
nyilvdn nem vérhatd, hogy ugyanaz az enzim fel is épitse a polimert, azonban egy bontott vagy
létrehozott kotes, jelen esetben a peptidkdtés (savamidkotés) tekintetében megvalosul a reverzibilités.
A peptidazok, illetve protedzok esetében ha azt akarjuk, hogy Uj peptidkétést hozzon az enzim létre,
termodinamikai és enzimkinetikai megfontolasokat kell tenniink.

BONTASIHELY—SPECIFIKUS PROTEINAZOK

Tripszin® (EC 3.4.21.49) Arg/Lys l 2
Szubtilizin® (EC 3.4.21.62) Trp/Tyr/Phe/Leu ! Wiy
Elasztaz’ (EC 3.4.21.36) Ala/Ser l .

Termolizin (EC 3.4.2427) Koy }— Leu/Phe

Pepszin_(EC 3.4.23.15) Phe/Tyr/Leu 1 Trp/Phe/Tyr

Y, =barmelyik aminosav, -észter vagy -amid
Bt i
szerin proteazok

X,,=barmelyik aminosav

3.55. abra: Proteinazok tAmadéaspont-specifitasa

Reagalé aminosavak védelme

Benziloxikarbonil- (Z)

1
-NH-CH-COOH

-NH, védelme IIQ
@ 1:-Cti-cooH
Acetil- (Ac)
)
H,N-CH-CO;
-COOH védelme Asiild,
)
H,N-CH-CO:

Eszter: -OCH;, -OCH,CH;....

3.56. abra: A peptidszintézisben reagalé aminosavak védelme
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A legkilonfélébb proteindz enzimek vehetnek részt peptidek szintézisében, ezeket bontasi
specifitasuk alapjan kiilonboztetik meg egymastol. A 3.55. abran Osszefoglaltuk az iparilag jelent0s,
szintézisre is felhasznalt fehérjebontd enzimeket, megmutatva a bontott kitésre vonatkozd specifi-
tasukat. Mivel peptidszintézisnél két aminosav kozott jon létre peptidkotés, igy a kivant peptid mellett
nem kivant melléktermékek is létrejéhetnek. Azért, hogy ezt elkeriljék, a karboxil-, illetve amino-
csoportot véddcsoportokkal 1atjak el. Ennek a szokasos modozatai lathatoak a 3.56. abran: az egyik
reagalé aminosav aminocsoportjat benziloxikarbonil (Z-vel jel6lik)-csoporttal vagy acetilcsoporttal
védik, mig a masik aminosav karboxilcsoportjat amidaljak (az aminosav amidjat allitjak el6, ezzel
egyenértékii pl. egy dipeptid is) vagy az etil- vagy metilészterét hasznaljak fel. Az amidalas és észtere-
z€s abbol a szempontbdl is kedvezd, hogy mintegy aktivaljak az aminosavakat, azaz novelik a reakcio
kinetikai allandéjat.

A peptidszintézis egyensulyi (mas széval termodinamikai) kontroll alatt allhat vagy Gn. Kinetikai
kontroll vezérli.

Az egyensulyi kontroll esetében, amikor a reakcié csak egy egyensulyi keveréket eredményez, a
szintézis irdnyaban felirt reakcié egyensulyi allandoéjat kell ndvelni valamilyen médon, példaul pH-
valtoztatassal, vagy nem vizes kozeg alkalmazasaval, vagy egyszeriien ugy, hogy a védett aminosav és
partnere olyan peptidterméket hoz létre, amely kicsapodik a reakciokdzegbél, ily modon tolva el az
egyensulyt. Kimutattak pl., hogy az egyensualyi allandét a peptidkotés Iétrehozasanak iranyaba befo-
lyasolni lehet a kizeg alkalmas megvalasztasaval és annak pH-javal. gy vizben old6do olddszerekkel,
mint dimetilszulfoxid, dimetilformamid, trietilén-glikol a karbobenzoxi-triptofannak és a glicinnek a
kondenzéciora szamitott egyensalyi allanddjat 20-szorosra lehetett ndvelni az egyszerti vizes reakcio-
elegyben mérthez képest tripszin enzim esetében. Ugyanebbe az irdnyba hatott a pH-nak 9,5-r61 6,5-re
valé csokkentése. A peptidkotés 1étrehozasat tovabba el lehet segiteni a nukleofil szabad aminosav

crer

abra.

Egyensulyi kontroll
~ [R-CcO-NH-R’|] "™
“ [R-COOH][H,N-R’]

1.Aminosav 2. amin{osav)

Egyensnlyi allandé

Egyensuly eltolasanak lehetoségei

*KICS AP AS Oldhatalan peptidek, védécsoportok hatasa is.

n Z-Phe-OH + Leu-NH, ““—=» 7-Phe-Leu-NH, |

Aminocsoport védve karboxilcsoport védve dipeptid-szarmazék
asavamid kicsapddik
*KETFAZISU RENDSZER

2-5% H,0 szerves oldészerben: a disszocidcid visszaszorul

*VI_ZES RENDSZERBEN : dimetil-formamid, -szulfoxid,
trietilénglikol

*pHeeltolds: 9,5-+6,5 20xK,,  Z-Trp+ gly ——Z-Trp-Gly

* Aminosavak koncentraciondvelése

3.57. abra: Termodinamikai kontroll és az egyensulyi allandd névelésének modozatai
A Kkinetikai kontroll esetén nem varjak meg, amig az egyensuly beéll, hanem a 3.58. abran lathato

maddon a maximalis atalakulasnal allitjak le a reakciot. Ez a modszer tehat gondos reakciokinetikai
elemzést igényel. Kinetikai kontrollra azok az enzimek alkalmasak, amelyek stabil acil-enzim
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komplexeket hoznak létre, ilyenek a szerinprotedzok. Ekkor a reakcio egy aktivalt karboxilcsoportot
tartalmaz6é aminosavval indul (észter vagy amid), ez hozza létre az acil-enzimet, amely azutan egy
maésik aminosav aminocsoportjaval reagal és létrehozza a kivant peptidet, vagy vizzel reagalva a
hidrolizis irdnyaba hat. E kettdt kell elvalasztani egymastol a maximumpont helyes megvalasztasaval,
ami egybeesik az acildonor elfogyasaval a reakcidelegybél.

A peptidkotés 1étrehozasat mint alapfolyamatot a kis molekulatomegli aszpartamnak ipari
szempontbdl is jelentds eldallitasi példajan mutatjuk be.

TERMODINAMIKAI KONTROLL KINETIKAI KONTROLL
R-COOH + ILN-R’ R-CO-X + H,N-R
R-CO-NH-R' + H,0 R-CO-NH-R' + HX

81 R-CO-X
—
ACIL DONOR
R-CO-NH-R’ ;
P] /
l;f.”f:-
- R-CQ-OH+E
ACILDGNOR
ch me—— ELFOGYASA +H0
SISZ
R-CO-X+F «—> R-CO-E+X
P l +H,N-R’
acilenzim*”~
R-CO-NHR’

3.58. abra: Termodinamikai és kinetikai kontroll 6sszehasonlitasa

Az o-L-aszpartil-L-fenilalanin-metilésztert véletleniil fedezték fel'®. Kideriilt, hogy 100-200-
szor édesebb, mint a répacukor. Ennek az aszpartamnak az eldallitasanal racém alapanyagokbdl: D,L-
aszparaginsavbol (amelynek aminocsoportja acilezéssel védett) és D,L-fenilalaninbol (vagy L-
formabdl) indulnak ki. A szintézis sémdja a 3.59. &bran lathatd. Az enzimes lépést termolizin
proteindz enzim katalizalja. Ez nem szerin-proteaz, igy a reakcio termodinamikai (egyensulyi) kontroll
alatt megy. Az egyik reagal6 partner az N-(benziloxikarbonil)-Asp, a méasik pedig a Phe-metilészter. A
képz6d6 termék, az N-(benziloxikarbonil)-aszparagil-fenilalanin-metilészter kicsapddik a reakcio-
elegybdl, és ily modon tolodik el az egyensuly a szintézis irdnyaba. Az eljaras tovabbi 1épései arra
irdnyulnak, hogy a nem reagalt D-formakat eltavolitsak a reakcidelegybdl, és végiil a véds-csoport
hidrogenolizissel torténd lehasitasa eredményezi a kivant a-aszpartdmot. Hogy az enzimveszteséget
minimalizaljak, vagy adszorpcids mddszerrel, vagy kovalens kotéssel hordozéhoz régzitik az enzimet,
de ismertek oldott enzimmel operal6 eljarésok is.

Ebben az esetben az egyensulyi allandé ndvelésére a szerves fazisban torténd reakcidt is
kihasznaltak, kifejlesztettek ugyanis olyan eljarast is, amelynek soran a reagal6 partnereket a szerves,
butanolos fazisban oldjak fel, majd intenziv kevertetéssel a reakcid egy vizes/szerves kétfazisu
emulzidban torténik meg. Az emulzi6t Ulepitik, ekkor a két fazis elvalik, a termék a szerves fazisba

18 Az aszpartamot 1965-ben fedezte fel J.Schlatter (a Searle kutatéja), 1981-ben engedélyezte az FDA, 1992 6ta,
amikor a NUTRASWEET®-re bejelentett USA szabadalom lejért, szabadon gyarthaté. A szahar6znal 100-200-
szor édesebb anyag alacsony kal6riatartalmi (17 kJ/g) és ma az egyik legelterjedtebb mesterséges édesit6szer.
Lebomldsa sordn a szervezetben aszparaginsav és fenilalanin képzddik, emiatt sokak szerint veszélytelen.
Ellenzdi szerint a metilészter bomlasakor keletkez6 metanol (és egyebek miatt) egészségre artalmas. Ez a vita
valtozo hevességgel ma is folyik, mik6zben pl. az USA tdit6italainak t6bb mint 80%-a tartalmazza.
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extrahalddva elvalaszthaté a vizes fazistol,
ra sikerilt emelni a konverziot.

amelyet visszacirkulaltatnak a reaktorba. igy 10%-r6l 95%-

Az aszpartdmszintézis példa a régié- és az enantiomer-szelektivitasra is, hiszen egyrészt csak a

szabad a-aminocsoport vesz részt a szintéz
kotés. Ez fontos, mert csak az a-aszpartam

isben, masrészt csak az L-formak kodzott jon létre a peptid-
édes, a p-sztereoizomer keserdi iz{i.*®

@ NH,
& Z-asp-cpo * +H;,I\I.lg?e.OCHe,
- ﬁCOO’ 1. termolizin CooMe
/\\_/000H —»kicsapds
HOOC @
N—— 2. sziirés Z—‘lAsp—COO’
N-(benziloxikarbonil)-Asp 6CO0-
y
Z—zlﬁsp—CONH—Phe-OCH s T HN-Phe-OCH,
pCOO-
3. kristalyositas
4. sosavas kezelés és elvalasztas
>
H,N-Phe-OCH
@ i
Z—Alsp—CONH—Phe—OCHs .,
pCOOH H
S kabalifikus hifropencliza Bl M
Asp- ONH—Phe—g>CH3
pCOOH ¢-ASZPARTAM

3.59. abra: Az aszpartamszintézis folyamata

Hasonlo elven ma mar egy sor biologiailag aktiv peptidet eld tudnak allitani, példaul az
enzimaktivator és antioxidans szerepet bet6lté glutationt, a neurotranszmitter Leu- és Met-enkefalint, a
peptidhormon angiotenzint és nem utolsésorban az inzulint. Mindezeket azonban mar rDNS-
technikak felhasznalasaval is el6allitjak vagy el6allithatdak.

3.6. tablazat: Néhany szintezissel eloallitott peptid

Peptid Felhasznalas

Glutation enzimaktivator, antioxidans
Angiotenzin hormon

Leu-enkefalin, Met-enkefalin (pentapeptid!) | opioid hatas

\azopresszin vese, VErnyomas

Dinorfin opioid hatas

Kalcitonin a szérum Ca’" szintjének csokkentése
Oxitocin méhdsszehuzodas

19 Megjegyezziik, hogy ma mér genetikailag médositott E.coli-val is allitanak el6 az aszpartamot. A coli sejtek
mintegy 150 aspartdm ismétl6désébdl allo polipeptidet szintetizalnak, ezt prepardljak, majd enzimesen hidro-
lizaljak a dipeptiddé.
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4. FERMENTACIOS MUVELETEK ES FOLYAMATOK

4.1. A mikrobak tenyésztésének alaposszefliggései

Ha egy mikrobasejtet — az egyszeriiség kedvéért tekintsiink egy baktériumsejtet — olyan kornyezetbe
helyeziink, amelyben minden szamara sziikséges tapanyag elegendéen nagy koncentracidban van
jelen, valamint az egyéb korilmények (pH, hémérséklet, ozmotikus viszonyok) is megfeleléek
szamara, akkor a sejt elkezd novekedni és egy id6 utan osztodik is, azaz egy anyasejtbdl két azonos
lednysejt keletkezik. Tekintsuk meg az 4.1. animAciot, amely egy kaccsal torténd atoltassal kezdédik
Petri-csészén kifejlodott baktériumteleprol egy razoélombikban 1évé tapoldatra, amit 30 percenként
(példankban egy gyorsan szaporodd Escherichia coli sejtet tételeziink fel) kdvet egy osztodas. Az elsé
generaci6 tehat kettd, a masodik, 60 perc elteltével 2°=4, a harmadik generacié megszilletése 90
perccel az atoltas utan 2°=8, a negyedik 2°=16, és igy tovabb az n-edik generacioig, amely dsszesen 2"
darab leanysejtet eredményez.
Konnyen felirhatjuk tehat e binarisan o0sztodd baktérium szaporodasanak matematikai
torvényszeriiségét:
n generaciod utan 1 sejtbol 2" sejt képzddik,
n generacio utan Ny sejtbdl Ng-2" sejt képzodik.
Ez a binarisan osztodd sejtek exponencidlis szaporodasi torvénye, amely konnyen belathatd
modon a
dN
—_— V . N 4.1
m (4.1)

differencilegyenletnek az
N =N,e" (4.2)

alaku megoldasa. Ebben a v=In2/t Un. fajlagos szaporodasi sebesseg, a ty pedig a kétszerezdési ido.

A biomérnoki gyakorlatban sokkal inkdbb a sejttémeg ndvekedése érdekel benniinket, mint a
sejtek szdm szerinti gyarapodasa, ezért a (4.1-4.2) egyenleteket, amelyek tulajdonképpen a Jaques
Monod nevét viseld novekedési modell alapegyenletei, gyakrabban alkalmazzuk a kovetkezd
formakban:

a
4.3)
X =X,e"

Ahol p z%i—): definicioszerlien az Un. fajlagos ndvekedési sebesség és x a mikrobakoncentracio
sejt-szarazanyagban mérve és g/dm® vagy kg/m® egységben kifejezve. Ha a 4.3 egyenletnek
megfelelden a sejtkoncentraciot az id6 fliggvényében abrazoljuk, a 4.1. abra szerinti végtelenbe tartd
exponencialis novekedési gorbét nyerjiik. Ez nyilvanvaléan nem lehet a val6sagos helyzet®. Egy adott
tapoldatmennyiségre torténé oltas utan, ha magara hagyjuk a rendszert, azaz a térfogata és a benne
1évé szubsztratumok mennyisége is meghatarozott (ezt a tovabbiakban szakaszos tenyésztésnek
nevezzik), a valdsadgos ndvekedési gorbe a 4.2. abran lathaté modon alakul. Kifejlédését az animalt

0 Ha egy kb. 20 perc generacios idejii E. coli minden korlat nélkiil névekedhetne, akkor 43 h alatt 1,09 x 10% m®
térfogaty sejttdmeg sziiletne, ami nagyobb, mint a Féldiink térfogata, és ha még két 6ra hosszat szaporodhatna,
akkor a tdmege — azaz 6,6 x 10** t — is nagyobb lenne, mint a Féldé!
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gorbével (4.2. animacid)) is kdvessiik nyomon, valamint tekintsiik meg a 4.1. vide6t, amely az E. coli
szaporodasat mikroszkdp alatt mutatja.

L3
®

4.1. animécio6: E. coli szaporodésa — 4.2. animécio: Novekedési gorbe
generdcios ido

4.1. vided: E. coli ndvekedése

900
800

700 l
600

500

400
300

200 /
100 .

ora
Exponencialis ndvekedés X,=2 ¢és p=0,5

4.1. dbra: Korlatlan exponencialis ndvekedési gorbe

A novekedési gbrbe négy szakaszra oszthatd. Az elsé szakaszt lappangési fazisnak vagy lag
szakasznak hivjuk. Ebben a mikrobasejtek még nem ndvekednek, legalabbis szdmottevd, mérhetd
novekedés sem szam szerint, sem témeg szerint nincsen. Ebben a periddusban a sejtek adaptalodnak
az 0j kornyezethez. E szakasz értelmezése nem teljesen egységes. (Mivel értelmezése és foként leirasa
meghaladja lehetdségeinket, ezért tekintsiik lag szakasznak azt, ahol novekedés nem észlelhetd.) E
szakaszban p=0. A lag periodust a gyorsuld ndvekedés szakasza koveti, amely alatt az adaptécio
folytatodik, de itt mar észlelhetd ndovekedés, méghozza egyre gyorsuld iitemben. Nem minden sejt jut
el azonban egyidejiileg oda, hogy maximalis sebességgel szaporodjék, fokozatosan kapcsolodnak be a
novekedésbe, igy e szakaszban 0<p<pm.. A kovetkezd, exponencidlis fazisban (a gyakran hasznlt,
logaritmikus fazis kifejezés helytelen!) a teljes sejttomeg maximalis intenzitassal névekszik, u=pimax

A negyedik szakaszt hanyatlé fazisnak nevezzik, itt ismét O<u<umax s tart a nulldhoz.

© Sevella Béla, BME www.tankonyvtar.hu



http://www.tankonyvtar.hu/




170 Biomérnéki miiveletek és folyamatok

| LAG
szakasz

4.2. abra: Szakaszos fermentacio valodi névekedési gorbéje

A 4.3. abran a szakaszos fermentacido novekedési gorbéjét egyiitt lathatjuk a legjellemzdobb
kinetikai &brazolasokkal, illetve ennek animécids valtozatan (4.3. animacio) ezeken a fentiek jol
kovethetdek.

............................................................

XI]
i
LAG i gyorsuld
ooal z: novekedési |
| szakasz

ido

4.3. abra: Szakaszos fermentacio novekedési gorbéje és elsédleges kinetikai dabrdi
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ASEARARROS NOVEKEDES
KINETIRAI KEPE

4.3. animécio: 3 novekedési gorbe

Ha az ¢é16 sejtszam valtozasat abrazoljuk az idGben, a 4.4. abra szerinti lefutast kapjuk, itt a
hanyatld fazis utan egy stacioner fazis is megjelenik, amikor a szaporodas és az elhalas azonos
mértéki, végiil a kovetkezo fazisban —a pusztulasi fazisban — a sejtek elhalasa, lizise keril folénybe, az
lesz meghatéarozo.

F 3
Nas : : :
LAG syorsuld | exponen—3 hanyatlé | stacionér
szakasz | nivekedési; cialis fazis | Fazis
. szakasz | fazis |
: | inflexios pont | :
| 1 3 i pusziulasi
' E fazis
N . |
: : ! o
e
id6

4.4. abra: Az élo sejtszam valtozdsa a szakaszos tenyésztés sordan

r 3
InX : § inflexiés pont
| 1 H
LAG | gyorsuld |
szakasz | NOvekedési | | hanyatlé
szakasz ! ! fazis

1gX,

! H >
idé

4.5. abra: A novekedési gorbe féllogaritmikus abrazolasa
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A 45. dbra is egy jellegzetes abrézolasat jelenti a novekedési gorbeének, ekkor a sejttdmeg-
koncentracié (esetleg a sejtszam) logaritmusat abrazoljuk az id6 figgvényében. Ezen a gorbén az
exponencialis fazis egyenesként jelenik meg, ami magyarazza a helytelen log fazis kifejezést is.
Jegyezziik meg, hogy ez az dbrazolas adja a legegyszeriibb meghatarozasi modjat az exponencialis
fazisban érvényes fajlagos novekedési sebességnek: az egyenes iranytangense az.

Tegyik fel a kérdést, hogy mi okozza a hanyatld fazis elkerilhetetlenségét. Ennek harom oka is
lehet. Elképzelhetd, hogy a mikroba anyagcseréje soran olyan metabolito(ka)t termel, amely gatlolag
visszahat a ndvekedésére, mintegy Onmérgezés kovetkezhet be. A masik ok lehet a sejtek
rendelkezésére allo tér csokkenése. Elképzelhetd olyan siirli populacio, amelyben a sejtek mintegy
dsszeérnek (természetesen nem sz0 szerint, hiszen egy vékony vizfilm mindenképpen kell hogy legyen
kozottiik), és ezaltal gatoljak egymas novekedését (lasd késébb a crowding fogalmat is). A
legfontosabb és leggyakrabban felmeriild6 ok azonban az ugynevezett szubsztratlimitalds. Ez azt
jelenti, hogy legalabb egy tapoldatkomponensnek mar nem elegendden nagy a koncentracidja ahhoz,
hogy a mikroba maximalis fajlagos novekedési sebességgel szaporodjék. A limitalé szubsztrat
fogalmat Jaques Monod vezette be 1942-ben, amikor tejsavbaktériumok szaporodasat vizsgalta.
Megallapitotta, hogy a limitalé szubsztrat olyan fiiggvény szerint befolyasolja a fajlagos ndvekedési
sebességet, mint egy egyszerli enzimes reakcio sebességét szubsztratjanak koncentrécidja, azaz

S
_ , 4.4
# = Hmax K.+S (4.4)

ahol e @ maximalis fajlagos novekedési sebesség (h™) és K az an. szubsztrattelitési allando.

Az egyenlet diszkusszidja hasonl6, mint amit az enzimkinetika esetében kdvettink, kicsiny
szubsztrat-koncentraciokndl a hiperbola egyenesként viselkedik, Ks-nél sokkal nagyobb
szubsztratkoncentracioknal megkozeliti a pma értékét. Ezt a gyakorlatban 1étezé (elméletileg
természetesen nem 1étez6) koncentraciot nevezzik kritikus szubsztratkoncentracidnak.

A Monod-modell a szakaszos fermentacionak csak az exponencialis és hanyatlé fazisat irja le, a
két szakasz kozotti hatart a novekedési gorbe inflexids pontja jeldli ki. A modell két paraméterének
meghatarozasi lehet6ségét a 4.3. és a 4.7. abrdk grafikus mddszerei teremtik meg, amelyek
kedvezétlen kdvetelménye, hogy a nem mérhet6 novekedési és szubsztratfelhasznalasi sebességekre is
sziikség van, s igy a grafikus differencialas nem keriilheté el (lasd a megoldast az altalanositott
logisztikus egyenlet felhasznalaséban).

Kq Stritikus S

4.6. &bra: Monod-modell, a fajlagos névekedési sebesség fiiggese a limital6 szubsztrat
koncentraciojatol

www.tankonyvtart.hu © Sevella Béla, BME



http://www.tankonyvtart.hu/

4. Fermentacios miveletek és folyamatok 173

LINEWEAVER-BURK HANES v. LANGMUIR
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4.7. dbra: Monod-modell, a K és umay grafikus meghatdarozdsi lehetéségei

Fel kell tenni a kérdést, hogy a tapoldat sok Gsszetevéje koziil melyik szubsztrat lesz a limitald?
Ennek megértésehez tekintsiik a 4.8. abrat és a 4.4. animéaciot amelyeken azt lathatjuk, hogy példaul a
C-forras, a N-forras, az oxigén és valamely vitamin Osszetevije a tapoldatnak kiilon-kilén hogyan
hatnak a fajlagos ndvekedési sebessegre. Az egyes gorbék alakja, valamint az, hogy hogyan, milyen
sebességgel fogynak a szubsztratok, az adott szubsztrattdl, annak kiindulési koncentrécidjatol és az
arra vonatkozd ered6 hozamtol fiigg. Ezért a gorbék alapjan nem megmondhatd, hogy melyik
szubsztrat lesz a limital6. Csak annyit mondhatunk, hogy az a szubsztrat lesz az elsé limitald
szubsztrat, amelyiknek a koncentracioja elészor csokken a rea vonatkozo kritikus érték ala. Valamint,
ahogy az id6 elérehalad, ugy lehet masodik, harmadik stb. limitalo szubsztrat is (hatasuk leirasat lasd
késébb).

! vitaminforras
| ]
I
I

No 5

0g O 0 R 4
KS Skr So KS Skl.v So
4.8. abra: Melyik lesz a limital6 szubsztrat?
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5
B

4.4, animécio: Melyik lesz a limitald szubsztrat?

A novekedésre vonatkozo alapdsszefiiggesek kozil még egynek az értelmezése szikséges ahhoz,
hogy a tovabbiakkal tisztdban lehessiink. Ez a mar Monod altal bevezetett hozam fogalom. Ez nem
méas, mint az egysegnyi elfogyasztott szubsztratra jutd sejttémeg-névekedés, definicoszertien
barmelyik tapoldatkomponensre felirva:

dx
x/S; dS,
ahol Yysi az i-edik szubsztratra vonatkozo ered hozam.
A hozam tekinthet6 az el6z6 definicié értelmében differencialisan, tehat egy kicsiny tenyésztési
id6 alatti valtozasok hanyadosaként, de tekinthet6 integralisan is, azaz

AX
Y =2 4.6
x/S; ASI ( )

Ahol Yysi az i-edik taptalajkomponensre vagy elemre vonatkoztatott eredd hozam, AX a
keletkezett 1 sejttomeg szarazanyagban kifejezve egy hatarozott id6, pl. egy ora vagy a teljes
fermentéacio ideje alatt, és AS; a felhasznalt taptalajkomponens (elem) mennyisége ugyanennyi id6
alatt.

Jegyezziik meg, hogy megkiilonboztetd indexelés nélkiil az Y eredé hozam jelolés a limitald
szubsztratra vonatkozik.

Monod még hozamkonstansnak nevezte ezt a fogalmat, de mar 1959-ben Herbert ramutatott, hogy
ez valéjaban nem egy allandd (lasd a 4.2. fejezetet ), ma egyszeriien eredé hozam a neve®. A
hozamok szinte a legfontosabb jellemz6i a fermentaciés rendszernek, hiszen a tapoldat
komponenseinek hasznosulasat jelentik, és igy gazdasagi szempontbol is jelentdsek.

Foglalkozzunk ezek utan részletesebben a mikrobdk tapanyagigényével, a tapoldatok
Osszeallitasdnak néhany szempontjaval, és vizsgaljuk meg kvantitative a tdpoldat komponenseinek
hasznosulasat.

4.2.  Mikroorganizmusok tapanyagigénye, a tapanyagok hasznosulasa a fermentacié
soran

4.2.1. Mikroorganizmusok tdpanyagigénye, az alkalmazott tapoldattipusek és dsszetevéik

A fermentaciés iparokban alkalmazott mikroorganizmusok termeloképessége alapvetden két
tényez6tdl fligg: meghatarozo szerepli a mikrobat jellemzé genom, de ugyancsak dontd az a kornyezet,
amelyben a mikroorganizmusokat tenyésztjik.

Ugy is fogalmazhatunk, hogy a mikroba igen nagy szamu ,,lehetdsége” koziil (amely a genom altal
meghatarozott), az adott kornyezetnek megfelel véges szamu ,,tulajdonsag” fog manifesztalddni.

Adott mikrobatorzs esetén tehat mar a kérnyezet az elsédleges meghatarozo.

A kornyezet fogalmaba értjiik a taptalajok mindségi és mennyiségi Osszetételét (beleértve az oldott
oxigén szintjét is aerob fermentaciok esetén) és az un. kornyezeti paramétereket: pH, homérséklet,

2L overall yield coefficient vagy true growth yield a szakirodalomban el6fordul6 angol elnevezései.
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redoxpotencial-viszonyok stb. Csak a mikroba tevékenysége szempontjabol kedvezdé kornyezet
biztosithat kedvez6 termelési szinteket. A ,kedvez6” kornyezet meghatarozasa igen sok tényezos,
bonyolult optimalasi feladat, amelynek egyes elemeivel a kovetkezokben foglalkozunk.

Egy fermentécids folyamat megtervezésének, optimaldsénak, megvalésitdsanak egyik legfon-
tosabb 1épése a megfeleld novekedést és/vagy termékképzodést biztositd taptalaj Osszeallitasa.

A tdpoldat-taptalaj funkcidja a mikroba taplalkozasi és kornyezeti igényeinek egyidejii kielégitése,
de ezen talmenden gazdasdgi szempontokat is figyelembe kell venni a tapoldat tervezése, optima-
lizalasa soran.

A mikroorganizmusokat tapanyagigényik szempontjabol — és itt els6dlegesen a szénforrast és az
energiaforrast vizsgaljuk — a 4.9. abran lathat6 csoportokba sorolhatjuk.

ENERGIAFORRAS
KEMIAT FENY
R . ;
7] g KEMO-ORGANOTROF FOTO-ORGANOTROF
E & Legtibb baktérium, gomba. ..
©n oo magasabbrendii allatok Bilior/(iem Kér)balferii;
- ‘5 Néhdny eukariéta alga
o K SRS SZERVES
v NE  glukon. " glukor..
o m ELEKTRONDONOR
- =
E a % KEMO-LITOTROF FOTO-LITOTROF
N 2 &  H. s, Febaktériumok ﬁ:’,}f;‘;‘;;“;;;‘;;{ R
w A [ﬁj Denitrifikalé baktérinmok Kék/zild algik
Z O Cianobakiériumok
‘E S Fotoszintetizalé bakiérimmok
% -« SZERVETLEN en.forras SZERVETLEN
HZS, S, 52032" H2= Fe(]I), HZO, HZS, S... ELEKTRONDONOR
NH*,, NO-,,

4.9. &bra: Mikrobacsoportok szénforras- és energiaforras-igény alapjan

Taplalkozési igényik szerinti valamennyi csoportban taldlhatunk olyan mikrobékat, amelyek
gazdasagi szempontbdl fontosak, de a fermentacios iparok jelenleg leginkabb a heterotréf csoportba
tartoz6 mikroorganizmusokat alkalmazzak, amelyek tehat mind energia-, mind szénforrasuk
tekintetében szerves anyagra szorulnak. Ez a megallapitas azonban nem kizaro, hiszen ismertink olyan
ipari eljaréast, amely példaul eukaridta, fényhasznositd fotolitotr6f organizmust alkalmaz (alga), de
vannak olyan biobanyéaszati eljarasok is, amelyek soran érceket kemolitotrof baktériumokkal Iigoznak
ki (bacterial leaching).

A taptalajnak mindazon kémiai elemeket megfeleld, a mikroba anyagcseréje soran hasznosithatod
(metabolizalhatd) formaban és mennyiségben kell tartalmaznia, amelyek a mikroorganizmus
testanyagainak felépitésében és a termék(ek) szintézisében részt vesznek.

A 4.1. tablazat néhany mikroba &tlagos elemi 6sszétételét mutatja be, mig a 4.2. tdblédzatban egy
atlagos ¢éleszto, illetve baktérium Osszetételét lathatjuk, a 4.3. tablazat pedig néhany fontos ipari
fermentécios termék gsszetételét szemlélteti.

A taptalajtervezés elsO lépése a fermentacidos folyamat sztOhiometridjan alapul: valamennyi
szilkséges elemet biztositjuk, amely a kivant termék és az Uj sejttomeg adott mennyiségében meg fog
jelenni az aldbbi formalis egyenlet szerint:

C-forréas + N-forras + O,+ asvanyi sok + specialis tapanyagok (pl. vitamin)—
— (j sejttomeg + termék(ek) + CO, + H,0

E formalis egyenlet alapjan azonban csak a minimalis tapanyagmennyiség allapithatd meg,
optimalis fermentacios folyamathoz az nem feltétleniil elegendd (vo.: novekedés kinetikaja, limitalo
szubsztrat fogalma), illetve nemcsak a szilkséges mennyiséget, hanem a folyamatok sebességére
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gyakorolt hatast is figyelembe kell venni. E megallapitas els6sorban a C-forras, N-forrds és oxigén
esetén igaz, asvanyi sok esetében a folyamat sztohiometridja sokkal jobb kdzelitést ad.

4.1. tablazat: Néhany mikroorganizmus elemi dsszetétele

OSSZETETEL A SEJTSZARAZANYAGBAN
MIKROORGANIZMUS C H O N S
Saccharomyces cerevisiae 45 6,8 30,6 30,6 n. a.
Methylomonas methanolica 45,9 7,2 nincs adat | 14,0 2,6
Penicillium chrysogenum 43 6,9 35,0 8,0 nincs adat

4.2. tablazat:

,, Atlagos” baktérium és élesztd elemi dsszetétele

ELEM % sz.a.-ban % sz.a.-ban Eredd hozam?
ELESZTO BAKTERIUM

C a7 53 *

N 75 12 8-13

P (PO,* -ben szamolva) | 1,5 3,0 33-66

S 1,0 1,0 100

(0] 30,0 20,0 *

Mg 0,5 0,5 200

H 6,5 7.0 *k

Hamu?® 8,0 7,0 *x

4.3. tablazat: Néhany fontosabb fermentacios termék elemi dsszetétele

Antibiotikumok
Bacitracin
Cefalosporin
Eritromicin
PenicillinG
Streptomicin
Szerves savak
Citromsav
Glikonsav
Tejsav
Oldoszerek
Aceton
Butanol
Etanol
Vitaminok, aminosavak
B,
Riboflavin
Glutaminsav
Lizin
Triptofan

CGGH103N 17016S
ClﬁH21N308S
C37H67Nol3
ClﬁH18N204S
CZlH39N7012

C6H307
C6H1207
C3H603

C3HO
C4Hy0
C,He0

Ce3HgsCON14014P
C17H20N406
C5H9NO4
CeH14N20>
C11H1:N20,

22 * | hozamokrol részletesen késébb szolunk.

** E hozam nem definialhato, mivel itt az 6sszetétellel, nem pedig a valédi felhasznalassal torténik dsszevetés.
2 A hamu elemtartalma: P, Mg, Cu, Co, Fe, Mn, Mo, Zn, Ca, K, Na.
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A fenti formalis szt6hiometriai egyenlet utal a specialis tapanyagigényekre is. llyenek lehetnek
auxotréf mikrobak esetén azok az aminosavak, vagy egyéb vegyuletek, amelyeket a mikroba nem
képes szintetizalni, de életmiik6déséhez nélkiilozhetetlenek vagy valamely vitamin és egyéb
bioszanyag.

Az egyes tapoldat-komponensek, illetve az egyes elemek biztositasara a legkiilonb6z6bb
megkdzelitéseket alkalmazzak.

Kiilonleges jelentésége van a viznek, hiszen a tapoldat egy vizes kozeg, és az €16 sejt ugyszintén
maga is 70-90% vizbdl all. A tapoldatok Osszeallitasanal, elsdsorban tomegtermékek (citromsav,
ecetsav és hasonlok) eldallitasakor sokszor egyszerii csapvizet vagy desztillalt vizet hasznalnak fel, de
igényesebb (pl. gyogyszeripari, rekombinans biotechnoldgiai, szdvettenyésztési) eljarasoknal
szigortbb kovetelményeket kell kielégiteni: ionmentes viz, pirogénmentes viz, meghatarozott
maximum vezetéképességgel rendelkezd viz, Ggynevezett WFI** minSségii viz felhasznaldsa is
szllkségessé valhat. Egy modern biotechnoldgiai tizemben a megfelel6 minbségii viz eléallitasa
ugyanolyan fontos és technoldgiai értelemben bonyolult feladat, mint maga a fermentécio.

A hidrogént mint elemet az archea hidrogénbaktériumok kivételével, amelyek a molekuléris
hidrogén oxidacidjabol fedezik energiaszikségletiket, a legtobb mikroorganizmus a C-/energiaforras
szerves molekulajabol és a vizbol fedezi.

Az oxigén specidlis tapanyag, ezért vele egy kilon fejezetben részletesen foglalkozunk (4.5.
fejezet), itt annyit jegyezziink meg, hogy az anaerobok a szubsztratokban és a vizben 1évé oxigént
hasznositjak, mig az aerobok az atmoszférabdl szarmaz6 molekularis oxigént.

A nitrogénforras nagyon sokféle lehet, ezek legfontosabbjait a késGbbiekben érintjiik, altalaban:
NH," - és NO3 - sok vagy szerves N-tartalmu vegyiiletek, illetve természetes N-forrasok formajaban.

A szénforras a legtobb esetben az energiaforras is (de nem sziikségszeriien), és nagyon sokféle
lehet: cukrok, alkoholok, egyszerii szerves savak, zsirok, olajok stb. Ezek lebontasaval termelik meg a
sejtek azokat az épitdkoveket, amelyekbdl sajat makromolekulaikat, sejkomponenseiket fel tudjak
épiteni.
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4.10. &bra: A taplalékhasznosulas séméja

2 Water for injection, azaz injekciok eléallitasara alkalmas gyogyszerminGségii viz.
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A lebontas soran energia termelddik, ez a felépitd reakciok (valamint a fenntartds) igényeit
hivatott kielégiteni. A nagyon egyszer(i sematikus 4.10. abra vilagitja meg a viszonyokat. A C-forras
hasznosulasanak kvantitativ viszonyairol a 4.2.2. alfejezetben szdlunk.

A fermentécidk sordn felhasznalt taptalajok-tapoldatok szintetikusak, félszintetikusak és
természetes alapuak lehetnek, ezekre egy-egy példat lathatunk a kovetkez6 tablazatokban.

1. Szintetikus taptalaj

4.4. tdblazat: Fermentécids taptalajok

A megadott Osszetételil taptalaj 30 g/dm3 Candida utilis éleszté eldallitasara alkalmas szakaszos

tenyészetben
gldm? hozam
C-forras : metanol 60 0,5
vagy etanol 40 0,75
vagy glukoz 60 0,5*
vagy hexadekéan 30 1,0%*
N-forrés: (NH,),SO4 12
P-forras KH,PO, 1,3
MgSO, 1,5

Elemnyomok: Cu, Co, Fe, Ca, Zn, Mo, Mn 10" mol/dm® mennyiségben.

*jellemz0 érték szénhidratokra (gliikoz, keményito, celluloz stb.)
**jellemz6 érték telitett szénhidrogénekre (n-paraffinok)

2. Felszintetikus taptalaj gomba eredetii protedz termelésére

Kukoricakeményitd 30 g/dm®
Kukoricalekvar 5

Szojaliszt 10

Kazein 12

Zselatin 5

Szeszmoslék por 5

KH,PO, 2.4

NaNO; 1

NH,C1 1

FeSO, 0,01

3. Természetes alapu taptalaj baktériumok eltartdsara

Huskivonat (BACTO BEEF EXTRACT) 10 g/dm®
Pepton (BACTO PEPTONE) 10
Eleszt6kivonat (BACTO YEAST EXTRACT) 5
NaCl 1
Agar 20

Laboratoriumi szinten, foként kutatasi célra, eldszeretettel alkalmazunk szintetikus taptalajokat,
amelyekben tehat szervetlen sokon kiviil csak egy szerves Osszetevd van, a szén-/energiaforras. A
termelési gyakorlatban viszont legtébbszor félszintetikus téptalajokat hasznalnak fel. A harmadik
példaban lathato, foként természetes eredetii komponenseket tartalmazo taptalajokat leginkabb a
mikrobak eltartasa, eldtenyésztése céljabol alkalmazzuk.

A mikrobak és a kiilonb6z6 szovetek tenyésztésénél kezdetben ,,természetes” anyagokbol,
novényi ¢€s allati anyagok kivonataibol, élesztékivonatbdl, huslevesbdl, tejbdl, tejsavobol és
vérsavobol stb. készitett tapoldatokat (komplex tapoldatokat) hasznaltak. Ezek a tapoldatok azért
voltak kedveltek, mivel gyakorlatilag minden (vagy csaknem minden) organizmus szamara megfeleld
tapanyagokat tartalmaznak. Nagy hatranyuk azonban, hogy kémiailag nem jél definialtak, dsszetételiik
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széles hatarok kozott ingadozhat (a tenyésztés vagy termesztés helyétdl, az id6tdl és iddjarastol,
valamint egyéb tényezOkt6l fiiggben). Jorészt azért torekedtek a kémiailag definialt, szintetikus és
félszintetikus tapkozegek megkonstrualdsara, hogy az allandé mindségli taptalajt biztositani lehessen.
Mindazonaltal az ipari gyakorlatban ma is sok természetes eredetii tapoldatkomponenst alkalmaznak.

A fermentécios ipar C- és energiaforrdsa altalaban valamilyen novényi eredetli szénhidrat. Tiszta
glukdzt vagy szahardzt a koltségtényezok miatt ritkan hasznalnak egyediili szénforrasként, legtobbszor
csak olyan folyamatokban, amelyek rendkivil pontos fermentécidvezetést kovetelnek meg. A
szahardzgyartas mellékterméke, a melasz a legolcsobb szénforrasok kozé tartozik, és jellemzden a
hagyomanyos erejedési iparokban: a szesz- és pékélesztégyartasban alkalmazzak. A siirtin folyos
anyag mintegy 80% szérazanyag-tartalma kb. 50%-ban cukrokat, elsésorban szahardzt és amellett
jelentds mennyiségli nitrogéntartalmii anyagot, vitaminokat és &asvanyi sokat, elemnyomokat is
tartalmaz. A melasz Osszetételének esetenként jelentGs valtozasai a termesztési teriilettdl, az
id6jarastol és az egyes cukorgyarakban alkalmazott technologidk kiilonboz6ségébol adodnak. Egy
jellemz6 melaszosszetételt mutat be a 4.5. tdblazat.

4.5. tablazat: Répacukormelasz dsszetétele és néhany jellemzdje
(Szolnoki Cukorgyér, 1993/94. évi kampéany adatai)

Szarazanyag-tartalom 81%
Hamutartalom 11,9%
Viszkozitas 7644 cP
pH 8,16
Osszes cukortartalom a szarazanyagban 46,9%
invert cukor 0,9%
raffinéz 1,24%
Osszes Ntartalom 2,3%
asszimilalhatéo N 0,87%
NO3 0,62%
Ecetsav 1,1%
K-tartalom 2,6%
Na-tartalom 0,7%
Ca-tartalom 0,7%
Biotin 0,0584 mg/kg

A kukorica alapt keményitébdl torténd gliikkoz gyartasakor a gliikoz kikristalyositasa utan
visszamaradd mellékterméket, illetve a kiilonb6z6 bontasfokti hidrolizatumokat ugyancsak széles
korben és nagy mennyiségben hasznéljak C-/energiaforras alapanyagaként.

A malatakivonat, a csiraztatott, majd elcukrositott arpa vizes kivonata kimondottan kedvezo
taptalaja szamos élesztének, gombanak és fonalas baktériumnak. Szarazanyaganak szénhidrattartalma
kb. 90-92 %, amely hex6zokbdl (glukoz, fruktdz), diszaharidokbdl (maltdz, szahardz), triszaharidok-
bol (maltotriéz) és dextrinekbdl all. Fehérjéket, peptideket, aminosavakat, purinokat, pirimidineket,
valamint vitaminokat is tartalmaz. A malatakivonat tartalmu taptalajokat kiméletesen kell sterilezni. A
savanyu pH-érték, a redukald cukrok és az aminosavak egyuttes jelenléte ugyanis Maillard-reakciéhoz
vezet. A barna kondenzaciés termékek kialakulasaval jaré folyamatok soran az aminosavak
(mindenekel6tt a lizin) vagy a fehérjék aminocsoportjai a redukalé cukrok karbonilcsoportjaival
reagalnak. Az igy létrejott kotéseket a mikroorganizmusok mar nem képesek megbontani. Ezért a
karamellizalodas mellett a Maillard-reakcio a f6 oka annak, hogy a taptalajok a sterilezés soran
karosodnak. Ennek kdvetkeztében a fermentacio végtermék-kihozatala jelentésen csokkenhet.

A keményitét és a dextrint az amilaz enzimet termeld torzsek szénforrasként kozvetlendl is
hasznositjak. Az utobbi idoben a keményitd az etanol-el6allitds kiindulasi anyagaként valt igen
jelentdssé. Ma jellemz6 az un. nagy volument fehér biotechnologiai eljarasok zomére (tejsav, tejsav
alapli PLA[politejsav], citromsav, gliikkonsav stb.) hogy kukoricabdl vagy kukoricakeményit6bol
(esetenként buzabdl) szarmazé hidrolizistermékeket alkalmaznak szén-/energiaforrasként. Torekvés az
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is, hogy az ilyen eljarasoknal egyrészt olyan mikrobékat alkalmazzanak, amelyek képesek maguk a
keményité bontasara, vagy egyidejlleg torténjék az enzimes keményitébontas és maga a fermentacio
(SSF, azaz simultaneous saccharification and fermentation).

A szulfitlag a celluldzipar cukortartalma mellékterméke. Szarazanyag-tartalma mintegy 9-13%, és
elsésorban élesztOk tenyésztésére hasznalatos. A tileveli fak feldolgozasakor visszamarado
szulfitligok mintegy 2-3% cukrot tartalmaznak, amib6l kb. 80% hexo6z (gliikdz, manndz, galaktoz), a
tobbi pentdz (xildz, arabindz). A lombos fak feldolgozésa soran képz6dé szulfitligok elsdsorban
pent6zokban gazdagok.

A celluléz fermentacios alapanyagként torténd felhasznalasa lehetéségének megteremtésén
napjainkban nagyon intenziven dolgoznak. A vilagban évenként Ujratermel6dd celluldz, illetve
lignocellul6z komplex mennyisége mintegy 10" tonna. Ebbél igen nagy mennyiség hulladékként
elvész (pl. szalma, kukoricaszar és -csutka, faforgacs). A cellulézt nem lehet kdzvetlendl
szénforrasként hasznositani, el6szor kémiailag vagy enzimesen hidrolizalni kell. A vilagszerte
hatalmas kutatasi forrasokat emészté lignocelluloz-bontasi kérdéskor ma még korantsem megoldott,
mind a genetikai torzsmodositasok, mind a technologiai fejlesztés teriiletén még nagy elérelépések
szlikségesek és varhatdak, amig a gazdasagos lignocellul6z-bontés a jov6 fermentacids iparanak (és
evvel a kémiai és energiaiparnak is) a legnagyobb alapanyagforrasa lesz.

A novényi olajok (szdja-, gyapotmag- és palmaolaj) féként mint kiegészitd anyagok johetnek
szoba. Jellemzéen az antibiotikum-iparban alkalmaznak olyan habzasgatlé olajokat, amelyek
egyszersmind C-forrasul is felhasznalddnak.

Széntartalméat tekintve napjainkban a metanol még mindig az egyik legolcsobb fermentécids
alapanyag, de csak kevés baktérium és élesztd képes azt metabolizalni. Eddig a metanolt elsésorban a
20. szazad utolsé harmadaban az SCP (egysejt fehérje=single cell protein) eléallitasara, tovabba a Bi,-
vitamin gyartés alapanyagaként hasznaltdk. Ma mar a metanol nem ,,divatos” C-forréas, de kénnyen
azza lehet ismét, ha a nem petrolkémiai alapli metanol-el6allitas gazdasagosan lehetségessé valik
(gondoljunk példaul a magyar Nobel-dijas Olah Gydrgy-féle ujszeri metanolkémiara).

A celluloz, valamint a keményitd elcukrositasa és fermentacidja révén keletkezd etanol kielégitd
menyiségben all rendelkezésre. Elénye, hogy sok mikroszervezet egyediili szénforrasként is képes
metabolizélni. Természetesen csak olyan esetekben érdemes C-/energiaforrasként felhasznalni, amikor
az etanol jelenlétének valamilyen plusz elénye van a cukorhoz képest (példaul oldoszere valamely
vizben rosszul old6do tapoldat-komponensnek, prekurzornak).

A paraffin szénhidrogének koziil els6ésorban a C;,—Cig ladnchosszisagl alkanokat képesek
bizonyos mikroorganizmusok metabolizalni. Az 1960-as évek elején az alkdnokban a szénhidratok
alternativ anyagait lattdk. A megndvekedett olajarak, valamint a megujuld szénforrasigény miatt
azonban az alkanok mint fermentacids alapanyagok napjainkban mar nem jéhetnek sz6ba.

A mikroorganizmusok kozil sok képes szervetlen, ill. egyszeri nitrogéntartalmti vegyiileteket
(ammoniat, ammoniumsokat, karbamidot) N-forrasként hasznositani, mig masok névekedésiikhiz
szerves N-forrast igenyelnek. Ipari léptékben hasznélatos N-forrdsok lehetnek: széjadara, -liszt,
kukoricalekvar, malata, buzasikér, alkohol desztillacios maradék, valamint allati eredetii fehérjék, mint
amilyen a halliszt, vér, hasgyari hulladék, ill. hashidrolizatum, valamint a tejsavo. Nagyon jol
metabolizalhat6 szerves nitrogénforras a kukoricalekvar® amely a kukoricakeményit6-elallitas Gn.
izoleucint, treonint, valint, fenil-alanint, metionint és cisztint), valamint vitaminokat is tartalmaz. A
cukortartalom dontd tobbségét a tejsavbaktériumok az eldallitds soran tejsavva alakitjak. A
kukoricalekvarral kapcsolatban is igazak a melasznal emlitettek a valtoz6 sszetételre vonatkozdan.
Egy jellemz6 kukoricalekvar-0sszetételt mutatunk be a 4.6. tablazatban.

Az élesztékivonat® igen sok mikroorganizmus szamara jo taptalaj. Az élesztékivonatot foképpen
pékéleszt6bdl vagy Candida torzsekbdl allitjak elé (50-55 °C-ra melegitve, autolizissel, vagy NaCl

% (az angolnyelvii irodalomban corn steep liquor, CSL)
% (az angolnyelvii irodalomban yeast extract, YE)
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jelenlétében plazmolizissel, majd az igy kapott feltdrvany vizes extraktuméanak porlasztva
széritasaval): aminosavakat, peptideket, vizoldhatd vitaminokat és szénhidratokat tartalmaz. Az
élesztOben 1évo glikogén és a trehaldz az eldallitas folyaman gliikdzza alakul. Az élesztOkivonat
jellemzden teljes mértékben vizoldhato.

A peptonokat (fehérje-hidrolizatumokat) igen sok mikroorganizmus képes hasznositani. Ipari
felhasznalasukat jorészt az korlatozza, hogy dragak. A zselatinbol szarmazo pepton gazdag prolinban
és hidroxi-prolinban, de szinte egyaltalan nem tartalmaz kéntartalmd aminosavakat. A keratinbol
szarmaz6 peptonban sok prolin és cisztein van, de a lizin hianyzik bel6le. A ndvényi eredetli peptonok
(sz6japepton) sok szénhidratot tartalmaznak. A hidrolizis modja — savas vagy enzimes — is
befolyasolja a végtermék Osszetételét. Ma igen sokféle mikrobioldgiai célra felhsznalhaté pepton
kaphat6 a kiilonb6z6 gyartoktol: his, tej — vagy ndvenyi eredetben és a hidrolizisben kilonboznek,
ennek kovetkeztében Osszetételiik is igen kiilonbozo lehet. Lényeges tulajdonsaguk, hogy teljes
mértékben vizoldhatdak.

A szojaliszt 1ényegében 6rolt szojamagpogacsa, amely az olaj kivonasa utan visszamarado
komplex tapanyag. A szojaliszt fehérjetartalma 50%, szénhidrattartalma mintegy 30%, a maradék
anyagok kozll fontos a zsir-, illetve a lecitintartalom (1, ill. 1,8%). A szojalisztet elsésorban az
antibiotikum- fermentaciokhoz hasznaljak, mert a viszonylag lassi metabolizal6das miatt nem okoz
katabolit-repressziét.

4.6. tdblazat: A kukoricalekvar 6sszetétele

Szarazanyag-tartalom 50%
Fehérjetartalom 24%
Szénhidrat 5,8%
Zsirok 1%
Rosttartalom 1%
Hamutartalom 8,8%
Biotin 0,88 mg/kg
Piridoxin 19,36 mg/kg
Tiamin 0,88 mg/kg
Pantoténsav 74,8 mg/kg
riboflavin 5,5 mg/kg
Szabad aminosavak 4,9%
ezen belll

arginin 0,4%

cisztin 0,5%

glicin 1,1%

hisztidin 0,3%

i-leucin 0,9%

leucin 0,1%

lizin 0,2%

metionin 0,5%

fenilalanin 0,3%

tirozin 0,1%

valin 0,5%

A kiilénb6zé mikrobak ndvekedésifaktor-igénye ritka esetben kvantitative meghatarozott. Van
olyan mikroba, amelyik egyéaltalan nem igényel ilyen vegylleteket, képes valamennyi fontos vitamint
szintetizalni. Erdekes hatasa van a biotinhianynak a Corynebacterium glutamicum-ra: biotinhiany
esetén a sejtmembran permeabilitasa megvaltozik, a sejt nem képes a szintetizalédott glutaminsavat a
sejtben tartani, az a fermentlébe diffundal. A vitaminokat szintetikus kozegbe tiszta kémiai vegylet
formajaban adjak, gyakran az éleszt6kivonat egyben novekedésifaktor-forrasként is szolgal, mivel
tiamint, riboflavint, piridoxint, pantoténsavat, niacint és biotint is tartalmaz.
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Bizonyos fermentécidk (citromsav, riboflavin) nagyon érzékenyek — rendszerint a természetes
tapanyagokkal bevitt — fémekre, bizonyos elemnyomokra. A nagy termékhozam biztositasa érdekében
ezeket a fémeket el kell a tapoldatbdl tavolitani. Ez térténhet Kicsapassal (foszfattal, karbonattal,
ferrocianiddal), folyadékextrakcidval és adszorpcidval. Bizonyos esetekben elemnyomhiényt el lehet
gy is érni, hogy ha a fermentacios tapoldatba kelatképzé vegyiiletet adnak.

Az elmondottakbdl talan kivilaglik, hogy a fermentécios ipar nyersanyagai csaknem 100%-ban az
évenként megujuld novényvilagbdl szarmaznak, ez ad ennek az iparagnak oriasi perspektikus
jelentdséget! A fokozatosan kimeriild szénhidrogénbazist képes ez az ipardg az évenkent megujulo
szénhidrat- és fehérjeszubsztrat-bazissal kivaltani.

Uzemi 1éptékben a fermenticios tapoldatfejlesztésnél a gazdasagi megfontolasok dontdek. Olcso
végtermék esetén csak olcso alapanyagok johetnek szoba, mig nagyértékii produktumnal a hozam
elsorendii fontossagu, ezért ezeknél (szteroidhormonoknal, monoklonalis ellenanyagoknal) a
nyersanyagok ara nem jatszik olyan fontos szerepet.

A nagy termelési volument jelenté fermentaciok esetén minél egyszeriibb tapoldat-Osszetételt
alkalmaznak, els6sorban cukorforrast, amely rendszerint egy sor N-tartalmu anyagot is tartalmaz (pl.
biza- vagy kukoricaliszt-hidrolizatum a C- és a f6 N-forras is egyben), és valamely szervetlen N-
forras-kiegészit6t, mint az (NHy),SO,.

Az antibiotikumot termeld torzsek szaporitasahoz altalaban komplexebb tapoldatokat alkalmaznak.

A kiemelked6 antibiotikum-titert produkéalo torzsek torzsfejlesztésével parhuzamosan folyik az
ezeknek legjobban megfelel6 tapoldatkomponensek meghatarozasa. Minden 0] ,,szuperklon™ optimalis
tapoldat-Osszetételét Ujra és Gjra meg kell hatarozni. Néha az 0, fejlesztett torzsnek specidlis igénye
van (gondoljunk az auxotrofok specialis igényeire), amellyel a sziil6tdrzs nem rendelkezett.

A komplex N-forrasokat a legtobb antibiotikum-fermentacional szervetlen N-forrassal egészitik ki,
(NH,),SO,4, NH,CI vagy néha valamilyen nitratsd6 formajaban. Nem ritka azonban az éleszto, ill.
¢lesztéhidrolizatum alkalmazasa sem, amely egyben novekedésifaktor-forrasként is szerepel. A C-
forrasok széles skaldja johet szOba az antibiotikum-fermentacioknal. A C-forras fermentécid kézben
torténé adagolasa mara tilnyomé gyakorlatta valt (fed batch technika). A gluk6z nagy koncentra-
ciéban ui. nagyon sok antibiotikum bioszintézisét katabolit represszidval akadadlyozza, és mas
fermentacidknal is elénytelen (lasd pékéleszt6 elballitasa). A gliikozszintet ezért megfeleléen alacsony
értéken szilkséges tartani a tenyésztés soran, kilondsen a fermentacié méasodik szakaszaban, ahol az
antibiotikum-szintézis torténik. Gyakran hasznalnak keverék C-forrasokat is, pl.: glik6z- és keményi-
tokeverék C-forrassal inditjak a fermentéciot. A sejtndvekedést a kdnnyen asszimilalhato glikéz biz-
tositja, mig a termelési szakaszban a biomassza amilazrendszere a keményit6bol lassan szabaditja fel
az asszimilalhat6 glukozt, és igy a katabolit represszié nem érvényesil. Hasonlé megfontolas alapjan
alkalmaztak laktozt is (glikdz helyett) a penicillin-eldallitas kezdeti korszakaban. Gyakran adagolnak
névényi olajokat is az antibiotikum-termelési szakaszban C-forrasként. A névényi és allati zsiradékok
(sz6ja-, kukorica-, napraforgéolaj, metiloleat, hal- és diszndzsir) a kovetkezd elényos tulajdonsagokkal
rendelkeznek: lassan asszimilalddnak, viszonylag olcsok, jél adagolhatdk, habzasgatlé tulajdonsaguak,
bizonyos esetekben — kilondsen nyirohatasra érzékeny mikrobaknal — védoé hatasuak és nem
utolsésorban nincs katabolit repressziét okoz6 hatdsuk. Az elmondottak szerint az antibiotikumok
fermentacios tépoldata komplex természetli, amelynek elkészitésénél természetes anyagokat
hasznalnak C- és N-forrasként. Ebbol adodik, hogy a tapoldatok asvanyi anyagainak optimalasat
csaknem lehetetlen elvégezni, mivel a természetes nyersanyagok asvanyianyag-osszetétele jelentésen
valtozhat. A kukoricalekvarban bizonyos fémek koncentracéja akar egy nagysagrendet is ingadozhat.

Ennek ellenére az 4svanyi 0sszetevok optimaldsa fontos kérdés, mindent meg kell tenni a lehetéleg
optimalis dsszetétel megtalalasara.

Az alkoholtartalmu italok (sor, bor), ill. az ipari szesz el6allitasara, tovabba takarmany- és
stit6éleszté- gyartashoz egyarant ndvényi szénhidratokat és nitrogéntartalmd vegyuleteket, valamint
szervetlen nitrogénforrést hasznalnak alapanyagként (arpat, kukoricat, gyumaolcslevet, melaszt). Mivel
az ¢élesztd a keményitét nem képes lebontani asszimilalhatd és erjeszthetd cukorra, ezért a kemé-
nyitotartalmi alapanyagokat el6zetesen el kell hidrolizalni egyszerti cukrokka (maltozza, gliikozza).
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A lignocellulézok hidrolizisénél pentdzok is képzddnek, ezek felhasznalasara csak bizonyos
éleszték (pl. Candida utilis) képesek, igy a szulfitlig ,.élesztésitésénél” ezt az élesztét hasznaljak.
Sziikséges megjegyezni, hogy az alkoholgyartasi eljarasok néhany olyan mellékterméket is
produkalnak, amelyeket mint tapanyagokat lehet méas fermentécioknal felhasznalni (soréleszto,
alkohol-desztillaciés maradék?’ stb.)

A ndvényi, de kuldndsen az allati sejtek novekedesukhdz vitaminokat, ndvekedési faktorokat is
igényelnek: &ltalaban a teljes oldhat6 vitaminspektrumot tartalmazzak a ndvényi és az allati szovetek
szaporitasara szolgalo tapoldatok. A kovetkezd 4.7. és 4.8. tablazatokban egy-egy klasszikus, novényi
sejttenyesztésre es allati sejtek tenyésztésere alkalmas alaptapoldat dsszetétele lathato.

A ndveényi sejtek, szovetek tapanyagigenye igen komplex: nagyon nagy szamu szerves vegyuletet
igényelnek novekedésiukhoz. Tobbek kozott ndvényi hormonokat, reguldtorokat (gibberellint, kinetint,
indol-ecetsavat, naftol-ecetsavat, 2,4-dikl6r-fenoxi-ecetsavat). A novényi sejtek még az optimalis
koriilmények kozott is nagyon lassan ndvekednek, generacios idejik 2 nap vagy ennél is nagyobb, és
jorészt ennek tulajdonithatd, hogy a ndvényi sejttenyészetekkel eldallitott szekunder anyagcsere-
termékek szdma ma még nagyon korlatozott.

4.7. tblazat: MURASHIGE-SKOOG tapoldat névényi sejtek szuszpenzids és kallusz kultirajahoz

__ Osszetevé mg/dm’ Osszetevo mg/dm’
ASVANYI SZERVES

ANYAGOK OSSZETEVOK

NH,NO; 1650 Szahar6z 30 000
KNO; 1900 Agar 10 000
CaCl,.2H,0 440 Glicin 2
MgSQO, 7H,0 370 Indolecetsav 1-30
KH,PO, 170 Kinetin 0,04-10
Na,-EDTA 37,3 Myo-inozit 1
FeSO, .7 H,0O 27,8 Nikotinsav.HCI 0,5
HsBO; 6,2 Piridoxin.HCI 0,5

Mn SO, .4H,0 22,3 Tiamin.HCI 0,1

Zn 804 4H20 8,6

Kl 0,83

NazMOO4 ZHZO 0,25

Cu SO, .5H,0 0,025

CoCl, 6H,0 0,025

Az emléssejtek — mint amilyen a HeLa (emberi karcinoma) és az L-sejtek (egér fibroplaszt) vagy a
CHO-sejtvonalak® — tenyésztéséhez nagyon komplex tapoldatokra van sziikség, amelyek tébbek
kozott eredetileg 5-10% szérumot (16-, illetve marhavérszérum) is tartalmaztak (lasd az alap Eeagle
tapoldat Osszetételét), ami igen-igen draga médiumkomponensnek szamit. Az antitestet termeld
hibriddmak felfedezése kihivast fogalmazott meg a kutatok szdméra: olcsdbb, kémiailag definialt,
szérummentes tapoldatot kellett kidolgozni, amelyen a hibridomékat (és egyéb emldsszoveteket) ipari
léptékben, olcson lehet szaporitani. A komplex tapkozeg helyettesitésére azért is szlikség volt, mivel
ilyen tapoldatbol nagyon nagy nehézségbe Utkozott az antitestek izolalasa. Ennél a feladatnal ismét
bebizonyosodott, hogy a feldolgozas szempontja alapvetéen befolyasolja az optimalis tapoldat-
Osszetételt. Mas szdval az optimalis dsszetétel keresésénél a mikroba vagy egyéb sejtek novekedési és
termékképzOodési szempontjai mellett, a termék izolalasra is figyelemmel kell lenni. A kidolgozott
szérummentes kozegek aminosavakat (elsdsorban glutamint), vitaminokat, koenzimeket, nukleinsav-
komponenseket, hormonokat (inzulint, transzferint), szénhidratokat, lipideket (pl. linolsavat) és sokat

2" |lyen melléktermékek: Distillers Dried Solubles DDS, Distillers Dried Grain DDG, Distillers Dried Grain with
Solubles DDGS.

%8 A Hela egy Henrietta Lacks nevii, karcinomaban elhiinyt, beteg immortalizalt rakos sejtvonala. Chineese
Hamster Ovary, Kinai aranyhorcsdg petesejt.
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tartalmaznak. Ma mar az egyes specidlis sejtvonalakra egyedileg kidolgozott és optimalizalt
Osszetételli tapoldatok kereskedelmileg beszerezhetdek.

4.8. tablazat: EAGLE tapoldat allati sejtvonalak tenyésztésére

OSSZETEVOK mg/dm’ OSSZETEVOK mg/dm’

L-aminosavak Vitaminok
arginin 105 kolin 1
cisztin 24 folsav 1
glutamin 292 inozit 2
hisztidin 31 nikotinamid 1
izoleucin 52 pantoténsav 1
leucin 52 piridoxin 1
lizin 58 riboflavin 0,1
metionin 15 tiamin 1
fenilalanin 32 Asvanyi sok
treonin 48 NaCl 6 800
triptofan 10 KCI 400
tirozin 36 CaCl, 200
valin 46 MgCl,.6H,0 200

Szénhidratok NaH,PO,.2H,0 150
glukoz 1000 NaHCO; 2 000

Szérum 5-10%

4.2.2. A szénforras és hasznosulasa

A fermentécids gyakorlatban alkalmazott hagyomanyos C-forrasok a szénhidratok: tiszta kristalyos
glukoz, gliikoztartalmi keményité-hidrolizdtum, a kukoricakeményit alapu glikozgyartas soran a
glikdz kristalyositasakor visszamaraddé anyallg, szaharéz vagy szahardztartalmd melléktermékek
(nad- és répacukormelasz), esetenként egyéb cukortartalmui anyagok. Az un. nem konvencionalis C-
forrdsok kozeé sorolhatok a kiilonbdzo alkanok, alkanolok, mint az etanol és metanol, valamint a
celluloz és celluloztartalmu ipari vagy mezdgazdasagi hulladékok, melléktermékek.

Celluléz esetén tulajdonképpen szintén glukozhasznositasrol beszélhetiink. A celluléztartalmu
anyagok hasznositdsa el6tt természetesen nagy perspektiva all. Ugyszintén a nem konvencionalis
szubsztratok kozé sorolhatok a kiilonbozé szénhidrogének, metan- és n-paraffinok. Komplex
tapoldatok esetében ezeken felul akdr aminosavak, illetve fehérjék vagy zsirok, olajok is jelenthetik a
C-forrast.

Barmi is legyen azonban a mikroba tényleges C-forrasa, végeredményben az alapvet6 biokémiai
reakcioutak mentén hasznosul, egyrészt a felépités alap épitékoveinek néhany kulcsvegyiiletén
keresztlil, masrészt az ezen utak mentén hasznosithatéva valé energia formajaban.

Ezek a kulcsvegyiiletek, illetve kulcs metabolikus utak lathatoak a kdvetkezd abrakon. Itt egyrészt
lathatjuk azokat a molekulakat, amelyek a metabolizmus f6 ,tehervisel6i” (4.11. abra), masrészt a
centralis metabolit utakat. Ezek koziil a glikolizist (EMP ut) és kiegészit6jét, azaz a pentdz-foszfat
utat (hex6z monofoszfat sont) emlitjiik elséként (3.47. és 4.12. abra). E két centralis lebontési séma
egymas mellett funkcional, gyors mikrobandvekedés esetén 2:1, lassi névekedés esetén 10:1 vagy
akér 20:1 aranyban a glikolizis javara. A glikolizis lebontja a 6 C-atomos cukormolekulat 3 C-atomos
piroszélésavra (illetve 2 C-atomos AcCoA-ra), mikzben csekély mértékben energia is hozzaférhet6vé
valik (2 ATP mol glik6zonként), utbbi pedig kapcsolatot teremt a 6 C-atomos cukrok és a 3, 4, 5, 6,
7 C-atomos cukrok kozott. A 4.13. dbra a néhany baktériumban az EMP ut alternativajaként miikodo
Entner-Doudoroff -utat vézolja fel.
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4.11. abra: Az anyagcsere legfobb kulcsvegyiiletei: ATP, AcCoA, NAD
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4.12. dbra: A pentdzfoszfat anyagcsereut
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4.13. dbra: A cukorlebontas Entner Duodoroff anyagcsereutja
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4.14. dbra: A citratkor és az anaplerotikus reakciok

A citratkdr (TCA)®, mint a kovetkezé nagyon fontos centralis metabolikus kérfolyamat, kiegé-
szitve anaplerotikus reakcidival és a gyakran rendkivil fontos gloxilat sonttel lathatd a 4.14. abran.

A 4.15. abra dsszefoglaléan mutatja egy aerob heterotr6f mikroorganizmus lehetséges C-forras
hasznosulasanak kapcsolodasait. E szerint a hasznosuldsnak harom szintje van: az elsé szinten a
szubsztratok hidrolizise valosul meg: a poliszaharidok egyszer(i cukrokka, a fehérjék és részlegesen
lebontott fehérjék aminosavakka és a zsirok-olajok zsirsavakka és glicerinné bomlanak le. Ez a szint
leggyakrabban teljes egészében extracelluléris enzimek segitségével folyik. A bontastermék monomer
C-forrasok azutan kémiai természetiknek megfeleléen a masodik szintre kapcsolodnak be: a
monoszaharidok, illetve a glicerin a glikolizis soran pirosz6l6savva, majd acetil koenzim-A-va

2 TCA ciklus=trikarbonsav kér vagy Szent-Gyérgyi Krebs ciklus
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alakulnak, és igy kapcsolddnak a harmadik szint TCA-ciklusaba, mig a tobbi a TCA mas megfeleld
pontjan tud bekapcsolddni a korfolyamatba. A masodik és a harmadik szint funkcioja kettds: egyrészt
szolgaltatja a hozzaférhet6 kémiai energiat (ATP), masraszt szolgaltatja azokat az intemedier
molekulékat, amelyek a felépités reakciosoraihoz sziikségesek. llyen értelemben a TCA egyrészt
eltlinteti a teljes energiahordozd szerves molekulat (CO, formajaban), masrészt szallithatdva teszi az
energiahordozd H-atomokat (elektronokat) NADH (és FADH,) forméajaban, ugyanakkor a feltoltési
(anaplerotikus) reakcidkkal a felépitéshez sziikséges alapmolekul&krél is gondoskodik. Az aeroboknél
a TCA kiegésziil a hatékony energiafelszabaditast lehetové tevo terminalis oxidacioval (4.16. abra),
mig a fermentativ mikrobdk (erjeszt6 éleszt6k) csak a glikolizis soran felszabadul6 energiat
hasznosithatjak.

POLISZAHARIDOK FEHERJEK ZSIROK AROMASOK
L AT—
Hexozok AMINOSAV  glicerintzsirsay fggﬁgﬁ;
gliikoz
L
PYR, | I
ALAP
METABOLIKUS
- ATALAKULAS
AcCoA o KETOGLU-  OXAL]
TARSAV ECETSAV
ENERGIA
A 4 5
BOROSTYAN
/K(")SAV
»~
TCA
' ; s
: OXIDATIV FOSZFORILEZES

4.15. abra: A C-forras felhasznélas anyagcseredtjainak szintjei

Cukor C-forras esetén Osszefoglaloként és emlékeztetdként a glikolizis-TCA-terminalis oxidacio
harmasat egy alahlzassal nyomatékositott felkialtojellel szemléltetjik a 4.5. animéacion.

CEN rm! AEROR
ANYAGCRREUTAK

4.5. anim&cio: Kozponti aerob anyagcsereutak

A nem aerob, fermentativ mikroorganizmusok esetében a termindlis oxidacidénak a redukalt
koenzimeket visszaoxidald szerepe nem funkciondlhat, ezért erre egyéb anyagcsereutakat hasznéalnak
az ilyen minkroorganizmusok. Ezekre lathatunk példakat a kovetkezd abrakon.

A mikrobak egy fontos csoportja, a tejsavbaktériumok, anaerob médon a glikolizist kzar6lagosan
hasznaljak energiatermeld anyagcsere-folyamatként, kiegészitve azt egy (homolaktikus tejsav-
fermentacid) vagy néhany olyan reakcidval (heterolaktikus ferrnentacid), amelyek a NAD vissza-
oxidalasanak funkciojat toltik be (4.17. abra). E mikrobakon kivil is vannak olyan mikroorganiz-
musok, amelyek hasonléan anaerob anyagcserét folytatva a cukrot kisebb moéltomegii termékekké
alakitjak az energiatermelésik és NAD-oxidaciojuk soran. Ezeket a lehet6ségeket Osszefoglaldoan
mutatja a 4.18. abra. Ezen anyagcseretermék-képzési sokféleség nemcsak abbdél a szempontbél fontos,
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hogy e fermentativ organizmusok képesek anaerob koriilmények kozott is energiat termelni, hanem ez
az alapja a fehér biotechnoldgia egy sor eljarasanak is (tejsav, anaerob ecetsav eldallitas, etanol
fermentéacid, aceton-butanol fermentacio stb.).

/ s
NADH— FPi~=KoenzimQ—-cyt cytc —cyt
P ATP
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ATP

11 168 - :
. .5 022V
\ § 46k

11 s4
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100 k&I
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4.16. abra: Terminalis oxidacio
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4.17. dbra: Homolaktikus és heterolaktikus fermentacio
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L, @

.

ACETOIN
]@

2,3-BUTANDIOL

Acetolaktat

ACETON

PROPIONSAYV

PROPANOL Butiril-CoA

IZOPROPANOL

VAJSAV

PROPANOL
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4.18. 4bra: Anaerob (fermentativ) NAD regeneralas és anyagcseretermékei

BUTANOL

A mikroorganizmusok szénforras-hasznositasanak mértéke a fentiekben definialt és Monod, illetve
Herbert altal bevezetett hozam, Y,s. Ezt régebben hozamkonstansnak nevezték és allandé értéknek
tartottak. Kiderllt azonban, hogy értéke nem csupan az alkalmazott C-forrastol (lasd a 4.4. tablazat
adatait) és az alkalmazott mikroorganizmustdl fiigg, hanem a tenyésztési korllményeknek is
fliggvénye. Hogy ezt mélyebben megérthessik, vizsgaljuk meg kvantitative a mikroba altal felhasznalt
C-forras ,,sorsat”: mire forditodik, mire hasznalja fel az é16 sejt?

A C-forras egy része beépiil az Gjonnan képzOdott sejtekbe, az 0j sejttomeg szeneként jelenik meg.
Tudjuk tovabba, hogy nem csekély része arra forditodik, hogy a fentiekben réviden dsszefoglalt
anaerob vagy aerob lebontas soran felszabadul6 és ATP formdajaban raktarozott energia a mikroba
energiaigényes anyagcsere-folyamatai részére rendelkezésre alljon. A teljes szubsztratfogyasnak (AS)
beépult részét jeldljik ASc, az energiatermelésre forditott részét ASe mennyiségekkel. Ekkor felirhato
a teljes szubsztratfogyasra, hogy

AS=AS_+AS, . (4.7)

Az egyenletet a Ax U] sejttémeggel elosztva az eredé hozam reciprokat nyerjiik:

AS_AS  AS 49)
AX  AX = AX

1 1.1 (4.9)
Yxls YC YE

ahol Y a beépilésre ill. Y az energiatermelésre jellemz6 hozamkifejezések.
Kérdés, hogy ez a két részre bontas csupan formalitas-e, vagy meg is adhat6 pontosan a beépi-

lésre, illetve energiatermelésre forditott szubsztrat mennyisége. Maga az eredd hozam kisérletesen
meghatarozhato: mérni kell a képz6dott 1j sejttomeget és az ehhez dsszesen elfogyasztott C-/energia-
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forrds mennyiségét, illetve abrdzolni a mikrobandvekedést a szubsztrafogyas fliggvényében, és a
kapott gorbe iranytangensei adjak meg az eredd hozam értékét™.

Az Y érték kdnnyen szamithatd az aldbbi anyagmérleg-egyenlettel:
a,AX=a,AS,, (4.10)

ahol o, a mikroba (szarazanyag) C-tartalma, amely atlagosan 0,46-0,50 (azaz 46-50%) koruli érték,
oy a szubsztrat C-tartalma (pl. gliikdz esetén: 72/180 = 0,4; etanol esetén: 24/46 = 0,52).

A (4.10) egyenletbdl atrendezve megkapjuk a beépiilésre jellemz6 szénhozamot:

Ax o
22Xy 4 4.11
AS, ° (*.11)

Y tehat a mikroba és a szubsztréat széntartalmanak ismeretében kénnyen szdmithato, és most mar
(4.9)-bdl Ye-t kifejezve az energiahozam is becsiilhet az eredé hozam ismeretében:

o
Y, .—L
a, Y 0
Y = = xIs (4.12)
% Yx/s o, = Y></s 0y
A,

Néhany fermentacio esetén a termék mennyiségébol becsiilhetd Ye értéke. E fermentaciok esetén a
termék olyan primer anyagcseretermék, amely egyértelmiien az energiafelszabaditas soran képzodik.
Ilyen fermentacio az alkoholos erjedés gliikdzon élesztével, hiszen itt a mikroba csak az etanol
képzbédéséért felelds glikolizis soran felszabaduld energiat hasznositja, az etanolbdl Acetobacter aceti
segitségével aerob koriilmények kozott torténd ecetsav-fermentacié (hagyomanyos ecet-technoldgia):
itt elészor az etanol dehidrogénezédik, majd a NADH + H' oxidalodik, és energia termelddik a
termindlis oxidacié soran. llyen a gliikonsav-fermentacio is glikoz alapon pl. Acetobacter suboxydans
torzzsel, ahol az el6bbihez hasonlé dehidrogenezés torténik (ezekkel és mas hasonl6 folyamatokkal
foglalkozunk a 3. fejezetben). Latjuk tehat, hogy olyan fermentécidk esetén lehet az energiatermelésre
kovetkeztetni a termék- képz6désbol, ahol a termék az energiatermelés céljabol képzodik, és a szénnek
csak egy kicsiny (ha egyéaltalan mérhet6) része forditodik beépiilésre.

Az asszimilélt (beépilt) és disszimilalt (energiatermelésre forditott) szubsztrat megoszlasat
kiilonbozo esetekben szemlélteti a 4.9. tablazat. Az adatok igen érdekesek és tipikusak, a levonhato
altalanos kovetkeztetések pedig — amelyeket természetesen sokkal tobb adattal is igazolni lehetne — az
alabbiak:

— az aerob energiafelszabaditds hatasfoka jobb az anaerobnal, tobb szubsztrat ,,marad” Uj
sejttomeg felépitésére,

— komplett taptalajon a szénforras (szénhidrat) legnagyobb része csak energiatermelésre
forditodik, a beépiilt szén fé6tomege a természetes taptalaj komponenseibdl szarmazik,

— szintetikus tapoldaton a beépiilés és az energiatermelés részesedése sokszor Osszemérhetd
nagysagu.

%0 Ez a gorbe az exponencialis ndvekedés szakaszaban egyenes, emiatt gondoltak konstansnak a hozam értékét,
de a novekedési gorbe inflexidés pontja utan, a hanyatlo fazisban ellaposodik, ami mutatja a z eredé hozam
valtozé mibenlétét.
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4.9. t&blazat: Néhany mikroba glikozfelhasznalasdnak megoszlasa beéplilésre és energiatermelésre

TORZS Téapoldat Asszimilalt Disszimilalt
szubsztrat hanyada % | szubsztrat hanyada %
Streptococcus faecalis komplett® 2 98
Anaerob tenyészet
Saccharomyces komplett
cerevisiae 2 98
Anaerob tenyészet 10 90
Aerob tenyészet
Aerobacter cloaceae minimal® 55 45

Az energiatermelésre forditott szubsztrathanyad, ASg is felbonthatd két részre, ha a termelt energia
felhasznalasat tekintjik.

Az ATP-ben raktarozott energia egy része a novekedéssel szorosan Osszefiiggd biokémiai
folyamatok energiaigényének fedezésére szolgal, mivel az Uj sejttbmeg Uj sejtanyagainak
(aminosavak, nukleotidok, makromolekulak: fehérjek, zsirok, nukleinsavak) szintézise energiat
emésztd folyamatok.

Masrészt a mikrobak anyagcsere-tevékenysége soran egy sor olyan energiaigényes folyamat is
lejatszodik, amelyek latszélag vagy valdsagosan sincsenek kdzvetlen kapcsolatban a ndvekedéssel, az
energiafelhasznéldssal nem jar egyutt ,,0j” anyagok szintézise. llyen folyamatok pl. a sejtmozgas,
ozmotikus munkavégzés, aktiv transzportfolyamatok stb. Ugyancsak a nem épitd jellegli energia-
felhasznalas korébe sorolhatok azok a folyamatok, amelyek soran az alland6an leboml6 makro-
molekulék Gjraszintézise torténik meg. Termodinamikai értelemben ezt Ugy is megfogalmazhatjuk,
hogy a sejteknek akkor is munkat kell végezniuk (energiat kell felhasznalniuk), ha latszélag nyugalmi
allapotban vannak, nem névekednek, azért, hogy alacsony entropiaszinttel jellemezhetd igen Osszetett,
rendezett allapotukat, életképességiiket fenntarthassak. Utobbi energiafelhasznalasukat fenntartasi
(maintenance) energianak nevezzilk® ésszefoglaloan, s beleértjilk az 6sszes olyan energiaigényt, ami
nem hozhaté kdzvetlen 6sszefliggésbe a ndvekedéssel.

A fentiek alapjan az energiahozam a kovetkezéképpen bonthatd a novekedéssel kapcsolatos és a
fenntartési energiahdnyadokra:

Ax _  Ax
AS;  AS +AS,

E

, (4.13)

ahol  ASy a Ax 0j mikrobatomeg létrehozasahoz energiatermelésre fogyott szubsztrat, és

AS,, a fenntartési (maintenance) energiatermelés céljara forditott szubsztrat mennyisége.
Ismert, hogy a szubsztratfogyasi sebesség a ndvekedési sebességgel az alabbi modon fejezhetd ki a
hozam definicioja értelmében:

dS__1dx__px

= -2 (4.14)
dt  Yd Y

Ezt a mindig alkalmazhaté altalanos dsszefliggést az energiatermelésre forditott szubsztratfogyasi
sebességére felirva (nem tekintve a negativ eldjelet):

31 Komplett tapoldat: természetes Osszetevoket is tartalmazo félszintetikus vagy tisztan természetes alapu
tapoldat.

%2 Minimél tapoldat: a C-forrason kiviil csak anorganikus Ssszetevéket tartalmazo szintetikus tapoldat.

%% Maintenance of viability, maintenance of life: az életképesség fenntartésa. Pirt SJ eredeti definici6ja szerint:

” the energy consumed for functions other than the production of new cell material” Proc. R. Soc. Lond. B. Biol.
Sci. 1965 Oct 12;163(991):224-31. The maintenance energy of bacteria in growing cultures.
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ds
[Ej _px 05 dS, (4.15)
dt ). Y, dt  dt

Az utdbbi egyenlet elsd tagjara ismét alkalmazzuk a 4.14. 6sszefiiggést, és ekkor:

dS, _ mx (4.16)
dt Yo

ahol Ygs az an. ,,maximéalis névekedési energiahozam”, amely akkor jellemezné a folyamatokat, ha
nem lenne fenntartasi energiahanyad (ASy, = 0 esetben)®.

A dS,/dt-r6l logikusan feltehet, hogy aranyos a sejttomeg mennyisegével (kétszer annyi
sejttdmeg kétszer annyit mozog, kétszer annyira rendezett, tehat kétszer annyi energiat hasznal a
rendezettség fenntartdsara stb.) tehat:

ds
™ =mx, 4.17
it (4.17)

ahol m az an. fajlagos fenntartasi (maintenance) koefficiens, egysége [g szubsztrat/g sejttdmeg-o6ra=
h™].
A (4.16) és (4.17) kifejezéseket (4.15)-be helyettesitve a kovetkezd dsszefliggést nyerjik:

WX mx (4.18)
YE YEG

vagy
tr_t. m (4.19)
Ye Yee M

Ha most a C-beépulést is figyelembe vesszilk, akkor végeredményben egy szintetikus tapoldaton
novekedé mikroorganizmus teljes szubsztratfelhasznalasat, illetve eredéhozam-kifejezését az alabbiak
szerint adhatjuk meg:

i:i+ 1 + (4.20)
Y,

E hozamkifejezésbol lathatoan az allandonak tartott Y, hozam val6jaban nem allandd, hiszen
legalabbis fiigg a ndvekedés fajlagos sebességétol.

Ujra felmeriil a kérdés, hogy ez a felbontas formalis-e csupéan, vagy az egyes tagok megha-
tarozhatoak. Erre vélaszt ad a 4.19. abra, amelyen az ered6 hozam reciprokat abrazoltuk a fajlagos
novekedési sebesség reciprokdnak fliggvényében, illetve amelyen egy szintén gyakori alternativ
abrazolasi lehet6séget lathatunk. Ha tehat mérni tudjuk az eredé hozamot, valamint a hozza tartozo
fajlagos novekedési sebességet, akkor a C-forrds és a mikroba C-tartalménak ismeretében a 4.20
egyenlet abrazoldsa megteremti a lehetdségét a felbontés tényleges elvégzésének.

3 Ez tehat egy elvi (el nem érhetd) maximum, hiszen fenntartasi energiaigény mindig van, ha esetleg elhanya-
golhat6an csekély mértékben is.
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4.19. abra: A maintenance koefficiens grafikus meghatarozasa

A fenntartési energiaszikséglet és az m koefficiens nagysagara vonatkozdan tajékoztatast nyujt a
4.10. tablazat. Vegyiik észre példaul, hogy pékéleszté esetén a tapoldat NaCl-tartalmanak 10-szeres
ndvekedése (amely ugyancsak tizszeres ozmézisnyomés-névekedéssel egyenértékil) az m értékét is
10-szeresere noveli.

Természetesen akkor is szilkséges a sejteknek fenntartasi célokra energiat felhasznalniuk, ha olyan
kozegben vannak, amelyben nincs kiilsé C-/energiaforras. Ekkor a sajat belsé tartalék energia-
forrdsaikat, illetve sajat sejtanyaguk lebontasabdl szdrmazd energiat kell felhasznalniuk fenntartasi
célokra. Ezt endogén metabolizmusnak hivjuk, és ennek sebességét is a mikrobatdmeggel aranyosnak
tételezhetjik fel, azaz (dS/dt)enamer= Ke.X, amelyben k. a fajlagos endogén metabolizmus koefficiens.

A sajat bels6 energia felhasznalasa természetesen sejttomegcsdkkenéssel jar. E jelenségnek a
fermentacios folyamatok esetében kisebb jelent6sége van, hiszen rendszerint van kiilsé szubsztrat a
tapoldatban. Nagyobb jelent6sége van — ezért figyelembevételével mindig talalkozhatunk a kapcso-
16d6 kinetikai modellekben — a bioldgiai szennyviztisztitasban.

4.10. tblazat: Néhany mikroba m és mATP értékei

Tenyésztési fajlagos maintenance koefficiensek
korilmények
*m **mATP

Aerobacter cloaceae aerob, gliikoz 0,094 14
Saccharomyces cerevisiae anaerob, glikdz 0,036 0,52

+ 0,1 mol/dm? NaCl
Saccharomyces cerevisiae anaerob, gliikdz 0,360 2,2

+ 1,0 mol/dm® NacCl
Penicillium chrysogenum aerob, gliikdz 0,022 3,2
Lactobacillus casei aerob, gliik6z 0,135 15

* g energiaforras/g sejtszarazanyag
**mmol ATP/g sejtszarazanyag-h

A szénforrasbol torténd energiatermelésre, ill. a termelt energia hasznosulasara nyujt felvilago-
sitast egy masik hozamkifejezés, az ATP-hozam, amely megadja, hogy egy mol ATP felhasznalasakor
hany g ij mikrobatomeg képzddik. Az ATP-hozam definicidészertlien:

Y =X Ve (4.21)
AATP YATP/S

ahol: Y’

x/s

=MY

x/s

(szubsztrat moltémeg)-(eredé hozam) [i} 9 =[L}
mol | | g mol

Y atris = egy mol energiaforrasbol nyerheté ATP- molok szdma
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Az Y a1pis értéke az energiatermeld anyagceseretit ismeretében kiszamithato, példaul tudjuk, hogy 1
mol gliikdzbdl anaerob koriilmények kdzott 2 mol ATP képzddhet, tehat Y apis=2.

Sok kisérleti tapasztalat arra utalt, hogy fliggetlentl a mikrobatdl és a tenyésztési korilményektol,
1 mol ATP felhasznalasakor atlagosan 10,5 g szarazanyagnyi uj mikrobatdmeg képzodik.

Az ATP-felhasznalas ugyanugy névekedéshez és fenntartdshoz felhasznalt részre bontand6, mint a
szén-/energiaforras esetében tettlk, vagyis:

AATP =(AATP ) +(AATP ) (4.22)

L _ 1 M (4.22a)
Yare  Yare u

A fenti egyenletekben alkalmazott jelolések sorrendben a kovetkezok:

YX]-?; : hipotetikus maximalis ATP-hozam, amely akkor lenne jellemz6 a folyamatra,
ha az ATP csak novekedésre forditodnék, azaz map=0 esetén.
Mare: fajlagos ATP maintenance koefficiens (értékére példakat szolgaltat a 4.10. tablazat)

A (4.22a) egyenlet alapjan belathatd, hogy az Yarp érték sem konstans, a 10,5 g/mol érték csak
tajékoztato jellegli, valdjaban a mikroba altal folytatott anyagcsere, az energiafelszabaditasban
hasznositott anyagcsereutak és a tenyésztési korilmények fliggvénye. Sokak vélemeénye szerint értéke
8,3-12,6 kozott valtozik, de taldlkozhatunk 5-32-ig megadott tartomannyal is a szakirodalomban.
Anaerob energiafelszabaditas esetén a 10,5-6s érték megfelelé becslésnek latszik, aerob esetben nagy
eltérések lehetnek.

Az eddigiekben latott hozamkifejezések mellett egy sor tovabbi hozammal is megismerkediink a
tovabbiakban, e helyutt négy olyan hozamfogalom tisztdzdsa varat még magara, amelyek a
fermentécids folyamatok, illetve a mikroba-metabolizmus energetikai viszonyaival, és igy szorosan a
C-forras hasznosulasaval kapcsolatosak.

Régebben Y. (ejtsd: ypszilon kilokaldria), ma Yy jeloléssel illetik a 4.23 egyenlettel definialt
mennyiséget, amit nevezhetink hdhozamnak, amely az egységnyi disszipalddott energiara (ponto-
sabban szabadentalpia) vonatkoztatott mikrobatomeg-ndvekedést jelenti:

_ Ax _Ax (4.23)
—AH, . Ax+AH,AS AQ

H

Ebben az egyenletben AHyx és AHs sorrendben a mikrobatomeg, illetve a C-forras fajlagos
entalpigja (égéshdje) [KJ/g], AQ pedig a sejtndvekedés soran felszabaduld metabolikus hd. A 4.23
egyenletet AS értékkel végigosztva egy olyan Gsszefliggést kapunk, amely az ered6 hozam és az el6bb
definialt hohozam Gsszefliggését mutatja meg.

AX
Y, =Y AS - Txs (4.24)
H ™ kel - '
— AX AH, + AHg ﬁ AHg —YysAH,
AS AS

E két egyenlet (4.23 és 4.24) csak akkor ilyen alaku, ha a tenyésztés soran a sejtnévekedés mellett

srer

figyelembe kell venni.

Aerob mikrobak anyagcsere-tevékenységének, C-hasznosulasénak és ezaltal a fermentaciok egyik
legjellemz6bb paraméterének a respirdcios hanyadost tekinthetjik. Ez definicio szerint a 1égzés soran
képzddott szén-dioxidnak és felhasznalt oxigénnek a hanyadosa, amit lehet differencialisan és
integralisan is értelmezni (hasonldan az ered6 hozamhoz):
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dco,

ACO dCoO dt qco
RQ=——2 va RQ= 2 = =—
=0, VW ROt
dt

(4.25)

E definiciok kizardlag moléris koncentracidk esetén értelmezhetdek, illetve mivel gazokrdl van
sz0, igy esetenként térfogatok is szerepelhetnek.

A respiracios hanyados értelmezéséhez tekintsiink egy olyan aerob fermentéciot, amelynek C-
lenergia- forrdsa glukdz. Mekkora lehet a respirdcids hanyados? A véalaszt megkapjuk, ha felirjuk a
gliikoz oxigénben torténd elégetésének sztochiometriai egyenletét:

C6H1206 + 602 — 6C02 + 6 Hzo

Ennck megfelelden e folyamat RQ értéke 1. Ez a maximalis érték, ami elképzelhetd, hiszen
megfelel annak a metabolizmusnak, amikor csak energia képzodik a gliikozbol €s semmi sejtndve-
kedés, beépiilés nem torténik. Ha azonban van sejtnovekedés, értelemszeriien a szamlalo szén-
dioxidjaban hiany jelentkezik, tehat RQ<1 lesz. Minél nagyobb a beépilés, a respiracios hanyados
annal kisebb lesz egyhez képest. Ugyanigy, ha példaul etanol a C-/energiaforrds akkor az aldbbi
égetésnek megfeleléen

ZCszOH + 602—> 4C02 + 6H20

Az RQ=2/3=0,67. Minden olyan esetben, ha van etanolfelhasznalas soran sejtndvekedés is, akkor
RQ kisebb lesz ennél a maximalis értéknél, és minél kisebb, az annal jelentésebb sejtnovekedést
(hozamjavulast) jelez.

Lathatjuk a szabalyt: a maximalis RQ gy kaphat6 meg, ha az égetés sztochiometriai egyenletébdl
szamoljuk ki, a valésagos fermentaciok soran pedig minél kisebb a tényleges RQ e maximumhoz
képest, annal hatékonyabb a mikroba energiatermelése, annal nagyobb hanyadat tudja a C-
lenergiaforrasnak Uj sejttdmeg termelésére forditani.

Mas a helyzet a Saccharomyces cerevisiae (és egyéb fermentativ mikrobak) esetében. Ekkor az
erjedés sztbhiometriai egyenlete

C6H1206 — 2C2H5OH + 2C02

Azaz nincsen oxigénfelhasznalas, tehat az RQ nem definialhato, illetve a formalis matematika
szerint vegtelendl nagy. A Saccharomyces cerevisiae (pékélesztd) ipari tenyésztésekor az aerob és az
anaerob anyagcsere azonban egyidejlileg is torténhet, illetve az aerob anyagcsere rossz
fermentacidvezetés esetén részben anaerobba valhat (lasd a 4.4.4.5. alfejezetet). Gyakorlatilag tehat
az is lehetséges, hogy az RQ 1 félé megy. Minél nagyobb lesz 1-hez képest, annal nagyobb az anaerob
cukorfelhasznalas, ami rontja az ipari pékéleszté-termelés hatasfokat. Az RQ ebben az esetben is tehat
egy informativ, értékes anyagcsere-jellemzd.

Szintén az energiatermelés hatasfokara jellemz6 fogalom a P/O hanyados (ejtsd, ahogy irva van:
pé per 0 hdnyados). Ez azt adja meg, hogy az aerob anyagcsere soran egy g-atomnyi (azaz egy fél mol,
azaz 16 g-nyi) oxigén ellélegzése hany mol ATP-képzodést eredményez. Ez eredetileg az oxidativ
foszforilezésre vonatkozott, azaz elméleti értéke 2 és 3 k6z6tt mozog (4.16. abra). Mivel egy tényleges
aerob fermentacidé soran a terminalis oxidacié mellett szubsztratszintli foszforilezés is eredményez
ATP-t, ezért ennél nagyobb értékek is lehetségesek, ugyanakkor sok Kkisérleti tapasztalat a 2 koruli
értékeket valdszinlsiti.

A C-/energiaforrashdl keletkezett ATP szintje egy adott sejt esetében azok energiaval valo
ellatottsagat jelenti. Ennek mérésére definialtak az energiatoltés fogalmat™

% Energy charge az angolnyelvii szakirodalomban.
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[ATP]+1/2[ADP]

[ATP]+[ADP]+[AMP] (4.26)

Energiatdltés =

Az energiatoltés tehat megadja, hogy a sejtek szamara hozzaférhetd6 ATP milyen hanyada a teljes
adenilat-tartalomnak. A szamlaléban az ADP fele azért szerepel, mert az adenilat-kinaz enzim a

2ADP — ATP+ AMP

reakcié értelmében at tudja alakitani ATP-vé. Az ATP-felhasznal6 anyagcsere maximalis és az ATP-
termeld anyagcsere minimalis, ha az energiatoltés 1. Ha pedig 0, akkor logikusan éppen forditva van.
A két folytonosan valtoz6 goérbe a 0,75-6s értéknél metszi egymast, azaz ilyen energiatoltésnél az
ATP-termel6 és -fogyaszto folyamatok éppen egyensulyban vannak. Egy egészséges sejt ugyanakkor
jellemz6en 0,8-0,95 kdzotti energiatdltéssel rendelkezik.

Végezetll tekintsuk &t a 4.20. abra segitségével a teljes C-forgalmat, amely figyelembe veszi a
beéplilést, az energiatermelést és a haszontermék termelését is. Ha ui. nem csupan sejttermelés folyik,
hanem valamilyen extracellularis anyagcseretermék is képzoédik, akkor ennek a szene is a C-/energia-
forrdshol szarmazik. Ezt a helyzetet egy teljes derivalttal irhatjuk le:

dS Sdx oS dP
ds_osdx - 0SdR 4.27
gt axdt 2P (4.27)

Ebben az elsd tag parcialis derivalt elsé tényezéje nem mas, mint 1/Yys €s hasonldan a
szummazott tagokban szerepld parcialis derivaltak is egy-egy reciprok termékhozamot jelentenek.

SZUBSZTRAT

TELJES FELVETT SZEN[
T
452:

GAZFAZISBAN
MERHETO CO,

4.20. abra: C-forgalom a fermentécid soran

4.3. A mikrobidlis sztbhiometria alapjai

Az el6zo 4.2. fejezet kvantitativ leirasabol is kitinik, hogy milyen nagy jelentdséget kell tulajdo-
nitanunk azoknak a hozamoknak, amelyek a C-/energiaforras hasznosulasat jelentik. E mennyiségi
szemlélet kdvetkezménye az az igény, hogy megkiséreljiik a kiilonb6z6 hozamokat becsiilni, josolni,
elméleti hozamokat szamitani. Ezek haszna egyértelmii, hiszen elésegithetik a fermentacios tapoldat
gazdasagos megtervezését, valamint a szubsztrathasznosulds meérésével a fermentacios folyamat
gazdasagossaganak is elemei. A hozamokat természetesen nem csupan a C-, illetve energiaforrasra,
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hanem valamennyi tapanyagkomponensre definidljuk, s6t hozamjellegli kifejezések adhatok meg a
termékre, a termelt szén-dioxidra, a metabolikus hére, az energiatermelésre stb. is.

A kovetkezékben Erickson, Eroshin és Minkevics alapvetd munkaja®® nyoman olyan sztéchio-
metriai leirdsat adjuk a mikrobarendszernek, amely éppen e hozamkifejezések elméleti becsléséhez
nyujt viszonylag egyszerii munkamodszert.

A sztéhiometriai leirdst az anyagmérlegek elkészitésének igénye teremtette meg. Kezdetben
foképp pékélesztd, ill. takarmanyélesztd fermentaciok, tehat nagy S-igényll sejttomegtermelések
esetében probalkoztak a sztbhiometriai leirasokkal.

Harrison pékélesztd fermentaciokat vizsgalva azt tapasztalta, hogy azok a kovetkezd fél
sztéhiometriai egyenlettel irhatdk le:

0,585 C11H,,0::% + 3,15 O, + 0,61 NH; + egyéb minor tapanyagkomponensek—
—100 g éleszté-szarazanyag

A termelt élesztd atlagos elemi Osszetétele pedig az alabbinak bizonyult:

100 g élesztd tartalmazott: 4470 g C-t

6,16 ¢ H-t
31,209 O-t
8,54 g N-t
0,544 S-t
1,099 P-t

Az elemdsszetétel 6sszege termeészetesen kevesebb 100-ndl, hiszen a sejtek egyéb elemeket is
tartalmaznak, amelyek a fenti adatok elégetéses modszerrel torténé meghatarozasa soran a hamuban
maradnak vissza (illetve jo kozelitéssel feltehet6, hogy zo6miik a hamuban marad vissza).

Teljes sztohiometriai egyenlethez gy jutunk, ha a jobb oldali ,termékeket” is képletek forméajéa-
ban tudjuk felirni.

Hogyan definialhatd egy molnyi mikrobatomeg? Legegyszeriibb, ha az elemi Osszetétel adatait
veégigosztjuk az egyes elemek atomtomegével, ily modon a kovetkezé mikrobaképletet nyerve:

CaHpOcNg... (hamu)
ahol a=C%/12, b=H%/1, c=0%/16, d=N%/14 stb.
Harrison éleszt6jének képlete ennek alapjan:
Cs.72 He11 O1.05 Nog1 So,017 Pooss. .- (+hamu)
Mar most szdgezzlk le, hogy az ilyen mikrobaképletek (ahogy az elemi O6sszetétel maga is!) a
tenyésztési korilményeknek is fuggvenyei, tehat nem csupan a mikroorganizmus fajtajatol fliggenek.

A leirds megkonnyitésére bevezették az un. C-mol képletet (Herbert), amelynél a fenti képletben C
egyutthatoja mindig 1, azaz a képletet a C-tartalomra vonatkoztatjuk:

CHy 110,145 Nogo - = CH, 5,005, Ny o

3,73 372 372

Ily médon definialhaté a mikroba moltémege is:

1 C-molnyi az a mikrobatdmeg, amely 1 g-atomnyi (=12,01 g) szenet tartalmaz.

% Erickson LE, Minkevich IG, Eroshin VK (1978): Application of mass and energy balance regularities in
fermentation. Biotechnology and Bioengineering 20, 1595-1621
37 A fermentaciok ipari, melaszon vezetett pékélesztd-fermentaciok voltak, azaz a C-/energiaforrés szaharoz.
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E C-mol definicio, vagyis az egységnyi C-tartalomra torténé vonatkoztatas elényos, mivel

— a mikrobak C-tartalma a legnagyobb (=50%) és a leginkdbb fiiggetlen a tenyésztési korul-
ményektol, emiatt
— b, ¢, d valtozasai csak kismértékben valtoztatjadk meg a C-mol képletet, és

— végul logikus is e vonatkoztatas, mivel a C-mérleg a legfontosabb, gazdasagi szempontbdl is ez
a legizgalmasabb.

Egy C-molnyi mikrobatémeg ,,képletét” tehat altalanos alakban igy irhatjuk
CH,0OnNg.... (hamu)

A gyakorlatban legtébbszér csak e négy legnagyobb mennyiségben el6forduld (biogén) elemet
tartalmaz6 formulat adjuk meg, esetleg még a kéntartalom is bekeril a formuldba. Emiatt és a
hamutartalom miatt az igy nyert képletbél szamitott képlettomeg nem felel meg a C-moltdmegnek,
kisebb annal.

A valodi C-moltomeg a kévetkez6képp szamithato:

12+ p+16n+14q
1-R

C —moltémeg = (4.28)

ahol R a hamutartalom.

A mikroba-szarazanyag R-100%-nyi hamut tartalmaz. A mikrobaban el6fordulé valamennyi — a
C, H, O, N elemeken kivili — egyéb elemet ugy tekintjik, hogy a hamu része.

Az elemi Osszetétel természetesen mikrobafiiggd, E. coli estén a CH; 7700 490No 24 képletet, Candida
utilis esetén a CHjg3 OgssNo1o formulat javasoljuk alkalmazni. Ma tobb tankdnyv egy mikroba-
figgetlen atlagos biomassza-Gsszetétellel szamol: CH;g005No,. Ezek mérndki becslésekben valo
alkalmazésakor azért nem Kkovetink el nagy hibat, mert a C-mol formuldban a szén a
meghataroz0.Szintén mérndki becslésekben az atlagosnak mondhaté 5% hamuval szamolhatunk. Az
atlagképlettel és -hamutartalommal szdmolva az atlag mikrobamoltémeg: 24,72 g.

4.3.1. Altalanos sztohiometriai leiras, anyag- és hdmérleg

Az eddigiek alapjan, ha mind a szubsztratok, mind a termékek jol definialt sszetételli vegyiiletek, €s
ismerjilk a fermentacio soran keletkezé valamennyi terméket, fel tudjuk irni a fermentaciot jellemzo
sztbhiometriai egyenletet.

A legegyszeriibb esetet feltételezve tekintsiink egy aerob fermentaciot altalanosan, amelynek C-
energiaforrasa egy CH,,O; (ugyancsak C-mol alakban felirt) Gsszetételii vegyiilet. A nitrogénforrast
NH, alakban irjuk fel, a sejttémeg képlete CH,O,N, és egy extracellularis CH,OsN; C-mol képleti
termék is keletkezik. Mivel a fermentédcid aerob, a szubsztratok oldalan a molekularis oxigén, a
termékek oldaléan a CO, és H,0 is szerepelni fog®:

CH,O+aNH; +b O, - y. CH,O,Ng + Z CH,OsN; + d CO, + ¢ H,O

Az Adltaldnos sztohiometriai egyenlet egyutthatdinak meghatarozdsa (azaz a sztohiometriai
modelliink identifikdlasa) és az egyes egyutthatok kozotti 6sszefuggesek feltardsa a kovetkezoképpen
torténik.

Az egyenlet 14 paraméterébdl 8 (m, 1, p, n, q, 1, s, t) ismert, hiszen ismerjiikk a szubsztrat, a
sejttdmeg és a termek oOsszetételét. Ezek kozil a mikrobdét természetesen kisérletesen kell

% Ujabb tankonyvek ezt a mérlegegyenletet az altalanosithatdsag és a lineéris, illetve matrixalgebrai kezel-
hetéség kedvéért a kovetkezd formaban irjak fel: y. CH,OnNg + Z CH,OsN; +d CO, + ¢ H,0 - CH,O,-a NH3 - b
Ozz 0.

Azaz pozitiv eldjellel a termékek, negativval a szubsztratok szerepelnek a mérlegben. Ez természetesen ekvi-
valens az altalunk csupan a konnyebb értelmezhet6ség miatt alkalmazott felirassal.
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megallapitani vagy szakirodalmi adatokra timaszkodni. Négy anyagmérleg-egyenlet irhaté fel a képlet
biogén elemeire, marad tehat osszesen 2 kisérletesen meghatarozandd paraméter. igy pl. a b
(oxigénigény) és d (CO,-termelés) vagy yc (eredé6 C-mol sejthozam) és a z (termékhozam) értékeit
szilkséges méréssel meghatérozni, és akkor a szt6hiometriai egyenlet valamennyi paramétere
azonosithato.

C-mérleg: l=y.+z+d (4.29)
H-mérleg: m+3a=yp+zr+2c (4.30)
O-mérleg: l+2b=yn+zs+2d+c (4.31)
N-mérleg: a=y.q+zt (4.32)

A (4.29) egyenletbdl is kitlinik a C-mol képletek hasznalatanak egyik eldnye, azaz, hogy a
szubsztrat C sorsat jol mutatja be, és mintegy %-ban is kifejezi az egyes termékek hozamait. A (4.29)
tehat egy hatasfokegyenlet, megmutatja a szubsztrdt szenének megoszlasat a keletkezé 1j
sejttomegben, az extracellularis termékben és a keletkez6 szén-dioxidban.

A négy anyagmérleg-egyenlet még egy egyenlettel kiegészithetd, ha felhasznaljuk az egyes
komponensek elektron-egyenértékét® és ezekre vonatkozoan frunk fel mérlegegyenletet. Ezzel, mint
latni fogjuk, a fermentacié energetikai (h6-) viszonyai is jol tanulmanyozhatok.

Legyen az el6forduld elemek elektron-egyenértéke a C, O, H és N-re sorrendben +4, -2, +1 és -3
(ez egy tulegyszertsités, hiszen tudjuk, hogy kilénosen a N tobbféle elektron-egyenértékkel vehet
részt vegyuleteiben, de gyakorlati szempontbdl elfogadhato).

A C-energiaforrés elektron-egyenértéke ezek szerint

vs=4+m-2| (4.33)
A sejttémeg elektron-egyenértéke hasonl6an
Yx =4 +p-2n-3q (4.34)
valamint a termék elektron-egyenértéke
Yo=4+r-25-3t (4.35)
Az amménia formajaban felirt N-forras (NHs) és a termék szén-dioxid (CO,), valamint viz (H,O)
elektron-egyenértéke zérus, mig az oxigéné -4.

Probaljuk meg értelmezni, hogy mit jelentenek az elektron-egyenértékek! Ehhez irjuk fel a
szubsztrat oxigénben torténd elégetésére érvényes sztohiometriai egyenletet:

CHWwO; + (4 + m - 21)/4 0, —CO, + M/2 H,0

Ebben az egyenletben az elégetéshez szikséges oxigén sztéhiometriai egydtthatoja ys/4, vagyis ys
fizikai értelme nem mas, mint egy C-molnyi szénforras elégetésehez sziikséges oxigénmolok negy-
szerese, mas szoval azon elektronok szamat jelenti, amelyeket a szubsztrat elégetésékor az oxigén
felvesz.

Hasonlodan, ha a mikrobasejttomeg égetésének reakcidegyenletét irjuk fel, akkor a

CHZON, + 1/4 1,0, = CO, + 1/2(p - 3q) H,0 + g NH,

egyenletet nyerjiik, amelyb6l latszik, hogy yx jelenti azon elektronok szamat, amelyek 1 C-molnyi

sejttomeg oxigénben torténod elégetésekor az oxigénre atadodnak. Végiil ugyanigy értelmezhetd v, is.
Az elektron-egyenérték vy, értéke igen jo kozelitéssel gyakorlatilag allandd, mikrobat6l és

tenyésztési koriilményektdl fiiggetleniil 4,2. Tudni kell azonban, hogy valdjaban ez fiigg az elébbi

% Ez a fogalom azonos az oxidaci6s/redukciés fokkal vagy szammal, a fermentaciés szakirodalom “felhasz-
nalhato elektronekvivalens'-ként emlegeti: available electron equivalents.

© Sevella Béla, BME www.tankonyvtar.hu



http://www.tankonyvtar.hu/

200 Biomérndki miveletek és folyamatok

tényezOktdl, hiszen a mikroba-0sszetétel a tenyésztési korulmények fliggénye. A 4,2-es érték jo
kdzelitésként hasznalhatd azokban az esetekben, ha nem ismerjik a mikroba tényleges dsszetételét.

A 4.11. tablazatban Minkevich és Eroshin (akik uttér6 munkat fejtettek ki a mikrobialis
sztohiometria és energetika dsszefliggéseinek feltarasaban), altal egy sor mikrobara nyert értékeket
taldlunk. Lathatdan a 4,2-es érték elég jo kozelitéssel altalanosnak fogadhat6 el. Ugyanakkor az is
lathatd, hogy azonos kisérleti koérulmények kdzott meghatarozott osszetételi értékek, kovetkezés-
képpen vy is kisérleti hibaval terheltek, s noha a szdrasértékek nem tal magasak, a 4,2-es érték csak
egy mérndki becslésként fogadhato el, ha nem ismerjiik az adott mikroba adott kérilmények kozott
meghatarozott valodi sszetételi adatait.

Az elektron-egyenértéket felhasznalé modszerrel tehat az altalanos sztGhiometriai egyenletbdl egy
tovabbi 6sszefliggés irhato fel, az elektronmérleg-egyenlet:

Ys+0(-4) =yeyx+ Zyp (4.36)

Osszuk el ezt az egyenletet ys-sel, rendezzilk at, és ekkor egy Ujabb hatasfokegyenlethez, egy
olyan 6sszefliggéshez jutunk, amely megmutatja, hogy a C-forras elektronjai hogyan oszlanak meg az
oxigén, az 0j mikrobatémeg és a termék kozott.

YA
ﬂ+M+i: 1
Ys 'Ys Ys (437)
e +n +& =1

Vagyis a szubsztratban levé hozzaférhet6 elektronok 4b/ys =¢ -0d része az oxigenre, y. yx /ys =m-ad
része az Uj sejttomegre ¢és zy, /ys =E-ed része a termék(ek)-re tevédik at a fermentacié soran.

Az g, n és § tehat hatasfok jellegli mennyiségek, az elektronok megoszlasara utalnak.

Régen ismert tény, hogy a kiilonb6z6 szerves vegyiiletek molaris égéshdje kozel aranyos azzal az
oxigén- mennyiséggel, amely az adott vegyilet elégetéséhez szikséges. Hangsulyozzuk, hogy
kozelitéleg, mivel a molekulaszerkezet fliggvényében valojaban eltérések tapasztalhatok az azonos
Osszetételli, de mas szerkezetii anyagok égéshoi kozott. Az atlagérték Qo=112,6 KJ/g-ekvivalens, ami
azt jelenti, hogy 1 g-ekvivalens elektronnak oxigén altal torténd felvétele (az égés folyamata) soran
112,6 KJ/g-ekvivalens hé szabadul fel. E mennyiség teremti meg a kapcsolatot a szt6hiometriai leiras
és elektronmérleg-egyenletek és az energetikai megkozelitések kozott. Qo felhasznalasaval ugyanis
felirhatd az energiamérleg is:

QoYs +Qob(—4) = Qo¥. ¥, +Qozv, (4.38)
Valo6jaban Qg hasznalata elhanyagolas. A hdmérleg korrekt modon felirva:
QosYs + Qob(_4) = Qox¥e¥x + Qopz¥,

lenne, ahol Qos , Qox és Qop sorrendben a C-forras, a sejttomeg és a termék égéshéi az alabbi definicio
értelmében

_ szénmolnyi i égesho (4.39)
g-ekvivalens oxigén

QOi

A definicié értelmében pl. 1 C-mol szubsztrat égéshdje Qosys és 1 mol szubsztrat égéshdje KS.
Qosys, ahol KS a szubsztrat képletében a C-atomok szama.

Ha megtekintjik a 4.11. és 4.12. tablazatokat, ahol néhany mikroba,, illetve szubsztrat Qo; értékeit
is feltlntettik, lathatjuk, hogy mind a mikrobak, mind a szubsztratok esetében Qo=112,6 KJ/g-
ekvivalens jo atlagnak mindsiil.

Az (4.38) egyenletet Qoys-sel végigosztva megint (4.37) az eredmény, aminek értelmében most
mar ¢, n és & a hdegyenleg szempontjabol is értelmezhetd hatasfok jellegli mennyiségek. Qoys, azaz 1
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C-mol szubsztrat ¢gésh6jébol n-ad rész jelenik meg az Uj mikrobatémeg QoyyY. égéshbjeként, és E-ed
rész a termék Q,zy, égéshdjeként. A metabolikus hétermelés tehat s-od része a szubsztrat égéshdjének.
Ez utobbi kilonos figyelmet érdemel, hiszen ez jelenti a valdjaban hé formajaban felszabadulo
energiahanyadot. Ez tehat az elveszd ho, amelyet el kell vonnunk a fermentaciok soran, ha biztositani
kivanjuk az izoterm tenyésztési korulményeket.

Mivel e=4b/y, és b éppen az oxigén sztéhiometriai egyutthatoja, vilagos, hogy aerob fermentaciok
esetén az oxigénfogyasztas az a mennyiség, amely a héképzodéssel leginkabb Oszefiigg. A 4.22. abran
egy sor fermentacié metabolikus hétermelése van feltiintetve a 1égzési sebesség (oxigénfogyasztas)
fliggvényében. E linearis Osszefliggés Cooney szerint azt jelenti, hogy mintegy 518 + 12 KJ
metabolikus hoétermelést josolhatunk felhasznalt oxigénmolonként. Ha a 112,5 Kl/g ekvivalens
értékbsl indulunk ki, ez az érték 450-460 KJ/mol-nak adodnék.*

Meg kell itt jegyezniink, hogy természetesen anaerob tenyésztések is exotermek, ekkor a
metabolikus hot a 4.2. fejezetben definialt Yy segitségével becsilhetjik.

HOTERMELES
kJ/dnt.h
50 1 o E.coli glikdzon
¥ ¢ intermedia melaszon
b B subtilis gliikézon 0
i
25

0.518 kJ/mmol

20 40 &0 LEGZESI SEBESSEG
mmeoldnt. h

4.21. abra: Az oxigénfogyasztds és a metabolikus hotermelés kapcsolata

4.11. tablazat: Kiilonbozé mikrobdk C-tartalma, elektron-egyenértéke és égéshdi

MIKROBA C-/energiaforras o Tx Qox (KJ/g-ekv)
Candida tropicalis n-alkanok 0,493 4,385

Pseudomonas fluorescens n-alkanok 0,467 4,497

Saccharomyces cerevisiae glikéz 0,462 4,237

Saccharomyces cerevisiae ecetsav 0,492 4,416

Pseudomonas aeruginosa n-hexan 0,458 4,320 104,4
Candida.sp celluléz-hidr 0,491 4,110 105,5
Candida.sp. n-alkanok 0,463 4,728 117,8
Candida.sp glikéz 0,446 4,074 109,6

%0 C. L. Cooney, D. I. C. Wang R. I. Mateles: Measurement of heat evolution and correlation with oxygen
consumption during microbial growth. Biotechnol.Bioeng 11(3), 269-281 (1969)

Itt nincs igazi egyetértés a kiilonb6z6 forrasokban, pl taldlkozhatunk kalorimetridsan, kisérletileg meghatérozott
410475 KJ/mol értékkel is (Thermochimica Acta 415 (1-2) 1-154 (2004)
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4.12. tdblazat: C-forrasok elektron-egyenértéke és égéshai

SZUBSZTRAT CHnO; tipust képlet | ys= 4+m-2I Qos (KJ)
Metan CH, 8 112,2
Propan CHgjs 6,67 110,9
n-Hexan CHy3 6,33 110,3
n-Hexadekan CH 175 6,125 109,9
Metanol CH,O 6 119,0
Etanol CH304), 6 1141
Glicerin CHg;s0 4,67 118,5
Ecetsav CH,0 4 109,4
Borostyankdsav CHs,0 3,5 106,5
Gliikéz CH,O 4 117
Fruktoz CH,O 4 117,7
Galaktéz CH,0O 4 116,6

Az elektronmérleg-egyenlet alapjan lattuk, hogy € a szubsztrathének az a hanyada, amely hé
forméjaban felszabadul. Az n ugyanigy az a hanyad, amely az (j sejttémegben realizalddik, annak
¢géshdjévé alakul. Az n-t a sejttdmeg energiahozamanak is nevezik.

. . Q
Yu _y Yx Qox

] _y Yx Qo (4.40)
¥s Ys Qos

n=y
c CYs Q.

Az n sejttdmeg-energiahozam tehdt a C-forras energiatartalmanak 0j sejttomegként torténd
hasznosulasat jelzé6 mennyiség. Ugyanigy definialhato a termék energiahozama, & is.

(4.37)-bél is kovetkezik, hogy € nem mas, mint a ,,héveszteség”, vagyis

etE+n=1 (4.41)
minden esetben. llyen 6sszefliggést nem tudnénk felirni, ha nem C-mol egységre vonatkoztatnank.
4.3.2. Hozamkifejezések, oxigénigény

Egyéb hozamkifejezések is felirnatok, illetve definialhatok a sztbhiometriai egyenlet alapjan.

Sejthozam
C-mol hozam, ami a sztéchiometriai egyenletben a sejttémeg egyutthatoja

—at jtszé
Y, = g —atomsej sz,en , (4.42)
g —atomszubsztratszén

A szokésos tomegalapl Yy eredd hozam is felirhat6 a kovetkezdképpen:

_gseit  Y.(12+p+16n+14q) 1 (4.43)
XS g szubsztrat (1-R) (12+m+161) '
vagy a C-tartalmat felhasznalva egyszeriibben
Vs =Yoo Sa oy, (4.44)

a,12 “‘a,
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Termékhozam
g atom sejtszén (4.45)

g atom szubsztrat szén

Az éltaldnosabban hasznélt g/g dimenzidju termékhozam is kiszamithato:

temék z(12+r+16s+14t
Y, =2 __ ( ) (4.46)
g szubsztrat (12+m+16l)

Oxigénre vonatkoz6 hozam
Az altalanos sztohiometriai egyenlet alapjan b mol oxigén felhasznalasa torténik yc C-molnyi Uj

mikrobatomeg képzddése soran. A C-molra vonatkoztatott oxigénhozam tehat:

e = % (4.47)

Az &ltalanosabban hasznalt oxigénhozam kifejezés az 1 g oxigén felhasznalasakor képz6dott uj
sejttdmeget adja meg, amely
y.(12+p+16n+14q) 1

Y, =
° (1-R) 32b

(4.48)

A (4.48) egyenletnél konnyebben kezelhetd kifejezéshez jutunk, ha itt ujra felhasznaljuk a
mikroba C-tartalmat.

_yJd12 1

4.49
° o, 32b (4.49)

Erdemes ezt az egyenletet egy kissé atalakitani, mert tobb kovetkeztetést is levonhatunk majd az

olyan fermentéaciok anyag- és hémérlegére vonatkozoan, amelyek soran fleg sejttomegtermelés folyik
(pékéleszt6, SCP sth.). Helyettesitstk be a b értékét a (4.36)-bol kifejezve a (4.49)-be. Ekkor a

y, = Ye12 4 (4.50)

o, 32(Ys — YT« _Z’Yp)

Osszefiiggést nyerjiik, amely kissé atalakitva a kdvetkezo alakava teheto:

2067, Ys ~ZVp

Tx

(4.51)

o]

c

Ipari sejttomegtermelés esetén (pl. takarmanyéleszté-gyartas, SCP-fermentécio alkanolon stb.) az
extracellularis termékek mennyisége csak 1-3%, amelyet bizton elhanyagolhatunk (a nevezd z-t
tartalmazo tagja elhagyhato), s igy a kozelité oxigénhozam sejttomegtermelés esetén egyszeriisodik:

I

v, =3 Y (4.52)
ZOLZYX 'Yis_y

X

Az oxigénhozam tehét ilyen esetekben a C-hozam, y. figgvénye, ha meggondoljuk, hogy v, = 4,2 és
o, = 0,46-0,5 j6 kozelitéssel allandok.

A 4.22. abra néhany C-forrasra szemlélteti az oxigénhozam és a C-hozam, vagy ha tetszik, az
eredd sejthozam kapcsolatat, hiszen (4.44) alapjan ezek egymasba konvertalhatok.
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4.22. dbra: Yo - Yys kapcsolata sejttémeg tenyésztés esetén

Az bran lathato, hogy

— Yo monoton né Yys nBvekedésével, és kis C-hozamoknal kdzel lineéris a kapcsolat.
— Minél kisebb vs, a szubsztrat elektron-egyenértéke, vagyis minél nagyobb az oxigéntartalma, annal

meredekebben flgg Yo az Yys-t6l. A (4.52) sszefiiggés alapjan belathato, hogy 1> yc<£,

X

vagyis létezik a C-hozamnak elméleti maximuma, amely azonban a gyakorlatban nem érhet6 el.

A sz0kasos Yys hozamra ez a tartomany

0(Yys(%L, ha Lot 65 0V, ha o1
o

X2 X 2 X

— ha yc tart yslyx értékhez, akkor Y, tart a végtelenhez, aminek szemléletes jelentése az, hogy
sejttermeléshez egyre kevesebb oxigén szikséges, horribile dictu 0, ha yc =ys/yx. (Figyelembe
véve azonban, hogy, yc<1 lehet csak!)

E gondolatmenet alapjan létezik termodinamikailag lehetséges (gyakorlatilag el nem érhetd)
maximalis C-hozam. Ez azt jelentené, hogy a szubsztrat 6sszes szene sejttémeggé, a szubsztrat 6sszes
energiaja a sejttémeg energigjava konvertalddnék, vagyis ez esetben n=1 lenne. Az ilyen koriilmények
kozott szamitott hozamértékeket a 4.13. tablazatban kdzoljik egy sor szubsztratra. Vessuk 0ssze Yy s
értékeit az el6z6ekben mar targyalt néhany valodi ered6 hozam értékkel!

Ha az energiahozamot, n-t a (4.52) egyenletbe helyettesitjiik, a kovetkez6 kozelitd Osszefiiggést
nyerjik az oxigénhozamra:

Y, 20,777 —— (4.53)
1-7

Mivel a gyakorlatban n<0,7, a szubsztrathének legkevesebb 30%-a metabolikus hé formajaban
szabadul fel**. Ezt behelyettesitve (4.53)-ba egy valdsziniien maximalis

oxigénre vonatkoz6 hozamot kapunk.

* Egyes szerzék szerint 40-50%-al
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A (4.53) egyenlet, illetve a ~460-500 KJ/mol oxigéntényezd ismerete nagy segitséget nyljt egy
setjttomeg- tenyésztésre alkalmas reaktor megtervezésében vagy kivalasztasdban, mivel a J = OTR-

Yo, amelyben J a produktivitas [kg sejt/m*h], OTR pedig az oxigénatadési sebesség [kg O,/m>.h].

Ez az osszefliggés tAmpontot nydjt arra vonatkozdan, hogy egy kivant produktivitas eléréséhez
milyen oxigénbeviteli kapacitassal rendelkezd bioreaktor sziikséges, és a varhatdé hétermelés miatt
milyen hécseréld berendezéssel kell rendelkeznie.

Foglaljuk 0ssze a fermentacios rendszer sztohiometriai leirdsanak elényeit és azt, hogy a
biomérndki gyakorlatban mire hasznélhaté e megkozelités.

A szt6hiometriai egyenlet egyszertien felirhato, csak a szubsztrat és a termék dsszetételének isme-
rete és a mikroba elemi Osszetételének ismerete vagy mérése, illetve még két tetszéleges mérés sziik-
séges. Mivel rendszerint sokkal tobb mérési lehet6ségiink van, mint kettd, ezaltal egy identifikalt szt6-
hiometriai 6sszefliggés alkalmas lehet méréseink konzisztenciavizsgalatara, on line méréseink
ellendrzésére.

Feltéve, hogy egy adott esetben a mérések nem konzisztensek a sztGhimetriai leirassal, pl.
Yysmet < Yxsszamitos €KKOr nem ismert melléktermekek jelenlétére gyanakodhatunk (ez tovabbi mélyebb
vizsgalakot inicidl), vagy példaul, ha RQue: # RQsamior, €2 €Setben arra gyanakodhatunk, hogy a fel-
tételezetthez képest mas biokémiai reakcidutak valosultak meg, ez ismét tovabbi mérésekre inspiral.

A sztbhiometriai egyenlet nem mérhetd valtozok becslését teszi lehetévé.Az iparban gyakran nem
lehetséges a sejtnOvekedés mérése, mert a tapoldat Osszetétele zavarja a mérést. Ekkor a mérleg-
egyenletek felhasznalasaval tehetiink becsléseket a nem mérhet6 valtozora.

Uj fermentécios folyamat tervezésekor elzetes becsléseket tehetiink a kiilonbz6 hozamok Xys,
Yp, Yo,Yy stb. értékeire.

A technoldgia megtervezésekor a reaktorkivalasztasban segitséget nydjthat: a reaktor tipusa, a
hétermelés becslése, ennek alapjan a sziikséges hdatadasi feliilet, a hiit6kozeg AT-jének és aramlasi
sebességének szamitasara modot kapunk.

4.13. tablazat: Termodinamikailag lehetséges maximalis(y =1) energiahozam alapjan szamolt eredd
hozamok (elméleti maximalis) (a,= 0,46 C-tartalmu mikroba feltételezéséval szamitva)

C-/energiaforras Ys Ve Yxs (9/0)
Alkéanok
metan 8 (1,91 | 1,63
hexén 6,3 (151 | 1,82
hexadekan 6,1 (1,51 | 1,84
Alkoholok
metanol 6,0 (1,41 | 0,81
etanol 6,0 1,41 | 113
glicerin 4,7 (1,11 | 0,84
Szénhidratok
formaldehid 4,0 0,95 0,8
glikoéz 4,0 0,95 0,8
szahar0z 4,0 0,95 0,8
keményito 4,0 0,95 0,8
celluloz 4,0 0,95 0,8
Szerves savak
hangyasav 2,0 0,5 0,3
ecetsav 4,0 0,95 0,8
tejsav 4,0 0,9 0,8
fumarsav 3,0 0,7 0,6
oxalsav 1,0 0,25 0,1
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4.4. Fermentacios rendszerek és matematikai modellezésik

Més tudoményteriletekkel 0sszehasonlitva a bioldgia, igy a mikrobialis rendszerekkel foglalkozo
fermentécid is késett a matematikai modellezés sziikségességének felismeréseben, de a 20. szazad 60-
as éviben e teriletre is betdrt a matematikai szemlélet. Kézben tartani, biztonsagosan reprodukalni,
méginkdbb szabalyozni és automatizalni csak olyan folyamatokat lehet, amelyeknek kvantitativ
viszonyai ismertek. Ennek megfeleléen kezd6dott el a fermentaciok mérnoki-miiveleti szempontbol
torténd matematikai leirasa (sterilezés, levegoztetés, 1éptékndvelés) és a mikroba-kérnyezet rendszer
kinetikai viselkedésének matematikai modellezése. A gépi szamitastechnika altalanos elterjedése
segitette eld e fejlodést, és jelenleg mar ott tart e tudomanyteriilet is, hogy a matematikai modellezést a
mindennapi gyakorlat részeként alkalmazza.

A novekvd modellezési informaciotomeg rendszerezése célszerii egyrészt a tajékozddas
megkonnyitése végett, masrészt az altalanos modellezési elvek kifejtése az egyes konkrét modellekbdl
segithet a biomérndknek sajat rendszere modelljeinek felallitasa soran. A tovabbiakban egyrészt ezen
altalanos alapelvekkel foglalkozunk, majd néhany csoportreprezentanst mutatunk be.

Miel6tt a konkrét fermentaciomodellekkel foglalkoznank, vizsgaljuk meg rendszerlinket és
maganak a modellezésnek a mibenlétét.

A fermentacié tudomanyterilete bioldgiai anyagformak, rendszerek vizsgalataval foglalkozik. A
biorendszer Bartholomay szerint ,,anyagi objektumok sorozatanak hatarozott csoportja (ezen
szubmolekularis részecskéket, molekuldkat, sejtalkotd részeket, sejteket, sejtek populacidjat értjik),
amelyeknek alkotd elemei meghatarozott fizikai, fiziko-kémiai, morfologiai, topoldgiai és iddbeni
kapcsolatban vannak egymassal és az Sket koriilvevd vilaggal, az un. kérnyezettel”.

E rendszer nem statikus jellegli, alland6 mozgasban van, szorosan Osszefiigg a folyamattal, s
utobbi igy nem maés, mint a rendszer 6nmozgasat, kdrnyezetével vald dinamikus kapcsolatat kifejez6
fogalom. Ilyen értelemben a fermentacids rendszer és a fermentacios folyamat egymastdl elvalasztha-
tatlan egységben van, de nem azonos vizsgalati objektumok, ha néha értelmezésiik nem is kiilonithetd
el vilagosan.

Lényeges ramutatni, hogy minden rendszer — igy fermentacids rendszerlink is — bizonyos
értelemben szubjektiv: hatarainak kijelolése nem feltétlenil ,,természetes”, rendszeriink mindig olyan
kérnyezetben talalhatd, amely egy nagyobb, még nagyobb stb. rendszer része, és amely ugyanakkor
mas rendszereket is tartalmaz, igy maga is kisebb, még kisebb stb. rendszerekbdl épiil fel.

A matematikai modell a rendszert és kornyezetét jellemzo valtozok kozotti kapcsolatokat a
matematika formalis nyelvén megfogalmazo hipotézisek sorozata.

Az emlitett valtozok célszerien mértek vagy legal&bbis mérhetéek, hiszen a modell hipotézis,
amelyet csak a gyakorlat, a mérés, a kisérlet igazolhat vagy vethet el.

A vizsgalt rendszer matematikai modellje, a modellezés folyamata azonfelil, hogy a rendszer
Kvantitativ kapcsolataira ravilagitva a rendszerr6l alkotott kép, végsd soron a tudas elmélyitését
szolgalja, tovabbi elonyokkel is rendelkezik. Segitségével a kisérletes tudomany kilép a puszta empiria
talajarol, modszereinek rendszerességet ad, a kisérleti apparatus gazdasagos felhasznalasat segiti el6,
hiszen a mar elvégzett kisérleti bazisra épiild adekvat matematikai modellek interpolaciora, sét
bizonyos hatarok kozott extrapolaciora (,,mérnoki joslasok teriilete”) is lehetdséget adnak. Ehhez
kapcsolhatd az an. ,in numero kisérleti technika”* alkalmazasabol adddd eldny is. Bizonyos
kérdésekre ugyanis a matematikus irdasztala melldl is valaszt kaphatunk, nem sziikséges igénybe
venni a biolégus vagy vegyész laboratériumat: ez a bioldgiai rendszerek matematikai szimulécidja.
Ilyen modszerekkel tanulményozhatdk a rendszerek olyan korilmények kozott is, amelyekben nem
akarunk vagy nem tudunk kisérleti munkat végezni.

A fermentacios rendszer (R) matematikai modelljének megalkotasa maga is folyamat, mégpedig a
4.23. abranak megfeleléen egy Onmagat sziikségszerlien pontositd, korrigalé folyamat. Egy ilyen
rendszernek nincs ,,legjobb” leirasa, ismereteink boviilésével mindig talalhatunk ,,jobb”, a tényleges
torténéseket hivebben leird modellt (M).

*2 Az in numero kifejezés gyakran az in silico (szamitogéppel értelemben) kifejezést helyettesiti, ezeket akar
szinonimakeént is hasznalhatjuk.
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4.23. dbra: A matematikai modellezés maga is folyamat

A modell egyszeriisitett leképzés, nem vehet figyelembe minden lejatszodd térténést, minden
valtozot, ezek koziil csak a modellezd altal 1ényeges hatasuaknak itéltekkel operal. gy a matematikai
modell nem természeti térvény. Mas szdval nincs 1:1 megfeleltetés a rendszer és a matematikai
modellje kdzott, mas modell is leirhatja tobbé-kevéshé adekvat modon a torténéseket, és forditva is
igaz, egy adott modell tébbféle rendszernek is adekvat megkozelitése lehet.

A modellekkel matematikai miiveletek végezhetdk (példaul egyenletei 0sszeadhatok, differen-
cialhatok, integralhatok stb.), s ezek alapvetéen megvaltoztathatjak formajat, ami legalabbis ovatos-
sagra int egy modell alkalmazési formajanak mechanikus felhasznalasaval kapcsolatban, hiszen az
emlitett miiveletek elfedhetik az eredeti modellnél figyelembe vett feltételezéseket, elhanyagolésokat.

Egy fermentacids rendszerben a sejtek populécitja, ezen populéacio szintetizal6 és atalakitd
tevékenysége a vizsgalat targya. Fermentécids rendszeren tdgabb értelemben a mikroorganizmusok
tenyészetét es kornyezetét, valamint az azt meghatarozo fizikai, fizikai-kémiai paraméterek 6sszes-
ségét értjiik, a fermentacios folyamat pedig az igy definialt rendszer és a benne, illetve vele torténd
valtozasok, atalakulasok 6sszessége.

Mai ismereteink szerint a legegyszeriibb baktérium sejt is legalabb 10" molekulabdl épiil fel (lasd
példaként a gyorsan szaporodo E. coli osszetételét bemutatd 4.14. tablazatot). Ebb6l 1000-10 000 a
kiilonb6z6 katalitikus hatasu fehérje. A sejtekben ezek az enzimek rendkivil bonyolult anyagcsere-
folyamatokat katalizalnak, amelyek Gszetett tobbszintli szabalyozas alatt allnak. E megszamlalhatatlan
anyag- és torténésféleség mozgastorvényeinek jelenleg csak téredéke ismert, az tehat, hogy egy sejt
viselkedését leirjuk, még modellszeriien is rendkiviil sok elhanyagolast igénylé s oOhatatlanul durva
eredményre vezeto kisérlet lenne. Ezt figyelembe véve az a lehetdség marad az egyediili jarhaté ut, ha
lemondunk az egy sejt targyal&sarol, s a populécid, a sejttémeg makroszkdposan megfigyelhetd
viselkedését irjuk le a legfontosabbnak itélt néhany valtozé figyelembevételével.
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4.14. tblazat: Gyorsan szaporod6 Escherichia coli 6sszetétele

OSSZETEVO VEGYULET- | % A SEJT- ATLAG DB/SEJT | FAJTA/SEJ
CSOPORT TOMEGBEN MOLTOMEG T
H,0 70 18 4-10" 1
Szervetlen ionok: 1 40 2,5-10° 20
K*,Mg**,Ca**Fe**,CI',PO,*
,S0,”
Szénhidratok és prekurzoraik | 3 150 2*108 200
Aminosavak és prekurzoraik | 0,4 120 3.10’ 100
Nukleotidok és prekurzoraik 0,4 300 1,2-10° 200
Lipidek és prekurzoraik 2 750 2,5:10" 50
Egyéb kis molekulak 0,2 150 1,5-10" 200
(hem, kinonok....)
Fehérjék 15 40000 10° 2-3000
Nukleinsavak

DNS 1 2,5-10° 4 1

RNS 500000 3.10* 1

A fermentaciok célja a sejttdmeg és/vagy valamely anyagcsere, ill. atalakitasi termék nagy tomegii
eloallitasa. Ezért ezek, illetve az ezeknek megfeleld sebességi értékek a rendszert jellemzd legfon-
tosabb valtozok. A tobbi vizsgalt valtozd jobbara a kérnyezetre vonatkozik. E kétféle valtozo kate-
goria helyett a modellezésnél inkabb a kdvetkez6 csoportokat alkalmazzak:

Kontrollvaltozok az elsédleges hatast, a rendszerrel vald kényszerkapcesolatuk alapjan feltétlentil
szabalyozando paraméterek. E valtozok szdma erdsen fiigg a fermentaciok mindenkori technikai
kivitelétdl, a mérési-szabalyozasi lehetéségektdl. A kontrollvaltozok kozé sorolhaté a homérséklet, a
tapkdzeg pH-ja, a fermentlében oldott oxigén koncentracioja, kemosztat elvii folytonos fermentacid
esetén a higitasi sebesség, a befolyd tdpoldat szubsztratkoncentracidja stb. Természetes, hogy e
valtozok szamanak noévekedése teremti meg a fermentacios folyamat kézben tartasanak, reprodukalha-
tosaganak, s ugyanigy az egyre finomabb, a részleteket is adekvat modon tikr6z6 matematikai
modellek megteremtésének lehetdségét.

Az allapotvaltozdk csoportja jelenti a tenyészet valaszait a kornyezeti behatasokra, igy ide
sorolhatjuk valamennyi anyagcsere-folyamat sebességét, az ezekben részt vevl anyagok és enzimek
koncentracioit, a pH-t* stb. Az allapotvaltozok csoportjardl is elmondhatd, hogy a vizsgalt és a
modellezésbe bevont ilyen valtozok szama és informaciotartalma novekvé tendenciat mutat.

Az clébbi osztalyozas mellett elterjedt, és kiilonésen bizonyos tipusu matematikai modellek
esetében haszndlatos a valtozoknak bioldgiai és nem bioldgiai csoportokba sorolasa is. Elébbiek az
un. biotikus fazis, tehat a mikrobatomeg (a fermentlétdl elvalasztott sejttomeg) jellemzd valtozoi.
llyenek a sejttdémeg maga vagy bizonyos alkotorészeinek mennyiségei és valtozasi sebességeik.

A nem bioldgiai valtozék vagy mas néven az abiotikus fazis valtozoi a mikroba kdrnyezetét
jellemzik (sejttomegtdl elvalasztott fermentlé). E csoportba sorolhatok az &sszes muveleti jellegi
valtozok, mint a hdmérséklet, a gazbevezetés sebessége, a fermentlé Gsszetétele stb.

A kovetkez6kben roviden attekintiink néhany, a matematikai modellezés szempontjabol 1ényeges
fogalmat, valamint megadjuk a leggyakrabban eléforduld valtozok definicioit és az IUPAC altal
ajanlott szimbdlumokat e valtozok jeldlésére.

* Természetesen, hogy egy Valtozé allapot vagy kontroll valtozé-e, azt az hatéarozza meg, hogy szabalyozzuk-e,
vagy sem. A pH példaul allapotvaltoz6, ha magara hagyott rendszerben szabalyozatlanul valtozik, de kontroll-
valtozd, ha szabalyozzuk.
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A tenyészet, kultdra jelenti a sziikebb értelemben vizsgalt rendszert, amely a fermentlébdl, vagyis
a sejtektdl megszabaditott rendszerbdl €s a sejttdmegbdl all. Gyakran a fermentlé kifejezést az egész
tenyészetre is alkalmazzak.

A tépoldat a tdpanyagokbol, szubsztratokbol all. A tenyészet novekedésén a sejttémeg ndve-
kedését értjiik. E novekedést sziikebb és tagabb értelemben szemlélhetjiik. Sziikebb értelemben a
sejttomeg tomeg szerinti gyarapodasat jelenti, amelyt6l meg kell kiilonboztetni a tenyészet sejtjeinek
szam szerinti gyarapodasat. A tagabb értelmezés mindkét esetet magaban foglalja. Eppen e megkiilén-
boztetés céljabol a sejttdmeg jeldlésére az x, [g sz.a./dm®] dimenziéji mennyiséget hasznaljuk. Ugyan-
igy volumetrikus értelemben hasznédljuk a matematikai modellezés szempontjabol f6 allapot-
hatarozoként kezelt kiilonb6zé ndvekedési sebességeket is:

A novekedési sebesség dx/dt, egysége [g sz.a./dm®-h]

A szaporodasi sebesség dN/dt [db/cm®-h]

A fajlagos névekedési sebesseg egységnyi sejttdmegre vonatkoztatott névekedési sebesség:

Ux =———

=8

A fajlagos szaporodasi sebesséqg pedig az egy sejtre vonatkoztatott szaporodasi sebesség:

le
“an "]

A generacidés id6 fogalma nem teljesen egyértelmii. Eredetileg a szaporodasra vonatkozott,
gyakran a novekedésre is alkalmazzak. Mikroszkopikus értelemben egy sejt megkétszerez0désének az
ideje, makroszkopikusan pedig az egységnyi térfogatban 1évé mikrobaszam, illetve mikrobatomeg
duplézédasi idejét jelenti.

t, :In_2 illetvet, In2
Hx v

A tapoldat tapanyagtartalmat az §:[81,SZ,S3,...Si]vektor (a szubsztratok vektora) jeldli.
Index nélkil a tapanyagrdl vagy a limitalo szubsztratrol (értelmezését lasd a 4.1. alfejezetben)

komponensei intra-, ill. extracellulérisak, tehat biotikus és abiotikus féazistak is lehetnek, ill.
megoszolhatnak bizonyos — idé fliggvényében — valtozd ardnyban a két fazis kozott. A kilonbségtétel
igen fontos, mert az intracellularis termékek a sejttomeg részét képezik. Amikor P termékrol
beszeliink egyszeriien, akkor csak extracellularis termékrdl van szo.

A szubsztrat- vagy tapanyag-felhasznalasi sebesséq:

ds

d—ti [g/dm’h ]
A termékképzédési sebesség:

dp

d—tl [ g/dm®h |

A fajlagos szubsztratfelhasznélasi sebesséqg az egységnyi sejttémegre vonatkozd szubsztrat-
felhasznalasi sebesség:

1dS [/ hh]
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A fajlagos termékképz6dési sebesség:

1 dP, ]
Qr =ty == [yg 1 1]

E fajlagos sebességek — mint az RQ és a P/O is — a metabolikus kvociensek kozé tartoznak.
44.1. A fermentacios modellalkotés altalanos elvei

A fermentécids rendszer bonyolultan 0sszetett, amelyben sz&mos koélcsonhatds érvényesil. E
bonyolult rendszer/folyamat matematikai modellezése soran egy sor olyan altalanos és a fermentéciora
specifikusan érvényes torvényt, tudomanyos eredményt kell felhasznalni, amelyek sokrétiisége
magaban is utal e feladat nehézségeire. Ezen alapelvek altalaban ismertek, mégis egyikérél-masikarol
gyakran megfeledkeziink. Ennek oka nem feltétlenul tajékozatlansdg, hanem inkdbb az, hogy
maradéktalan érvényesitésiik kilatastalannak tinik. A kovetkezOkben rdéviden Osszefoglaljuk a
modellezésnél alkalmazott, alkalmazand6 elveket, és megadjuk a fermentaciés modellek csopor-
tositasat is, amit elséként Fredrickson és munkatarsai végezték el 1970-ben.

4.41.1. Fizikai alapelvek

Az anyagmegmaradas torvényét valamennyi fermentaciés matematikai modell figyelembe veszi, ez
teremti meg a lehet6ségét az ,altalanos” matematikai modell felallitasanak. A matematikai
alapegyenletek ugyanis altalaban a fermentacios rendszert alkotd anyagokra vonatkozd kiilonb6z6
anyagmérlegek.

Vizsgaljuk meg a folytonos miikodést, idealis, tokéletesen kevert bioreaktorra felirhaté anyagmérleg-
egyenletet.

V%:f(ci‘be —ci)+riV (4.54)

ahol V az allandé fermentlétérfogat,

f az adagolasi és elvételi térfogataram
Ci az i-edik 0sszetevd koncentracidja
I az i-edik Osszetevé ,,novekedési sebessége”.

Ilyen anyagmérleg-egyenlet annyi irhato fel, ahdny komponense (szubsztratok, termékek és a
sejttdbmeg vagy annak komponensei) van a rendszernek. Ezen egyenletek mindig tartalmazzak az r;
képzOdési sebesség tagokat, amelyek miatt az anyagmérlegek egyenletrendszere onmagaban nem
oldhat6 meg.

A mikrobatdmeg és a termékek esetében r; > 0 tehat novekedést, szubsztrdtok esetén
természetesen r; <0, és igy fogyast jelent) Eppen ri-k modellezése jelenti a fermentacios matematikai
modellezés sziik keresztmetszetét. Az anyagmérleg egyenletrendszere altalanosan érvényes, és ezaltal
megteremti a kapcsolatot a kiilonb6z6 technikai kivitelll, azaz szakaszos, félfolytonos és folytonos
fermentécidk kozott. Ezek ugyanis ilyen szempontbdl csak f betaplalasi (elvételi) sebességekben és
Cipe €rtékeiben térnek el egymastol. Igy pl. értelemszeriien szakaszos fermentaciok esetén f = 0 és
Ggyszintén ¢;e=0.

A fizikai elvek masodik csoportjat a termodinamikai elvek jelentik. A termodinamika elsd
fétételének — az energiamegmaradas torvényének — figyelembevétele nem okoz gondot a fermentaciok
modellezésénél, csak abban az esetben sziikséges ugyanis matematikailag megfogalmazni, ha a
modellezés kiterjed a technol6giai berendezésekre is, ha a folyamatban szamolni kell a héelvonassal
vagy a jelentds hétermeléssel (I&sd a C-forras hasznosulasat a 4.3. fejezetben ).

A termodinamika masodik fétételével azonban mas a helyzet, mivel egy sor olyan kovetkezménye
van, amelyeket nem véve figyelembe, hibas modellek feléllitdsahoz juthatunk.

Egy €16 rendszer, igy a fermentacios rendszer is termodinamikai szempontbdl nyilt rendszer, s
mint ilyen, alapvetden irreverzibilis médon végbemend folyamattal jar. Az irreverzibilitast és a nyitott
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rendszer jelleget a kérnyezettel valé szakadatlan anyagcsere jelenti, és ez egyarant érvényes mind az
egyes sejtekre, mind a teljes populacidra. Az egyes sejtek entrépiaja csokkenhet vagy valtozatlan is
maradhat, anélkiil, hogy a II. f6tétel érvényessége csorbat szenvedne. A mikroorganizmus ugy
novekszik. Ez természetes, ha meggondoljuk, hogy a mikroorganizmus szervezett létforma,
rendezettsége nagyobb, mint kérnyezetée, ami csak ugy lehetséges, ha a kdrnyezet rovasara tartja
alacsony szinten az entropiat. S6t igaz e megallapitas nemcsak szaporodo, novekvd, hanem az Un.
nyugvo (de €16) sejtek esetében is. Ahhoz, hogy egy nyugvo sejt életképessége fennmaradjon, munkat
kell végeznie kornyezetén. llyen munkavégzés pl. az ellenszegilés a sejteket szétroncsolni akar6
ozmozisnyomasnak, a sejt ionkoncentracidjanak fenntartasa, a mozgas stb. Azt mondhatjuk tehat,
hogy még a nyugvé sejteknek is sziikségiik van energiara, hogy rendezettségiiket fenntarthassak. Ezen
elv kvantitativ kdvetkezményeit a szubsztrathasznosulassal foglalkoz6 4.3. fejezetben fejtjik ki.

A termodinamikai tételek tovabbi kdvetkezménye a fermentacios rendszerre, hogy az — nyilt
rendszer Iévén — nem lehet termodinamikai egyenstlyban. Ehelyett, ha az é16 sejtek anyagcseréje, a
Ki- és bemend anyagaram folytonos, bizonyos id6beli allandosag, un. ,steady state” figyelheté meg.
Az €16 rendszereknek és igy fermentacids rendszeriinknek is 1ényeges tulajdonsaga az allandosult
allapot, illetve az erre valo torekvés. Az allandosult allapotra jellemzd, hogy nem vagy csak csekély
mértékben fligg a komponensek kezdeti értékeitdl, vagyis viszonylag széles hatarok k6zott ugyanaz az
allandosult allapot all be (ekvifinalitasi elv). E tulajdonsag hianyzik a zart rendszerekbdl, ahol az
egyensulyi allapotot egyértelmilen meghatarozzak a kezdeti feltételek. Az él6 rendszer ilyen
viselkedésébdl kovetkezik, hogy a mikroba viszonylag tag hatdrok kozott ugyanazon allandosult
allapot elérésére torekszik, ha masok is az induléasi kdrnyezeti feltételek. Extrém kdrnyezeti hatasok
természetszerlileg extrém hatasokat eredményeznek.

A fermentacios folyamat allandosult allapotéat kiegyenstlyozott névekedésnek* nevezziik. Erre
jellemzod, hogy a komponensek koncentraciovaltozasanak fajlagos sebességei allandoak:

1 dx, 3
R

My =Hp, =Hg =l

(4.55)

ahol a y; a rendszer i-edik komponensének fajlagos ndvekedési sebessége. E relaciok a mas széval
homeosztazisnak is nevezett kiegyensulyozott névekedés matematikai megfogalmazasat jelentik.

Kétféle kiegyensulyozott novekedésrdl beszélhetiink:

a) Korlatozatlan, amikor semmilyen kémiai vagy fizikai tényez6 nem korlatozza a komponensek
és az egész populacio novekedési sebességét. Ilyen a szakaszos fermentécid exponencialis
novekedési szakasza és a turbidosztat elvii folytonos fermentacid, ha a rendszer exponencialis
szakaszban tizemel.

b) Korlatozottan kiegyensulyozott névekedés pl. a kemosztat elvii folytonos fermentacio, ahol a
limitdlé szubsztrat alland6 koncentracidja hatarozza meg a maximalisndl kisebb fajlagos
sebességii novekedést.

A modellezés fizikai elveinek harmadik csoportjat, az Gn. konstitutiv elvek csoportjat azok a
fizikokémiai, reakciokinetikai térvények jelentik, amelyek meghatarozzdk a rendszeriinkben lejat-
sz0d6 folyamatok, transzportfolyamatok (toltés-, energia- és momentum-, valamint anyagtranszport-
folyamatok) tisztan kémiai és enzimes reakciok sebességeit. Végsd soron ezen elvek felhasznaldsa
jelenti a tulajdonképpeni modellezést. A konstitutiv egyenletek jelentik a matematikai modellegyen-
leteket, a rendszer komponenseinek ,,novekedését” leird r; egyenleteket. Nyilvanvald, hogy ezen
egyenletek felallitasa jelenti a modellezés sziik keresztmetszetét. A kiilonb6z6 matematikai modellek
foként konstitutiv egyenleteikben térnek el egymastol.

* Kiegyensulyozott novekedés az angol szakirodalomban: balanced growth.

© Sevella Béla, BME www.tankonyvtar.hu



http://www.tankonyvtar.hu/

212 Biomérndki miveletek és folyamatok

Valamennyi fermentacios matematikai modell 1ényegében a tomeghatas torvényének kiillonboz6
megfogalmazésa, azt kell tehat a legfontosabb konstitutiv elvnek tekinteni. Eszerint a rendszerben
lejatsz0d6 kémiai-enzimes reakcidknak és az egész rendszer ndvekedésének sebességét a reagald
anyagok mennyiségei valamely hatvanyainak és reakcidkinetikai allandéknak a szorzatai lineéris
kombinacidival modellezzik. A tomeghatastérvényen kivil az atadasi egyenletek (tbneg-, ho-,
momentum-) szerepelnek legfontosabb konstitutiv dsszetevOként. A konstitutiv egyenletek rendszerint

eqgy
=t (§,T, I3,u....) (4.56)

alaku egyenletrendszert képeznek.
4.4.1.2. Bioldgiai elvek

A mikroorganizmusok novekedésik soran az egyes sejtalkotd részeket (fehérjéket, nukleinsavakat
stb.) minéségileg és mennyiségileg 6sszhangban szintetizaljak. Az a mikroba életképes, amely az
anyagcseréjéhez szlikséges energiat a kdrnyezet valtozasaitol fliggetlenil, ahhoz alkalmazkodva tudja
elééllitani, és a szabalyoz6 rendszerével a kornyezeti valtozasokat kompenzalni képes (lasd
homeosztéazis). Konstitutiv tulajdonsagainak zavartalan miikodtetése érdekében az induktiv tulaj-
donsagok ,,szamtalan” lehetOsége koziil merit. A leirtak Gsszecsengnek a termodinamikai elveknél
emlitett, a kezdeti feltételekt6l bizonyos mértékben fiiggetlen alland6sult allapotra vald torekvés
tételével: mindaddig, amig a kornyezet véltozdsai megengedik, a mikroba korlatozatlanul vagy
korlatozottan ugyan, de kiegyensilyozottan (steady state-ben) névekszik.

A genotipusnak a mikrobak alakjaban, szaporodasi maédjaban megnyilvanulé kilénbségeit
legritkabb esetben veszik figyelembe: gyakran fonalas gombak modellezésére ugyanazokat az dssze-
fliggéseket probaljuk alkalmazni, mint baktériumokra, s ez elvileg helytelen. Ha megnézziik a 4.15.
tablazatot, amelyben a nagy mikrobacsoportok néhany jellemz6jét hasonlitottuk Gssze, valamint a
4.24. abrat, amelyen ugyanezen mikrobacsoportok generaciosidé-eloszlasa lathatd, szembetiinik
allitasunk helyessége. A targyaldsunk soran alkalmazott modellek alapvetéen baktériumokra adek-
vatak, kisebb mértékben éleszték esetében is alkalmasak. Fonalas gombakra is alkalmazzuk Oket,
azonban ez fokozott koriiltekintést igényel, és a késobbiekben ezek szaporodasanak néhany specifikus
modelljét kiilon is érintjuk.

4.15. tablazat: F6 mikrobatipusok azonos és eltérd tulajdonsdagai

JELLEMZOK BAKTERIUMOK ELESZTOK FONALAS GOMBAK
ALAK Palcika, gobmb, lancok | Ellipszoid, gémb, Hifafonadék,
lancok pellet

MERET 0,54 pm 5-25 um 5-15 um szgéles ¢€s

500-5000 um

hossz( micélium
REPRODUKCIO Hasadas, azonos Sarjadzas, nem azonos | Hossziranyd, apikalis

lednysejtek lednysejtek novekedés

SEJTSURUSEG 1,0-1,1 gcm™ 1,0-1,05 gcm™ 1,0-1,05 gcm™
EGY SEJTTOMEGE | 10™¢g 10" g Nem értelmezhetd
FEHERJETARTALOM | 60-80% 45-55% 25-55%
a szarazanyagban
Nukleinsav-tartalom 15-25% 5-12% 5-10%
a szarazanyagban
SZENHIDRAT- ES 5-30% 10-30% 10-50%
LIPID-TARTALOM a
szdrazanyagban
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JRelativ
gyakorisag
baltérivm  élesztd penész
I I I ;
45 90 180 min

Generacios 1dd
4.24. dbra: Mikrobacsoportok generdciosidé-eloszlasa

Kilénos koriiltekintéssel kell a modellezésben figyelembe venni azokat a kérnyezeti tényezoket,
amelyek a tenyészet harmas esélye, azaz az (j sejtanyag szintetiz&lasa, mutécidja és a sejtpusztulas
irdnyéaban a torténéseket és azok intenzitasat meghatarozzak.

A leglényegesebb kornyezeti tényezOk hatasai és a kiilonb6z6 modellekben valé megjelenési
lehetdségei vazlatosan az alabbiakban foglalhatok dssze.

A hoémérséklet ered6 hatiasa az Arrhenius-Osszefliggés formajaban vehetd figyelembe, annak
ellenére, hogy a makroszképikus mikrobametabolizmus szamtalan elemi, molekularis szintii 1épés
ereddje, amelyek mindegyike is a homérséklet Arrenius-fiiggvénye. Természetesen az €16 sejt nagy
fehérje- tartalmanak kovetkeztében a hédenaturalodas is szamottevd, igy végsd soron a két effektus
ereddjét, egy maximumos hémérséklet-ndvekedési sebesség-0sszefiiggést kapunk (4.25. abra). Minden
mikroorganizmusnak van egy jol definialt optimalis hémérséklete, de ennek értéke nem abszolit,
hanem fiigg a tobbi tenyésztési koriilménytdl, példaul a taptalaj sszetételétol.

A maximum el6tt, viszonylag sziik héfokintervallumban, a fajlagos ndvekedési sebesség

3

By = ol RT (4.57)

alakl 0sszefliggés szerint valtozik.

A fenti egyenletben o a fajlagos ndvekedési sebesség a vonatkozasi homérsékleten.

AE a névekedés latszdlagos aktivalasi energiaja®. Ugyanakkor a denaturalodas fajlagos sebessége
is az Arrhenius-6sszefiiggés szerint irhato le, igy a két hatas ereddje:

AE, AE,

u,=Ae R —Ae RT (4.58)

ahol: AE; ugyanaz, mint AE fent
AE; a denaturdlddas latszolagos aktivalasi energidja
A1,6s A, allandok.

Alltalaban AE;>>AE;,* ezért alacsony hdmérsékleten p, valoban a (4.57) egyenlet szerint valtozik
a hémérséklet novekedésével.

Az abran megjeloltik a mikroba szamara minimalis sziikséges homérsékletet is, ez alatt a
sejtmembran ,,gélesedik”, ami olyan kis anyagatadasi sebességet tenne csak lehetdévé, ami nem
elegend6 a novekedéshez. Itt tehat mar egyaltalan nincs ndvekedés. Ugyanigy a maximalis ndvekedési
sebesség felett sincs ndvekedés. Ne felejtsiik el, hogy a denaturadlodasnak nincs Kitlintetett, ,,egy

* E. coli esetében pl. 55,4 ki/mol volt egy adott fermentaci6 esetén.
*® AE; 50-80 kJ/mol, mig AE, 250-300 kJ/mol tartoményba esik. A mol a mértékegységben nem azonos a
sztdhiometriai mikroba mol-lal. Itt ennek csupan formalis szerepe van!
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bizonyos” hémérséklete, az a homérséklet ndvekedésével folyamatosan nd, valamint, hogy a (4.57-
4.58) egyenletek allanddi nemcsak a tenyésztett mikrobatol, hanem a kérnyezet egyéb tényez6it6l (pH,
fermentlé Osszetétele) is fliggnek.

Novekvd
denaturacio

Noévekvo fajlagos
névekedési sebesség

Minimum
novekedési
hémérséklet

Maximum
novekedési
hémérséklet

0081 .00B2 0083 04 00353 00863 KU

50 40 30 20 10 0 C©

4.25. dbra: Egy hipotetikus mezofil mikroba fajlagos névekedési sebességének fliggése a
hémeérséklettol i — 1T brazolasban

A hoémeérséklet nem csupéan a novekedésre, hanem a termékképzddésre is hatassal van. Gyakran a
novekedés és termékképzodés héfokoptimuma nem esik egybe, igy a teljes fermentacid optimalis
hémérsékletének, illetve optimalis hémérsékleti profiljanak meghatarozasa olyan optimumkeresési
feladat, amely éppen a matematikai modellezés segitségével oldhatdé meg.

Jellegzetesen valtozik az ered6 hozam is, ami a hémérséklet novekedésével csokken, mivel minél
magasabb a homérséklet, annal tobb energia sziikséges fenntartasi célokra. A fajlagos fenntartasi
koefficiens is az Arhenius-egyenlet szerint né a homérséklettel, 60-80 KJ/mol latszolagos
aktivalésienergia-jellemzovel.

A fermentlé pH-janak hatasa nem kdzvetlendl a sejten beliili anyagcsere-tevékenységre iranyul,
hanem elsédlegesen a sejtmembran anyagtranszport-folyamataira (lasd a 2.10. fejezetet). Abban az
esetben, ha a pH magara hagyott rendszerben szabadon valtozik, allapotvéaltozoként, ha szabalyozasra
lehet6ség van, kontrollvaltozoként kell figyelembe venni a modellezéskor.

Igaz, hogy sok kivétel adodik, mégis egy sor altalanos kdvetkeztetés vonhatd le a pH-nak a
fermentécids rendszerekre gyakorolt hatdsaval kapcsolatban. A baktériumok rendszerint 4-8 pH-
tartomanyban novekednek, mig az élesztégombak a 3-6, a fonalas gombak a 3-7 pH-tartomanyt
részesitik elonyben. Ennek megfeleléen gyakran éppen a pH az a kdrnyezeti tényezd, amelynek
segitségével egy fermentaciés rendszer idegen mikrobakkal vald befertozodése meggatolhato
(azonban soha ne hagyatkozzunk csupéan erre egy rendszer sterilitdsanak fenntartasanal!)

A mikroorganizmusaink tenyésztése soran fellépd pH valtozasanak tobb oka lehet. Ha ammonia
vagy NH,"-s6 a nitrogénforras, akkor a fermentécio folyaman a pH csokkenni fog.

Ennek oka az, hogy a N a fermentlében NH,*-formaban van jelen, mig a sejtbe NH;*-R formaban
keriil be, tehat proton marad a sejt kdrnyezetében. Ez oly mértékben jellemz6é pH-valtozast okoz, hogy
egyes esetekben a N-forras szabalyozasara, illetve adagolasra is felhasznalhaté vezérl6 jelnek
tekinthetjiik. Nitrat nitrogénforras esetén a helyzet forditott, a tapkozegbdl keriil proton a nitratra,
amely szintén NH;"-R formaban metabolizalodik, s igy néni fog a fermentlé pH-ja. Ez azonban nem
szigoruan sztohiometrikus, igy szabalyozasra nem alkalmas. A pH-véltozds masik oka az extra-
cellularis termékekben keresendd: egyes mikrobak novekedésiik soran savas karakteri termékeket
valasztanak ki a fermentlébe (tejsav, glikonsav, citromsav stb). Ha fehérje vagy aminosavak
biztositjak a N-forrast (esetleg a C-forrast is), sok esetben a fermentlé lugosodasa figyelheté meg a
fermentacid soran. Az aminosavak ugyanis dezamindlodva hasznalodnak fel, ami ammonia felsza-
badulésaval jar.
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A fermentacios rendszer lényeges jellemzbéje a benne levé aerob mikroorganizmusok 1égzési
tevékenysége. Az oxigén ugyanis, mint f6 elektronakceptor, szintén a rendszert jellemzd kontroll-
vagy allapotvaltozokkal kapcsolatos. Maga az oldott oxigén koncentracidja vagy a fermentlére és
technoldgiai koriilményekre jellemz6 oxigénatviteli koefficiens (OTR) kontrollvaltozok lehetnek, mig
a légzési sebesség és a fajlagos légzesi sebesseg (Qo2) a tenyészet fizioldgiai allapotat jellemzd
allapotvaltozok.

A légzés, levegoztetés és az oxigénellatas kulcsszerepével a 4.5. fejezetben részletesen foglal-
kozunk.

A fermentlé tapanyagai — mint kornyezeti tényez6k — igen fontosak a mikrobak névekedése,
anyagcsere-tevékenysége szempontjabol. A tapanyagok mindségi és mennyiségi szempontbol is
lényegesek, nem utolsosorban ezek segitik elé az induktiv tulajdonsdgok manifesztalodasat a
,.szamtalan” genotipusos lehetéség koziil. Erdemes megjegyezni, hogy a szubsztratok is (hasonldan a
pH-hoz) kontroll- és allapotvaltozok is lehetnek, mig a szubsztratfelhasznalasi sebességek, valamint a
fajlagos felhasznalasi sebességek egyértelmiien allapotvaltozok. Koncentracidik meghatarozhatjak a
fajlagos ndvekedési sebességet. Ez esetben limitald szubsztratr6l vagy szubsztratokrol beszéliink, de
nagy feleslegiik gatloan is hathat a mikrobatenyészet aktivitasara (szubsztratinhibicio).

Ugyanezek érvényesek a kornyezetben felhalmozodo termékekre is (P;), vagyis ezek lehetnek
kozombosek, gatloak, sét toxikusak is a tenyészetre. Ezekrdl a kérdésekrdl a tovabbiakban az egyes
modelleknél részletesen beszélunk.

Felmeril a kérdés, hogy a felsorolt koérnyezeti tényezék hogyan jelennek meg a matematikai
modellekben. A szubsztratok — igy az oxigén is —, valamint a termékek a matematikai modellek
konstitutiv egyenleteiben, a tomeghatas torvényében és az anyagtranszportot leird egyenletek
komponenseiként szerepelnek. A hémérséklet és a pH ritkan szerepel a modellekben expliciten, mivel
a modellek rendszerint adott hémérsékletre és pH-ra vonatkoznak. E két kornyezeti tényezot altalaban
mint a kinetikai allandokra formalisan hatd faktorokat vessziik figyelembe. Az alaposan kidolgozott
modelleket rendszerint kiegészitik a kinetikai paraméterek mint fliggé valtozok, és a pH, ill.
hémérséklet mint fliggetlen valtozok empirikus vagy az enzimkinetikan alapuld modelljeivel.

A bioldgiai elvek csoportjaba tartozik az a modellekben ritkan figyelembe vett tény is, hogy a
fermentacio nem tisztan ,,sziiletési folyamat”, hanem szamitasba veendd a sejtek pusztulasa (a
sejthalal, a lizis) és a fermentacio alatti spontdn vagy a fermentlében jelenlévé mutagén agens
indukalta mutacié is. Ezek modellezése rendkiviil bonyolult feladat, hiszen a jelenségek mecha-
nizmusa nem mindig ismert, s féként jelenlétiik nem mindig észlelhetd. Altalanossagban elmondhato:
a lizist és a sejthalalt legtobbszor elsérendl kémiai reakciokként modelezzik.

Végul fontos bioldgiai elv az, hogy minden biolégiai folyamat, igy a fermentacid is, tartalmaz
véletlenszer(i vagy legalabbis altalunk bizonytalanul ismert jelenségeket, tehat alapvetéen sztohasz-
tikus viselkedésii. Hogy ennek ellenére elbszeretettel a determinisztikus leirasokat hasznaljuk, s ez
mégsem jelenti rendszeriink tulajdonsdgainak durva elhanyagolasat, bizonyitja egyrészt az a tény,
hogy a sztohasztikus megkozelitések varhatd értékben egy-egy determinisztikus leirast adnak.
Masrészt a rendszer kisérletes vizsgalatara adodo lehet6ségek is ide hatnak, ugyanis a sztochasztikus
jelleg legtobbszor nem ismerheté fel a jelenleg alkalmazott kisérleti modszerek mellett. Ez belathato,
ha példaul a legegyszeriibb sztohasztikus folyamat modelljének®’ varhat6 érték, illetve szorasnégyzet
kifejezései alapjan kiszamitjuk a rendszerben végezhetd megfigyelések relativ szorasat :

varhatd érték m(t) = n,e™ (4.59)
sz6rasnégyzet o’ (t)=nge™ (e -1) (4.60)
VRN Tz
relativ szoréas oft) (1-e™ (4.61)
m(t) n,

*" Ez az Gn. Yule—Furrey-féle sztohasztikus sziiletés modellje, amely a Monod-modell sztohasztikus megfeleldje.
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Mivel n, altalaban igen nagy (a szokasos inokulum sejtsiiriiség 10°~10° db/cm® kozé esik) a relativ
sz6ras igen kicsiny: 10™-1% kozotti. Szempontunkbol még a felsé 1%-0s relativ szoras is kedvez6, ha
meggondoljuk, hogy ritkdan van mddunk fermentécids folyamatunk analitikai kovetésére e szOras-
hataron bellli pontosséggal.

4.4.2. A fermentdcios matematikai modellek fobb tipusai

Mint minden matematikai modell, a fermentaciés modellek is alapvetden determinisztikus vagy
sztochasztikus megfontol&stak lehetnek.

A determinisztikus-sztochasztikus megkiilonboztetésen tilmenden kiilonbozé model-csoportositasi
rendszerek terjedtek el a szakirodalomban. Iigy megkiilonboztetnek szubkultiras és szubcelluléris
szinten jelentkez6 matematikai modelleket. A modellek felépitésének jellemzdit, illetve a modellépités
koncepcidit leginkabb Fredrickson és munkatarsai modellcsoportositasi rendszere tikrozi hiven, ezért
az alabbiakban erre tériink ki részletesebben.

Fredrickson® és munkatarsai osztalyozéasa értelmében a fermentacios modellek az alabbi szem-
pontok szerint csoportosithatok:

1. Sejtszdm modellek: a fermentacios rendszer fé allapotvaltozdjanak a tenyészet sejtkoncentra-
cidjat tekintik. Az eredeti angol elnevezés (segregated models) onnan adddik, hogy a tenyészet
funkcionalisan és szerkezetileg elkiiloniilt egységekbol, a sejtekbol tevodik oOssze. Ezek a
modellek leginkabb sztochasztikus felépitésiiek.

2. Sejttémeg modellek: a sejttémeg-koncentracidt tekintik a populéacio leglényegesebb allapot-
valtozojanak, és azon a feltételezésen alapulnak (ha nincs is mindig kiemelve!), hogy a sejt-
tdmeg egyenletesen oszlik el a teljes tenyészet térfogataban. Az eredeti angol csoportnév éppen
ezen egyenletes eloszlast emeli ki (distributed modes). E modellek féként determinisztikus
megfontolasokon alapulnak.

A fenti csoportositasnal jellemzobb a kovetkez6 két csoport:

A) Struktdra nélkili modellek: a tenyészet névekedését és anyagcsere-aktivitasat kémiai reakciok
ereddjeként modellezik. E kémiai reakciokban az egyik ,reagald komponens” a szerkezet
nélkdli, a fermentlében egyenletesen eloszlo sejttomeg(x) (ennyiben ezek sejttémeg modellek
is), reagalo partnerei pedigaz  ugyancsak mindenditt azonos koncentracidju tapanyagok (S)).
A ,kémiai reakciok” termékei az uj sejttomeg es a termékek (P;). Az ilyen tipusu modellek a
legelterjedtebbek, és gyakorlati célokra is a leghasznéalhatobbak.

X + S > Gjx+ P

B) Strukturalis modellek: ugyancsak kémiai reakcioként értelmezik a fermentéacios folyamatot, de
a sejttdmeg mint szerkezetileg és funkciondlisan megkiilonboztethetd részek sszege szerepel.
E finomabb strukturalis egységek — funkcidjuknak megfeleléen — Iépnek kolcsdnhatasba a
kornyezet tapanyagaival: a biotikus fazis komponensei reagélnak az abiotikus fazis kompo-
nenseivel és egymassal, igy a reakciok eredménye Ujabb sejttémeg, ill. strukturdlis részei,
tovabba az abiotikus fazis termék komponensei. A strukturélis fermentacidés matematikai
modellek kevésbé ismertek és elterjedtek, amely egyrészt magyardzhaté a kezelésiikhdz
szlikséges matematikai apparatus komplexségével, masrészt nehezebb interpretalhatésagukkal.

DX+ e o> GYx + ) PR

Mindkét fent érintett matematikaimodell-csoportositas egyarant vonatkozhat szakaszos és
folytonos fermentacids rendszerekre is. E miiveleti (technikai kivitel) szempontt osztalyozas jelentheti

* H. M. Tsuchiya, A. G. Fredrickson and R. Aris:Dynamics of Microbial Cell Populations, in Advances in
Chemical Engineering VVol.6. AP 1966, TB Drew ed.
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egyben a harmadik modellcsoportositasi modot is, azonban ki kell emelni, hogy a miiveleti besorolas
alarendelt az el6z6ekkel szemben, hiszen valamely konkrét fermentacios matematikai modell esetében
csak az anyagmeérleg-egyenletek formai térnek el a két modelltipusnal.

Ezen attekintd bevezetd utan meg fogjuk vizsgélni az emlitett modellcsoportok tartalmi jegyeit a
néhany csoport reprezentas bemutatasan keresztiil.

4.4.3. Struktara nélkili modellek (szakaszos rendszerek)
4431. Monod -modellcsalad

A legismertebb és immar klasszikusnak mondhat6 a Jacques Monod altal kidolgozott fermentacios
kinetikai modell, amelynek legfontosabb tulajdonsagaival a 4.1. alfejetben megismerkedtiink. A mai
napig a legtébb fermentaciéos modell a Monod-modellen alapul, de a merében 0j elvekre épiild
modellek is legalabb hatareseteikben érintkeznek vele.

Monod szerint a sejttomeg novekedését kifejez6 konstitutiv dsszefliggés:

rx_a—uxx

. (4.62)

vagyis a névekedés olyan autoném folyamat, amelynek sebessége a pillantnyi sejttémeg-koncentracio
flggvénye. (4.62) 6sszefuggést minden Monod alapu, de val6jaban minden egyéb matematikai modell
alapjanak is tekinthetjik. Ezen egyenlet csak alland6 py esetén oldhatd meg, és ez csak a ndvekedés
egy idében korlatozott szakaszaban, az exponencialis novekedés fazisaban érvényes. Az exponencialis
szakaszt a korlatozatlan kiegyensulyozott ndvekedés jellemzi. Feltéve, hogy ezen exponencidlis
novekedési szakasz korlatozott idtartamat az okozza, hogy egy nélkiilozhetetlen tapanyag mar nem
all kell6 mennyiségben a sejtek rendelkezésére, Monod e limitalé szubsztratnak a fajlagos névekedesi

=z

modellezte:

S
Hy = meaxm (4.4)

A Monod-modell tehat a fermentécids rendszert két komponense, az x és S kozotti enzimes
reakcioként modellezi, ahol x valamiféle totalis enzimaktivitasként jelenik meg. Felhasznalva az eredo
hozam fogalmat is, felirhatjuk a Monod-modell teljes konstitutiv egyenletrendszerét:

o= X S i
x = 4t M x max Ks+5
B ds B 1 S (4.63, 4.64)

fg = —=——— —> X
ST Ve K™™K+ S

A modell konstansainak meghatarozasi lehetdségét a 4.7. dbra grafikus modszerei teremtik meg,
amelyekhez azonban a ndvekedési €s szubsztratfelhasznalasi gorbékbdl valamilyen modszerrel meg
kell hatarozni a novekedési és szubsztratfogyasi sebességeket, majd a fajlagos sebességeket.

Ezzel szemben a 4.26. dbrdn bemutatott modszernél csak a ténylegesen mért X, S és t értékekre
van sziikség, s igy elobbi modszerek szubjektiv hibait nem hordozza. Ehhez tekintsiik az abran fel-
tlntetett egyenletet az y = a + bz egyenesnek, amely 6sszefliggésben az y és z valtozdk értelmezése az
abrabdl kovethetd. Az a tengelymetszet és b iranytangens linearis regresszidval meghatarozhato, és
igazak az aldbbi dsszefliggések is, amelyeknek segitségével az ismeretlen konstansok kiszamithatdak
(az Yxss ered6 hozamot mashonnan kell ismerniink):
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1 b ( x
- K.=—| 20 |45 4.65, 4.66
“xmax a—b S a—b[YX/Sj 0 ( )
y— t L3
-~ y=a+bz
XO
tgoa=a
/ .
b e
S()
zZ= Y
s In >
X

4.26. dbra: A MONOD-modell allanddinak meghatarozasa Muzicsenko szerint

Az eddigiekben az eredeti Monod-féle leirasat lattuk mikrobidlis rendszerink kinetikai
viselkedésének.

A tovabbiakban hasonldé alapokon nyugvé (ezért modellcsaladrél beszéliink), de mas-mas
szempont szerint attdl tobbé-kevésbé eltérd leirasokat ismertink meg, illetve kiegészitjiik targyalasun-
kat a termék képzéssel is.

Bizonyos esetekben, bar az S limitalja a novekedést, nagy koncentracioban alkalmazva ellenkezd,
ndvekedést inhibeald hatasa lehet. E jelenség leirasara tobbféle modellvaltoztatast végeztek, de
mindegyik az aldbbi altaldnos forméaban fejezhetd ki:

dx S
Ik = a =Hxmax — 5, X (4.67)
aS+—+Kg
K.

ahol az a allando értéke gyakran 1, és K; a szubsztratinhibiciot jellemz6 allando.
A szubsztratinhibicié konnyen felismerhet6 mind a p —S, mind a 1/u — 1/S &brdzolasok jellegzetes
alakjarol, amint a 4.27. &bran lathatjuk.

1/ p

P / Hoermax

S 1K

s
4.27. abra: Szubsztratinhibicio és Lineweaver—Burk-abrazolasa
A Monod-modell tovabbfejlesztési lehetGségét bizonyitja, hogy segitségével leirhaté az olyan

bonyolultabb fermentacids rendszer is, ahol egyidejlileg két vagy akar tobb tapanyagnak a ferment-
1ében mérhet6 koncentracioja is limitalja a ndvekedést.
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A Monod-modell n kiilonb6z6 limitald szubsztratra kiterjesztett valtozatanak konstitutiv egyen-
leteire harom megkozelités is lehetséges:

a) interaktiv vagy multiplikativ leiras:

_ S S .S = g 4.68
Hx - ”’xmax K51 +Sl KSZ +82 Ksn +Sn “’x meaxlizl[ Ksi +Si ( ' )
b) additiv leiras
S, S, S
= (W w W — 4.69
Mx Mxmax ( 1 Ksl +Sl + 2 Ksz +82 + n Ksn +Sn) ( )
ahol a w-k sulyfiiggvények, amelyeket a kovetkez6képpen szamithatunk:
K,
Si
W. =
' ZK*
T S (4.70)
) nem interaktiv leiras:
p=p(S,) vagy p=p(S,) vagy .. p=(S,) (4.72)

Utobbiban az egyes fuggvények Monod szerintiek, és azt alkalmazzak, amelyik a legkisebb
fajlagos ndvekedési sebességet josolja.

Jegyezzilk meg, hogy noha egyrészt a szakirodalomban az interaktiv forma a legelterjedtebb,
valamint az vezetheté le egyediil enzimkinetikai alapon, mégis a gyakorlatban sokszor az additiv
Osszefuiggések adnak jobb illeszkedést a kisérleti eredményekhez.

A két limitalo szubsztrat egyidejii hatasa gyakran érvényesiil az acrob fermentaciok esetében, ahol
a limital6 C-forras mellett gyakran az oldott oxigen koncentrécidja is limitalova valik. Az ilyen két-
szubsztratos kinetika interaktiv modellen alapulo konstitutiv egyenletei a kovetkezok:

r :dl:H S182 X
Tt ™ (Kg +S,) (K +S,)
L D (4.72, 473, 4.74)
dt YX/Sl
ds, 1

rSZ - - rx
dt YX/SZ

ahol értelemszertien mindkét szubsztratra definidlva van az Yy hozam. Ha példaul S, a szén-
lenergia- forrés és S; az oldott oxigén koncentracioja, akkor a (4.73) egyenletet ki kell egésziteni az
anyagatviteli taggal is, amely az oxigénnek a fermentlében val6 oldddasat irja le (lasd részletesen a
4.5, fejezetben):

ds, 1 S5, .
S N K.a(S;-S (4.733)
T N Caweey A LG LY

Erdekes eredményre jutunk, ha ez utobbi egyenletet tiizetesebben megvizsgaljuk. Amennyiben az
aktualis oldottoxigén-koncentracid 1ényegesen kisebb a telitésinél (ez elég gyakori a nagy levegdé-

crcr
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vesszlik, hogy az aktudlis oxigénkoncentracié egy fermentacié folyamadn mindig egyensulyi is
(dinamikus egyensuly'), azaz olyan S; jon létre, amely mellett az oxigén oldodasa egyenl6 a mikrobak
oxigénfogyasztasaval, vagyis:

as (4.73b)
dt

Ez a kovetkezd egyenlet érvényességét jelenti, ha a kicsiny S;-et elhanyagoljuk S; mellett:

dx .
o= g = YousKaS] (4.75)

Mas szdval lineéris ndvekedési dsszefliggést kapunk (a jobb oldal kdzel allandd). Ez lehet az
egyszerll magyarazata az exponencialis €s hanyatlo novekedési fazis kozott gyakran észlelt egyenes
ndvekedési gorbének vagy a kis oxigénatadast biztositd rézott lombikos tenyésztés sordn gyakran
tapasztalt linearis ndvekedésnek.

A limitalé szubsztratnak a ndvekedési sebességre gyakorolt hatasaval kapcsolatban emlitést kell
tenni harom olyan matematikai modellrdl, amelyek formailag kiilonbdznek ugyan a Monod-modellt6l,
de keletkezésik korulményei miatt logikusan itt targyalandok. Arr6l van sz6 ugyanis, hogy ezek az
eredeti Monod-modell néhany esetben tapasztalhatd nem adekvat volta miatt sziilettek, annak javitasa
céljabol. Valdjaban azt feltételezik, hogy a fajlagos ndvekedési sebesség és a limitald szubsztrat
koncentracidja kozotti 6sszefuiggést leiro telitési gorbe nem Monod szerinti egyszerii hiperbola, hanem
a gorbét mas empirikus flggvényekkel kozelitik. llyenek TEISSIER, MOSER és CONTOIS nove-
kedési modelljei, amelyeknek konstitutiv egyenletei sorrendben a kovetkezok:

Teissier-egyenlet: TR, (1— e’KS) (4.76)
. S" ol
Moser-egyenlet: = M g = o (1+Ks™) (4.77)
Contois-egyenlet: H=p _S (4.78)
MK X +S

A Moser-egyenlet tekinthetd a legaltalanosabbnak a fenti megkdzelitések koziil, és ha n=1, akkor
atmegy a Monod-egyenletbe. Erdemes megjegyezni, hogy e harom egyenlet az eredeti Monod-
alapegyenlettel egylitt felirhato a kovetkezo altalanos differencidlegyenlet formajaban is, és ekkor a
paraméterek a 4.16. tablazat szerintiek.

5

du ; :
2 Kut(l=u)? 4.79
5 = KK @-p") (4.79)

ahol p*= p, / umax @ dimenzidmentes fajlagos ndvekedési sebesség.

4.16. tablazat: A MONOD-modell ,,javitasai’’egy egyenletben

o § K
Monod 0 2 1/Kg
Teissier 0 1 1/K
Moser 1-1/n 1+1/n n/Ksl/n
Contois 0 2 1/Kgx

A Monod-modellcsalad részének tekintjiik a szakaszos fermentaciok termékképzOdési viszonyait,
azaz az rp konstitutiv megfogalmazasat leird egyszerii struktiara nélkiili modelleket is, tekintve, hogy
az alabb ismertetend6 termékképzddési modellek a ndvekedés modellezésében Monod kovetdi.
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Az els6 szisztematikus ¢és kinetikai szempontbdl is korrekt kvalitativ termékképzodési modellt
Elmer Gaden Jr. adta kozre*® 1959-ben. Sz6 szerinti forditasban a kovetkezoképpen: ,,A fermentaciok
harom tipusba sorolhatoak a termékképz6dés szempontjabol. Type I: olyan folyamatok, amelyekben a
fétermék a primer energiametabolizmus eredménye. Az ilyen rendszerek a legéltalanosabbak a régebbi
tipusu fermentaciok kozott, pl: (1) aerob élesztétenyésztés (sejttomegtermelések altalaban), (2)
alkoholos fermentécio,(3) a gliikéz oxidacidja glikonsavva és (4) disszimilacidja tejsavva.

Type 11: olyan folyamatok, amelyekben a f6 termék indirekt modon keletkezik az energia-
metabolizmus sorén. E tipusu rendszerekben a termék nem direkt eredménye a szénforras oxidacio-
janak, hanem ezek kozott a metabolit termékek kdzotti mellékreakcioknak vagy tovabbi reakcidknak
az eredménye. Példak: (1) citromsav és itakonsav és (2) bizonyos aminosavak képzddése.

Type I1I: olyan folyamatok, amelyekben a f6 termék egyaltalan nem az energiametabolizmus
soran keletkezik, hanem att6]l filiggetleniil képzddik vagy akkumuldlodik a sejt altal... Erre az
elsédleges példat az antibiotikumok szolgaltatjak.”

Ezek a tipusok jol megkiilonboztethetok egymastol, ha a fajlagos novekedési sebességnek és a
fajlagos termékképzOdési sebességnek az ido fiiggvényében torténd lefutasat vizsgaljuk a 4.28. abra
szerint. Az I. tipusba sorolhato termelés esetén a kett idében egyiitt fut, a I11. tipus esetén a noveke-
dés és a termékképzddés iddben teljesen elvalik egymastol. Mas szoval a termékképzddés az idio-
fazisban tortenik. A Il. tipusban pedig van eltérés a két gorbe idobeni lefutasaban, a termék nem
teljesen paralell képzodik a sejttomeggel, hanem a ndvekedés egy késébbi fazisaban kezddédik el. Ez
mintegy vegyes tipusként értelmezhetd.

Primer Szekunder anyagesere-

anyageseretermék termék

1L ﬁk

profazis i

v

n,

v

4.28. &bra: Gaden-féle termékképzédési tipusok

A Gaden-féle csoportositassal tobbé-kevésbé harmoénidban van a legismertebb termékképzédési
kinetikai modell, amely Luedeking és Piret® nevéhez flizédik, és egyidejiileg sziiletett avval. A
termékképz6dést modellezd konstitutiv egyenletiik a kovetkezo:

49 Elmer L. Gaden, Jr.: Fermentation Process Kinetics, J. of Biochem. and Microb. Technol and Eng. 1(4) 413—
429 (1959).

%0 Luedeking R., Piret E. L.: Kinetic study of the lactic acid fermentation batch process at controled pH.

J. Biochem. and Microbiol. Technol. and Eng. 1(4), 393(1959)
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dP dx
lh=—=0—+fX

de - dt (4.80, 4.81)
L o, +p
X dt Hp My

Az o és B konkrét értékei szerint a fermentacio harom tipusba sorolhatdé a termékképzOdés
szempontjabdl, mégpedig:

I tipus: >0 ésp=0 novekedéshez kotott termékképzodés
Il. tipus: o =0 ésP>0 ndvekedéshez nem kotott termékképzodés
II. tipus: a.>0 ésp>0 vegyes tipusu fermentacio

A Luedeking—Piret-kinetika jellemz6 grafikus abrazolasa és egyben az o ill. B allanddk grafikus
meghatarozasi lehetdsége a 4.29. abran lathato.

np
i S
o ¢ tgd=a
b
i
p
=
1] iy

My

4.29. bra: Luedeking-Piret-féle termékképzidési tipusok

Gyakran a termékképz6dési modell a toxikus metabolit termékek novekedésre gyakorolt hatasanak
leirésara is szolgal. llyen termékinhibiciés hatast méar Hinshelwood™ is modellezett a kdvetkezs-

képpen:
dx

I’x =7 = Mymax (1 —(IP)X

dt (4.82, 4.83)
r, = d—P =Bx
Pt

Toxikus metabolit terméknek a haszontermék képzodésére, illetve a haszonterméknek a sajat
képzddésére gyakorolt hatasat is tobben modellezték. E modellek koziil FRIEDMAN és GADEN, ill.
AIBA és munkatarsai modelljeire tériink ki. Az elébbi szerzék a Luedeking—Piret kinetikai egyenlet
modositasa alapjan a kovetkezd Osszefliggéseket nyerték a Lactobacillus delbriickii tejsav-fermen-
taciojara:

Hp = op, +B—7P’ (4.84)

ahol P' a haszontermék (=P) vagy az inhibitortermék (=1) koncentracidja és y allandé.

51 Sir Cyril Norman Hinshelwood The Chemical Kinetics of the Bacterial Cell (1946) c. kdnyvében.
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Aiba és munkatarsai modellje a termék hatasat a fajlagos ndvekedési sebesseégre exponencialis
flggvénnyel veszi figyelembe (alkoholfermentacio)

dx S kP
=9 _ e kP x, (4.85)
X dt Mxmax KS+S

amelyben k; az inhibiciot jellemzé empirikus allando.
Gyakran a termékinhibiciét az enziminhibiciék anal6gjaiként targyaljak, kompetitiv vagy nem
kompetitiv inhibiciot feltételezve:

S

= Mymax P
K, (1+ J +S
K

p

Kompetitiv termékinhibicio esetén: p, (4.86)

1

= Mymax K P
1+ —=||1+—
( 5 j( KJ

Az élesztok altal végzett etanolfermentacio jo példaja a nem kompetitiv termékinhibicionak is, ha
az etanol koncentracioja meghaladja az 5%-ot.

Nemkompetitiv termékinhibicio esetén: p, (4.87)

4.4.3.2. Az altalanositott logisztikus egyenlet mint segédmodell

A modellillesztés gyakori és a szamitdstechnika nélkili maltban szinte kizar6lag alkalmazott Gtja a
formulak kisérletesen meghatarozhatd mennyiségei kdzott linearis kapcsolatok keresése, a modellek
linearizaldsa, majd a legkisebb négyzetek mddszerének alkalmazasa. JO példa erre az enzimkine-
tikaban széleskorlien alkalmazott Lineweaver—Burk-féle abrézolasmod vagy a fermentacios
termékképzOdési viszonyok klasszikus, Luedeking—Piret-féle targyaldsmodja. E modszerek kodzos
problémaja és gyenge pontja azonban, hogy a folyamatok sebességeivel operélnak, és ezek a sebes-
ségek az esetek nagy tobbségében kisérletileg nem mérhetd mennyiségek. Egy matematikai modell és
az abrazolhato linearizalt kapcsolatok altalaban

dci
Ezd)(cl"'cn ,ao...am,t) (4.88)

alakuak, ahol c; a rendszer i-edik anyaganak koncentracioja és a; a meghatarozando allandok.

Ezzel szemben a mérések eredményei altalaban c—t értékparok sorozatabol allnak (lasd a 4.30.
abran a ndvekedési ,,gorbét”, amely csak pontjaiban adott). Felmeril a kérdés, hogyan differencialjuk
a kisérletileg nyert c—t gorbéket. Altalanosan alkalmazott eljaras a c—t mért értékek abrazoléasa, a
pontok kdzé folytonos gorbe berajzolasa, majd grafikus differencialés differenciahdnyados képzésével.

Nem igényel bizonyitast, hogy néh&ny ci—t pontpar kozé végtelenféleképpen huzhatunk
»idealizalt” gorbét, és az sem, hogy az ezt kovetd grafikus differencialas csak megnoveli az igy
elkovetett szubjektiv hibat. Fokozottan érvényes e megéallapitds a fermentacios kinetikai szamitasok
esetében, ahol tudvalevéleg a munkaigényes analitika miatt kevés kisérleti pontunk van, és a kisérleti
mabdszerek hibaja is jo, ha 1% korili, de gyakran 5-10% is lehet.

© Sevella Béla, BME www.tankonyvtar.hu



http://www.tankonyvtar.hu/

224 Biomérndki miveletek és folyamatok

4 @ mért 5, pontok
S | x A mért x, pontok
L]
dx i ds
B s
_— @ a
@
..
E . .
idé

4.30. abra: Pontjaikban adott kisérleti ,,fermentaciogorbék™

Konnyen megoldhat6 a probléma, ha kinetikai modelliink
¢, =f (a.a,..t) (4.89)

alaku, mert ekkor a lineéris vagy nemlinearis regresszidszamitas kozvetlenul alkalmazhat6 a mérési
eredmények ci—t sorozatéra. llyen explicit matematikai modell azonban ritkan all rendelkezésunkre.
Ha modelliink analitikusan nem megoldhat6 differencialegyenlet-rendszer, manapsag akkor sem jelent
megoldhatatlan problémat a paraméterek optimalis meghatarozasa, de az alkalmazott numerikus — €s
igy feltétleniil szamitégépi megoldast igényl6é — algoritmusok felhasznalasa mellett szikség van a
kinetikai 0sszefliggések fenti, sebességeken alapulé szdmitasara is. Annal is inkdbb, mert az ilyen
Osszefliggések a modell felallitasban is, a kvalitativ kép megszerzésében is hasznosak lehetnek, nem
csak a paraméter-becslési munka soran.

Az emlitett okok miatt fermentacios kinetikai kisérleti adataink modellépités eldtti értékelésére
olyan segédmodellt alkalmazunk, amely a fenti formaju. E segédmodellt formalisan hasznaljuk,
fuggetlendl attdl, hogy milyen munkamodellt épitlink vagy hasznalunk fel rendszeriink tényleges le-
irasara. Szamitasi segédeszkoz tehat csupan, amellyel csak a ,,g6rbeidealizalas”, adatanalizis munkajat
kivanjuk szubjektiv hibaktdl mentessé tenni.

Milyen kdvetelményeket tamasztunk egy ilyen segédmodellel szemben?

1. Analitikusan kezelhetd, zart formaju fiiggvénykifejezés legyen, amely az id6 fiiggvényében
kifejezi a mikrobakoncentraciét és/vagy termék(ek) koncentracidjat és/vagy a felhasznalt
szubsztrat(ok) koncentraciojat.

2. Legyen folytonos és folytonosan differencialhaté, hogy a nem mérhet6 sebességek is
szamithatoak legyenek tetszéleges idépontban.

3. Ne tartalmazzon tul sok paramétert, és a paraméterek mindegyikének vagy legaldbb néhanynak
legyen fizikai értelme is. (Ez nem elengedhetetlenil szikséges feltétel, tekintve, hogy
segédmodellrdl van szd, de hasznos, ha teljesiil.)

4. Egy egyenlet irja le a teljes szakaszos fermentécid ciklusat.
5. Legyen flexibilis, azaz sokféle tipust fermentaciohoz ugyanaz az egyenlet legyen illeszthetd.

E kovetelményeknek latsz6lag megfelel egy n-ed fokd polinom. Ismeretes, hogy m kisérleti
ponton atfektetheté egy m-1 foku parabola. Csakhogy igy az illesztett gérbe minden ponton atmegy,
és két-két pont kozott inflexids pontok vagy lokalis szélsGértékek lehetségesek, tehat éppen arra nem
hasznalhatd, amire szeretnénk. Alacsonyabb foki polinomok alkalmazasa viszont nem feltétlendl lesz
eléggé flexibilis.

JO és altalanosan alkalmazhat6 segédmodellnek bizonyult az EDWARDS és WILKE Aéltal
fermentaciok kinetikai modellezésére els6ként alkalmazott, tigynevezett altalanositott logisztikus
egyenlet, amelyet a mikrobandvekedes leirasara alkalmaztak.
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A mikrobanodvekedés leirasa az ltalanositott logisztikus egyenlettel

TSHUCHIY A, FREDRICKSON ¢és ARIS szerint abbol a feltételezésbdl, hogy a ndvekedési sebesség
csak a pillanatnyi mikrobakoncentraciotol fiigg adott idében (=autondém rendszer), azaz

dx
—_— — 4-90
"= =r.(x) (4.90)

megkaphaté mind a Monod szerinti, mind a logisztikus egyenlet szerint, feltéve, hogy az r, fliggvény x
valtozasat tekintve folytonos, sorba fejthetd (McLaurin-sor) az X = 0 helyen. Ha a sorfejtésben az els6
tagnal megéallunk, a Monod-modellt, ha a masodrendi tagot is figyelembe vessziik, a logisztikus
egyenletet nyerjuk.

dr(&)
dx

.(x—§)+%d2r(é) (x—&) +O(x-&)’ (4.91)

dx?

ro=r(&)+

(Ebben a kozelitésben az utolso, ©, egy hibatag.)
Mivel sejt csak a mar jelen 1év6 sejtekb6l képzodhet, igy x = 0 esetben biztosan r(0) = 0, tehat

_ dr(s) 1d%(8) .y 2
0=r(g)+— -8+ 5= 2 (-8f +ol-g) (4.92)

Tekintsik a 4.31. &brat, ahol a szok&sos dx/dt—x diagramban az esetiinknek megfelelé képet
rajzoltuk fel (ez a diagram a 4.3. abran is lathat6 elforditott alakban). Mivel &-t tetszélegesen vettiik
fel, az el6z6 Osszefiiggés & = X helyen is érvenyes, igy mivel

dr(e) _dr(x) _dr (4.93)
dx dx dx

irhatjuk a kovetkezdket:
O=r——X+=—5X (4.94)

Megszorozva 2-vel, elosztva x*-tel és &trendezve, a kdvetkezd masodrendii Euler-tipust lineéris,
homogeén, valtozo egyutthatdja differencidlegyenletet nyerjik:

d’r 2dr 2
dx* xdx x? (4.95)
(lxl

r —

*odt

4.31. abra: r(&barhol valaszthato a sebességi gorben

A z segédvaltozot a x=e® definicid szerint bevezetve, és felhasznalva a bevezetésbdl adddod
kovetkezd Osszefiiggéseket egy allando egyiitthatos differencidlegyenlethez jutunk:
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dz 1

—~="=¢* Inx=z (4.96)
dx X
2 2
dr _drdz _dr .. és d—Z:d—Ze‘ZZ _dr e (4.97)
dx dzdx dz dx® dz dz
d—zr—sﬂur—o (4.97)
dz?  dz '
Ennek n. karakterisztikus egyenlete és annak megoldasa a kovetkez6:
=1
M -342=0 A, :$ < (4.98)
=2

Igy végiil a differencialegyenlet altalanos megoldasa (visszahelyettesitve az eredeti valtozot is):
r=Cpe*+C,e” =Cx+C,x? (4.99)

Amelyben a C, és a C, tetszoleges allandok. Emeljiik ki x-et! Es legyen C,/C,= -B és C,=p, ekkor

dx 1
I, =—=ppx| ——x |=pux(1-Px 4,100
. uB[B ]u(ﬁ) (4.100)
Ez a Verhulst-Pearl-féle logisztikus differencialegyenlet, amelynek megoldéasa x-re a kovetkez6:
1

" B (4.101)

l _ t

0 —[pat
1+ B e !
X

Mivel limx(t),_ =% ezért logikus, hogy B=x,,,.
Ezt behelyettesitve (4.101)-be, a logisztikus egyenletet kapjuk:

X = Xmax (4.102)

1+ M exp(ut)
XO

Ha a p allandd (=pmax), akkor az exponencidlis és a hanyatld fazis leirdsara alkalmas egyenletiink
van, ami tehat ugyanazt ,tudja”, mint a MONOD-modell. Ha a gyorsuldé ndvekedés szakaszat is
szeretnénk leirni, akkor figyelembe kell venniink, hogy ezalatt a u nem allandd, hanem valamilyen
fliggvény szerint né az id6ben 0-t0l Pnax-ig. A W fajlagos novekedési sebességet az id6 folytonos
flggvényének tételezziik fel és Taylor sorba fejtjiik (az étlet Edwards és Wilke*® nevéhez fiizédik)

u(t)=ay +ajt+apt’ +....+a) t"* (4.103)

52 Edwards W. H., Wilke C. R.: Biotechnol. Bioeng. 10 205 (1968)
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Ha ezt behelyettesitjiik a (4.102) egyenletbe, megkapjuk az nevezett szerz6k altal fermentaciok
leirasara els6ként alkalmazott altalanositott logisztikus egyenletet (ALE):

X X mex (4.104)

L+exp(a,+ayt+a,t? +..+a,t")

Az ALE a szakaszos fermentacié novekedési gorbéjének minden szakaszat képes leirni a lag
szakasz kivetelével, ez tehat egy struktura nélkuli névekedési modell, amely a ndvekedési gorbét
minden tovabbi megfontolas nélkil (pl. nem hasznélja a hozamot, illetve a szubsztrattol fliggést) per
se irja le.

Szubsztrdtfogyds és termékképzédés modellezése az ALE-vel

crer

dx , 1
EZY es SO_SZV(X_XO) (4105)
ahonnan
x:Y(S0 —S+$xoj (4.106)

Ezt a logisztikus differencialegyenletbe helyettesitve a szubsztratfogyasi sebességre is egy
logisztikus differencidlegyenletet nyerink:

—=—u(t)—s
dt LL(t)x

max

dS_ Y (Xﬂ - s} (4.107)
Y

Természetesen (4.107) megoldasa is (4.104)-hez hasonld, ALE alaki. Hasonloképpen, ha
figyelembe vessziik a kovetkezo relaciokat

_dS_oSax oSdp_ 1dx 1dP
dt oxdt oPdt Y, dt Y, dt
1 dP

Y, dt
1 dx

Y, dt

X

(4.108)

ha = allandé

a termékképzodésre is levezethetd egy logisztikus differencialegyenlet és annak megoldasaként egy
altalanositott logisztikus egyenlet.

Latjuk tehat, hogy az ALE mind a novekedés, mind a szubsztratfogyas, mind pedig a
termékképzOdési gorbe — azaz a fermentacio un. elsédleges kinetikai képe — leirdsara alkalmas. Ennek
alapjan javasolhatd egy primer kinetikai kiértékelésére hasznalni a mért kinetikai adatoknak.

Az aldbbiakban az ALE néhany tulajdonsagat adjuk meg, amelyek ismeretében az egyenlet
illesztése a kisérleti pontokhoz megvaldsithato.

A lag szakaszt az egyenlet nyilvdnvaléan nem irja le, ezért annak végére, azaz a gyorsulo
ndvekedési szakasz kezdetére kell transzformalni a fermentaci6 lefutasanak idétengelyét.

1,3 vagy 5 polinom fokszamu alakjaban alkalmazzuk; az 1 esetében csak arra képes, mint maga a
MONOD-modell, 5 esetén mar nagyon flexibilis, akar még a diauxias ndvekedési gorbe is leirhatd
vele.
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irjuk fel most altalanos alakban:

Z e (4.109)

14 exp(by + byt +b,t* + bt® +...+b,t")

ahol Z lehet x, S és P;, valamint Z .« lehet Xpax €S So Vagy Pimax.

Az altalanos alakbdl latszik, hogy ha b, negativ, akkor nagy id6k esetén ez dominal, és Z tart a
Znax-hoz (emiatt alkalmas x és P; leirdsara), ha pedig b, pozitiv, akkor Z tart a 0-hoz (ezért alkalmas S
leirasara).

A paraméterek alkalmas megvalasztasaval, azaz az egyenletnek kisérleti pontokhoz illesztésével
elérhetd, hogy a teljes idStartomanyban az utolsé konstans, azaz b, dominalva a ndvekedési,
szubsztratfogyasi és termékképzodési gorbék legyenek leirhatoak (természetesen mindegyiket kiilon-
kalon illesztve!).Ha az illesztések megtorténtek, azaz modellink paramétereit identifikaltuk, a zart
formulak alkalmasak sebességeknek, fajlagos sebességeknek és egyéb, a kinetikai értékelésben
alkalmazott formuléknak, képleteknek a tetszéleges idopontokban torténd kiszamitasara.

Az esetenként érdeklddésre szamithato derivaltak az alabbiak:

dz -2 dp Z | dP
—=-Z_.|1+expP| .expP.—=-Z|1-—— | — 4.110
dt o PP] " exp dt [ zmax] dt ( )
amiben
2 3 n A dP 2 n-1
P=b,+bt+b,t"+b,t°+..+b t" €s E=b1+2b2t+3b3t +..nb,t (4.111)

Az altalanositott logisztikus egyenlet illesztése a kisérleti pontokhoz

Az illesztéshez barmely nemlineéris regresszidoszamitast lehetové tevd algoritmus, illetve szoftver
alkalmas. Ezek ugy miikddnek, hogy egy kezdeti paraméter-kombinéacidval szamitott helyettesitési
értékeknek a mért értékekt6l vald eltérését szamitjak, mégpedig egy-egy ismeretlen hibataggal
kiegészitve, majd az igy kapott 6sszegzett kiilonbség négyzeteit minimalizaljak. 1ly médon egy-egy
korrekciot szamitanak ki az el6z6 becsiilt paraméterek értékeihez. A korrekciot ezutan hozzaadjak az
el6z6 paraméterckhez, majd ezt az eljarast addig ismétlik (iteracid), amig egy elhatarozott relativ
véltozason bellilre nem kertilnek az utolso l1épésben meghatéarozott korrekciok (pl. 1%).

Minden ilyen program mitkodéséhez sziikséges tehat egy kezdeti (nulladik) paraméter-kombinacio
becslése. Ez az ALE esetében igen egyszertien torténik. Zya,-0t ranézésre becsiljuk meg a kisérleti
adatokbol. A b; paraméterek becslése egy linearis egyenletrendszerrel megoldhat6, azaz pl. Excel
tablazatkezeldvel is. Ennek algoritmusa a kovetkezd.

Rendezziik at az ALE-t a kovetkezé alakba, azaz a polinomot fejezziik ki:

(by + byt +b,t* + ...+ bnt”)zln(ZLzax—lJ (4.112)

Helyettesitsink a t,—Z; kisérletileg mért értékek kozil annyit az egyenletbe, amennyi a
paraméterek szama plusz egy (=n+l), igy egy, a paraméterekre nézve lineéris n+1 ismeretlenes
egyenletrendszert kapunk, amelynek megoldasa szolgaltatja a konstansok elsé becslo értékeit.
Vigyazzunk, hogy a teljes idétartomanyt fogjak at a kivalasztott mérési pontok, valamint minden mért
Z érték kisebb legyen, mint az elsé kozelitésnek valasztott Zmay!

(bO + b1t1 + b2t12 +....+ bntln): |n[zmax _1j

1
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(bO + bltz + b2t22 +...+ bntzn)= |n(zzma>< _1J

(bo + b1t3 + b2t32 +...+ bnt3n ) = |n[zénax _]}

Z
(b0+bltn+b2tn2+....+bntn”)=|n[%—1j
Az igy kapott linearis egyenletrendszer megoldhatd, eredményeit pedig a nemlineéris
regresszioszamitas nulladik kozelitéseként hasznaljuk fel.Példat lathatunk az illesztésre a 4.32.abran.

idé(ora) Xpgt X szamittt

0 0,6 0621334
0,5 07 0,747009 14
1 0,91 0803595
15 1,2 1,099573 12 -
2 1,3 1,344526 "
10 t")d
25 17 1,649525 Pl
3 2 2,026625 /
@ 8
35 2,5 248772 E /
g .
4 3,2 3,042515 =
% '8

4.5 37 36895547

5 44 44432597

H
-
-
.
J
55 52 5267521 // 5
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75 86 8,64513 :

id6(6ra) .
B 94 5,316395 :
8.5 9.3 9,572399 ‘._
9 10,2 10,31408 = Méresi pontok H
9.5 10,7 10,65239 ¥ B

Mlesztett gérbe

10 10,2 10,903 57
10,5 11,1 11,08521
1 11,5 11,21363

4.32. dbra: ALE illesztése kisérleti pontokhoz.
4.4.3.3. A gombandvekedés kinetikaja

A fonalas gombak jellegzetes novekedési mintazatot kdvetnek attol fiiggden, hogy milyen koriil-
mények kozott tenyésztik 6ket. Szubmerz korilmények kozott hifafonadékot alkotnak, amely atszovi a
fermentlevet, s annak bizonyos kértilmények kdzott jellegzetes reoldgiai karaktert adnak (lasd a 4.5.7.
alfejezetet).

A micélialis névekedes leirdsara leginkdbb a formélis Monod-modellt alkalmazzak, ami tobbé-

keveshé jol leirja a ndvekedést, noha tudjuk, hogy a hifafonalak fonalvégi hossziranyu novekedéssel
gyarapodnak.
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A feluleti kétdimenziés ndvekedést, amelynek néhany esetét a 4.33. abrén lathatjuk, a Petri-
csészében torténé novekedés modelljével kozelithetjiik leginkabb. Ezt az jellemzi, hogy a telepsugar
novekedési sebessége gyakran allando:

dr

m k (4.113)
A gombatelepek kétdimenzids ndvekedese Petri-csészében eltér a baktériumokétdl, mig utobbiak

csak a feliileten novekednek, addig a gombak a teljes taptalajmélységbol veszik fel tdpanyagaikat, és

at is szOvik azt, amint sematikusan lathatjuk a 4.34. &bran. Természetesen csak addig &llando Kk,

ameddig valamely taptalajkomponens nem valik limitalova (ez azonban nem kovetkezik be egy Petri-

csésze teljes fellletének teleppel valé bendvéséig).

kékpenészes sajt

penészes novényi részek

4.33. &bra: Fellleti fonalas gomba ndvekedés néhany esete

R baktérium

A—

Al

fonalas gomba

4.34. dbra: Petri-csészén a baktériumok és a fonalas gombdk eltéréen novekednek

Ha a (4.113) megfigyelést mikrobatdmeg szerinti novekedésre akarjuk leforditani, irjuk fel elészor
egy r sugarl és h magassagu fonalas gombatelep témegét:

X =r’mh.p (4.114)
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amelyben p a telep stirlisége. Ha a telep nd, mind a sugar, mind a tomege ndvekszik, a névekedés
sebessége pedig

daXx dr
R onrhp & 4115
at Pt (4119

Ha a (4.114)-b6l r-et kifejezzik és (4.113)-mal egyutt a (4.115) egyenletbe helyettesitjuk,
megkapjuk a teleptémeg ndvekedésének sebességét.

dX X 1/2
—— =2nhkp| — (4.116)
dt nhp

Ha ezt integraljuk, eredményiil egy négyzetes id6beli valtozast mutatd novekedési gorbét kapunk:
12 \? 112
X=(yt+X;?)" amelyben y =k(mhp)”, (4.117)

E kétdimenzios telepndvekedéstdl kiilonbozik a gombandvekedés harmadik lehetséges formaja, az
an. gébos (pelletes) ndvekedes (lasd 4.35. &bra), amely bizonyos gombéaknal szubmerz korilmények
kozott fordul el6. A gobok tulajdonképpen kompakt vagy laza haromdimenzids hifafonal-szovedékek,
amelyek igen kicsiny (blzagrizszerii és nagysagu) mérettdl egészen nagy amorf (akar egy teljes
razélombikot kit6lté) méretekig novekedhetnek. Novekedésiik soran a kicsiny szemcsék gomb-
szimmetrikusak és tomorek vagy ,,sz0rosek”, ahogy nének elobb-utdbb a gdobok belsejében 1€vo sejtek
tapanyaghiany (pl. oxigén-) miatt lizalni kezdenek, ezért egyre nagyobb folyadéktérfogat tolti ki belse-
jiket, és igy a tomor gob gombhéj szerkezetiivé alakul at. A még kompakt gobok novekedésére a két-
dimenzids gondolatmenethez hasonléan levezetve az alabbi harmadfoku idéfliggvényt nyerhetjiik,
amely tehat harmadfoku ndvekedési gorbét josol:

1/3

3
x{%&xgﬂ) , amelyben ¢ =k(mhp) (4.118)

autolizis

hifafonalak

4.35. dbra: Penicillium gébds morfolégiaja

A gbbos ndvekedést tobbfeéle kdrnyezeti hatés is kivalthatja, nincs altalanos elmélet erre. Példaul,
ha a konidiosporak Gsszetapadnak, és egyidében csiraznak ki, és a képz6do hifafonalak egymasba
gabalyodva ndvekednek vagy bizonyos tapanyagsokk, sok, tapanyaghiany stb. okozhatjak ezt a
specialis gombandvekedést. Vannak olyan ipari fermentaciok, amelyeknél ez a novekedési forma a
kivanatos (pl. citromsav-fermentacio).
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4.4.4, Strukturalis modellek
4441, Altalanos strukturalis modell

A struktura nélkiili matematikai modellek a fermentacios rendszer ¢l6 anyagat szerkezet nélkiili
sejttdmegnek tekintik. Az e fejezetben ismertetett strukturdlis matematikai modellek valamivel
mélyebben bemutatjak a rendszert felépitd sejtek biologiai sajatossagait. Mindségileg finomabb
modellezést jelent, ha modellink szamitasba veszi, hogy a sejtttmeg nem valamiféle totélis
enzimaktivitast képvisel, hanem szerkezetileg, funkcionalisan megkiilonboztethetd részekbdl épiil fel.

Tehat mig a stuktara nélkili modellek a sejttdmeget x, belll ismeretlen, homogén, valamely
tulajdonsagokkal rendelkezd ,,fekete dobozként” fogjak fel, addig a most targyaland6 strukturalis
modell- csalad esetében helyesebb lenne ,,sziirke dobozrol” beszélni: tudjuk, hogy kiilonboz6 kémiai
anyagok épitik fel a sejttdmeget, néha figyelembe vessziik, hogy ezek hogyan alkotnak funkcionalisan
elkiilonithet6 sejtszerveket, ennyiben mar a doboz belsejébe tekintettiink.

Az &ltalanos strukturalis modell a kovetkezOképpen alakithato ki. Reprezentalja fermentacios
rendszeriink jellemz6 fiziologiai allapotat az, hogy milyen komponensekbdl és milyen mennyiségben
épal fel. Az x sejttdbmeg tehat

X:(xl,xz,....xj,....xB) (4.119)

komponensekbdl, ugyanilyen modon jeldlt mennyiségekkel épiil fel, az ugynevezett fiziologiai
allapothatarozo vektor tehat (4.119), ahol B jelenti a modellezésbe bevont bioldgiai valtozok szamat.
A teljes biomassza mennyisége igy

X = ij (4.120)

Az x; elemek jelenthetik a fehérjek, nukleinsavak, ATP, szerkezeti anyagok sth. biomasszaban
levé koncentracioit és/vagy jelenthetnek Gsszefoglalo, kozelebbrél nem definialhatd mennyiségeket,
pl. ,,genetikus anyag”, ,,szintetikus anyag” stb.

Az x definidlasdhoz hasonléan definialjuk az e vektort, amely jelentse a biomassza kdrnyezetének
(sejtmentes fermentlé) szubsztrat és termék jellegli, extracellularis, abiotikus fazis komponenseit:

e=(e,,€,,..84) =(51,S,0- Sy P1,Py . Py ) (4.121)

ahol A jelenti az abiotikus fazis modellezésbe bevont komponsei szamat, amelybél N szubsztrat és M
termékfajtat kiilonboztetlink meg (N + M = A).

Tegyiik fel, hogy R kiilonb6z6 biokémiai reakcio jatszodik le az abiotikus fazis és a biotikus fazis
komponensei kdzott. Ha a k-adik ilyen reakcioban az abiotikus fazis i-edik (e; ) komponensének Ay
mennyisége vesz részt, akkor A, nem mas, mint e komponens k-adik reakcioban érvényes
»Sztéhiometriai koefficiense”. Ha re a k-adik reakcid sebessége (elemi sebessége, azaz egységnyi
anyagmennyiségek kozott végbemend reakcid sebessége), akkor Ayi.ry jelenti a k-adik reakcidban az e
,,képzodési sebességét”. Az Osszes reakcioban tehat ejaz alabbi sebességgel ,,képzodik™:

R
> AL (4.122)
k=1

Hasonloan x; komponens sztohiometriai egyutthatoja a k-adik reakcioban By;, igy X; e reakcioban
Bl sebességgel képzddik. Az dsszes reakcioban Xj,.képzodési sebessége”, tehat

R
D Byl (4.123)

k=1
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A strukturalis modellek &ltalanos differencidlegyenleteit gy kapjuk, hogy minden komponensre
alkalmazzuk az anyagmegmaradas elvét. Az abiotikus fazisra az anyagmegmaradasi mérlegegyenlet
altalanos esetben (folytonos, tokéletesen kevert reaktorra)

%—f—i(e -8 )+ ER Al (4.124)
dt V ibe i = ki'k :
ahol i=1,2,....A,
mig a biotikus fazisra hasonl6an
dx. f R
b _ 2
dt V(Xjbe _Xj)+ k=1 Py (4129

ahol j=1,2...B.
Attérve a vektor-matrix jelolésmodra, és szakaszos tenyésztésre sziikitve a targyalast, a két
anyagmegmaradasi egyenlet:

de =r.A
dt (4.126)
dl =r. B
dt (4.127)

amelyekben az A:[Akd és EZ[BM] a sztohiometriai matrixok.
A reakcidsebesség-vektor pedig

r=(n0,.f.) (4.128)

A strukturalis modellek felallitasdnak tehat — hasonléan a struktira nélkiliekhez — az ry
komponensek tényleges modellezése, matematikai leirasa jelenti a szilk keresztmetszetét. Az ry
megformulazasaban itt is a témeghatastdrvény és a transzportfolyamatok Kinetikai 6sszefliggései
jelentik a felhasznalandd konstitutiv elveket. Ezek altalanossagban az

r =r(x,e)+atadasi sebesség (4.129)

alakban fogalmazhatok meg.

Jegyezzilkk meg, hogy a strukturalis modellek is a sejttdmegmodellek kozé tartoznak, azonban
talalkozhatunk bennik sejtszammodell-elemekkel is. A strukturalis modellekben ugyanis gyakran
szerepelnek olyan x; komponensek, amelyek ,nukleinsavat”, ,genetikai anyagot” sth. jelentenek,
amelyek mennyiségeinek ardnyossagat a sejtszammal ezek a modellek feltételezik.

4442, Williams-modell

A felépitésében legegyszertibb strukturalis modellt Williams fejlesztette ki®, s ezt itt mint példat
ismertetjuk, az altalanos strukturalis modell knnyebb megeértése céljabol.
A sejttomeget két (B=2) funkcionalisan megkiilonbodztethetd részbol Gsszetettnek tételezziik fel:
X;: a sejttdbmeg ,,szintetikus része”, amely a kdrnyezet egyetlen, a novekedést limitalé tapanyagat
(A=1, e:[S]) felveszi, és egy sor kémiai reakcidban, amelyeket a modell nem vizsgal,

53 F. M. Williams: Journal of theoretical Biology 15, 190 (1967)
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atalakitja. Az x; tehat az S tapanyaggal ,.taplalkozik” és Ugy képzelhetjik el, mint a sejttdmeg
kis moltomegili anyagainak és az ezek atalakitasaban részt vevo enzimeknek az Osszességét.

Xo:a sejttdmeg Ugynevezett ,strukturdl-genetikus” része, amely az x; asszimilalt anyagaival

rrrrr

létre a biomasszan belil, ha ez az x, biomasszatbmeg is megduplazodott. Ha egy sejt x,
mennyisége v , akkor a sejttomegben jelen 1év6 sejtek szama N=x,/y. Ugyanakkor a (4.120)
egyenlet értelmében a teljes sejttémeg x= x; + X,. Williams modellje a biotikus és az abiotikus

fazisok kozott két reakcict tételez fel, azaz R=2, és r=[r 1, ].
Az els reakcidban a szubsztratfelvételt a
r=k,S(x, +x,)=k;Sx (4.130)

konstitutiv egyenlet modellezi. A (4.130) egyenlet szerint a tpanyagfelvétel sebességét az anyag-
transzport sebessége hatarozza meg, amely a sejttdmeg teljes témegével aranyos (valGjaban a
feltletével, a sejtmérettel, x).>*

A masodik reakcioban masodrendii reakci6 jatszodik le x; €s X, kdzott: x; atalakul X,-vé:
r, =K,X,X, (4.131)

A sztdohiometriai matrixok a kovetkezok:

A =|:A11:| éS B:|:Bll BlZ:|
o AZl B BZl BZZ

ahol Ay =-1, mivel a (4.130) reakcioban az S fogy, és egysegnyi tdmegéatalakul&sokat figyeliink,
A, =0, mivel az S a (4.131) reakci6ban nem vesz részt,
B1; =1, mivel az x; szintetikus rész az elsé reakcidoban gyarapodik,
B, =0, mivel x; az els6 reakcioban részt vesz ugyan, de mennyisége nem valtozik,
B,1 = -1, mivel x, jelenti a ,,tdpanyagot” x, szamara, és vegul
B,, =1, mivel a masodik reakcioban x, gyarapodik.

Eppen az egyszeriiség miatt valasztottuk Williams modelljét, bonyolultabb esetben természetesen
a sztbhiometriai matrix komponensei valddi egyutthatok, sokszor szamok, de lehetnek kifejezések,
valtozok is.

A (4.124) és (4.125) egyenletek alapjan tehat a modell differencidlegyenletei a kovetkezok
szakaszos rendszert feltételezve:

dx 2 .
d—tlzle(lerxz)—klex2 [=ZBkjrk;j:1]
1
dx 2 .
d_t2:k2x1x2 [:ZBkﬂk?JZZJ (4.132,4.133, 4.134)
1
ds

2
—=—k,S(X, +X,) (=2Akirk;i=2j
dt 1

Ervényes tovabba a kovetkezd két osszefiiggés is:

 Ezt a tapanyagfelvételt modellezhetnénk gy is, hogy a tapanyagot csak az x, kompartment veszi fel, azaz
r, = k,Sx, ,ekkor egy teljesen mas modellt nyernénk.
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dN 1k, ko,
dt y dt Y
d

> k,Sx
dt

(4.135, 4.136)

Ha Sy és Xo=X10+Xo0 kezdeti értékeket tekintjik, nyilvadnvald, hogy a modell szerint a fermentacio
barmely id6pillanatdban

Sg+Xo =S+Xx azaz

(4.137,4.138)
S=5g+Xg—X
amely 6sszefliggés azt a rejtett feltételezést tartalmazza, hogy a hozam konstans és egységnyi Y= 1.

A modell egyenletei tehat a (4.132-4.136) differencialegyenlet-rendszer, amelynek numerikus
megoldaséhoz meg kell &llapitanunk a valtozok kezdeti feltételeit. Ehhez tekintsink egy olyan
tenyészetet, amely mar a stacioner fazisban van, a szaporodas befejez6dott. Oltsuk majd egy ilyen
tenyészetbdl szarmazo inokulummal vizsgalando tenyészetiinket.

A fermentacio stacioner fazisdban (a fermentécid végén), ha az 6sszes sebesség mar zérussal
egyenld, akkor

k2X1X2 = O
- kls(Xl + X2) = O
kleN = O

(4.139)

amely csak Ugy lehet, ha S = 0, de x,#0 és N#0 sem, mig az x;=0. Ebbdl kovetkezik, hogyha ilyen
nyugvo tenyészetbdl inokuldlunk egy friss tapoldatot, indulaskor a kezdeti feltételek a kdvetkezok
lesznek:

S=Sg, Xo=X29, N2=Nag és X;=0.

Utdbbi annyira kozeliti a valdsagot, hogy stacioner tenyészettel oltva, valéban eléggé hosszu lag
szakasz lesz a fermentacio elején. (A ,,szintetikus rész” mennyisége kicsi). JOI szemlélteti ezt a 4.36.
abra, amely a Williams-modell eldbbi, kezdeti feltételekkel tortént numerikus megoldasat abrazolja.
Ez a lag azonban csak a sejtszamra vonatkozik, mivel a teljes biomassza azonnal névekedik (a modell
szerint!), ami X, azonnali névekedésébdl adddik. A modell avval a kisérleti tapasztalattal is jol
egyezik, hogy a sejtek az exponencidlis fazishan a legnagyobbak (lasd x/N gorbét!).

Leirja a modell az exponencialis ndvekedés fazisat is, ahol mind a teljes biomassza, mind a
sejtszdm novekszik, és amely szakaszban lathatéan a ,,szintetikus rész” mennyiségének maximuma
van. A hanyatlo fazisban a sejtek mérete ujbol az eredeti inokulumra jellemz6 mérethez kozeledik,
mig a stacioner fazisban eléri azt.
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= >
id6

4.36. abra: A Williams-modell numerikus megoldasa

A 4.37. abra a matematikai modellezés egyik hasznos lehet6ségére, az in numero vagy in silico
»Kisérleti technikdra” hivja fel a figyelmet. Ezen az abrédn egy olyan kisérlet szimulacidjanak
eredményei vannak feltlintetve, amelyet laboratériumban igen nehéz megvalésitani: a fermentacid
(nyillal jeldlt) adott idOpontjaban teljesen és azonnal megvonjuk a tapanyagot tenyészetiinktol.
Lathatéan a modell a varhatd valosagnak megfelelden reagal, az x biomassza nem ndvekszik tovabb,
de az x, ,,struktural-genetikus” rész igen, vagyis a baktériumok az elkezdett osztédasukat minden-
képpen befejezik, s erre van kisérletes bizonyiték is.

A modell, bar igen egyszerUsitett médon tekinti a fermentacio folyamatat, néhany jellemz6 —
mindenki &ltal kisérletileg tapasztalhatd — tulajdonséagat jol leirja, masokat viszont torz médon abrézol.

Williams modellje természetesen — és ezt talan felesleges hangsulyozni — gyakorlati célokra nem
tulzottan alkalmas. Ez elsGsorban az x; és X, strukturalis komponens tulegyszeriisitett megfogal-
mazéséban rejlik.

t 4

-

idé
4.37. abra: In numero szimulacios kisérlet a Williams-modellel

Még egy erdekességet tapasztalhatunk a Williams-modellel kapcsolatban. Ha a (4.137, 4.138)
anyagmérleg-egyenletet tekintjik, belathatd, hogy ennek alapjan igaz az alabbi is:

il_)t( =k, SX = K, (S, + X, — X)X =K, (S, + X X — Kk, x* (4.140)
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Ami nem mas, mint a logisztikus differencidlegyenlet (idézziik ide a (4.100) sz&mu egyenletet):

dx 1
Iy _E = HX_X(Xmax —X)

max

Tehat a Williams-modell is tartalmazza a logisztikus diferencialegyenletet, amelyet integrélva egy
logisztikus ndvekedési gorbét kaphatunk az alabbiak szerint:

Sy + X, X

X = EErrE . (4.141)
1+S°exp(— it ) 1+S°exp(— it J
XO SO + XO XO Xmax
4.43.3.  Antibiotikum termelésének koreloszlas modellje®

A masodlagos metabolitok termelése, amint mar lattuk, a ndvekedési fazis keései szakaszaban, az
Ugynevezett idiofazisban vagy a névekedési fazis stacionarius szakaszaban torténik. A Luedeking—
Piret termékképzodési modell, illetve a termékképz6dés Gaden-féle mddozatai szerint névekedéshez
nem kotott termékképzodésnek tekintjiik a szekunder anyageseretermékek termelési kinetikajat.

Ha a termel6 mikroorganizmusok egysejtiiek, a szekunder anyagcsere-termelés csak akkor indul
meg, ha az osztodas mar befejez0dott, a ndvekedés leallt, mig fonalasok esetében a termelés alatt is
folytatodhat a ndvekedés. Ennek az az oka, hogy a fonalakban 1év6 sejtek mar az idiofazisban
lehetnek, ugyanakkor a fonal végén 1évé csucsi sejtek (az apikalis osztddas a fonalasok tulajdonsaga)
még ndvekedhetnek.

Egy egyszerli, a biokémiai torténésekkel nem operald modell irhato fel ezekre a szekunder
termelésekre az Un. sejtkor fogalmanak bevezetésével. Két korcsoportot kiilonboztetiink meg: az
egyik az Ugynevezett érett sejtek csoportja, amelyek képesek az adott antibiotikum termelésére,
valamint az éretlen sejtek csoportja, amelyeknek sejtjei még nem képesek termelni.

Az érett sejtek (X;) novekedését Monod-kinetikaval irjuk le, mig az éretlenek (X;) elsérendii
kinetikaval alakulnak at érettekké, illetve az érettekbdl képzddnek szintén Monod kinetikaja szerint. A
4.38. abran lathatjuk a fentiek értelmezését.

Eretlen sejt

Oregedés

@-\P Erett scijt
Szaporodas, novekedés /\
Eretlen sejtek

4.38. abra: Az érett sejtek az éretlenekbdl keletkeznek, és azok érettekké alakulnak

 H.W. Blanch, D.S. Clark: Biochemical Engineering, Marcel Dekker, NY 1996 pp241—244 alapjan.
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Az anyagmérlegek (azaz a konstitutiv egyenletek) szakaszos tenyészetre a kovetkezOképpen
irhatok fel:

dx 2:p X,

_ . _ max_ &
it - o2 Y S+K_

(4.142)
dt 152 71 S+KS
@z_i,“ S-X2
d vy S+K
)

dp_(1) 9%,
dt |k) dt

ahol  X; az éretlen sejtek koncentrécidja
X, érett sejtek koncentracidja
P termékkoncentracio
X=X+ X, asejtpopulacié mérete
Y eredd sejthozam
a,_,, érési sebességi allandd

Ezzel a modellel jol sikerllt szimulalni példaul a Bacillus brevis gramicidin-S termelését (ami
egy ciklikus dekapeptid antibiotikum). A Gramicidin-S szintetdz aktivitdsa a névekedés kései expo-
nencialis szakaszaban dramaian megnd, és ennek kovetkeztében ekkor kezdddik el és a stacionarius
fazisban folytatddik a Gramicidin-S szintézise.

A konstansok becslését szakaszos fermentaciobol szarmaz6 adatok alapjan egy Ugynevezett t,
érnek), illetve atlépnek az idiofazisba, egy t, idével korabbi éretlen sejt novekedési sebességétdl fligg,
azaz egy adott id6pontban a sejtoregedés

dX
T2 X 4.143
=g 1t tm (4.143)
A termékképzidési sebesség e definicio alapjan, valamint annak integralja a kovetkezo:

d—P\tz = OIl\t—t
dt k | dt m (4.144)

P(t):(ﬂ[xt_tm —xol

ahol X, az inokulum sejtkoncentracioja.

A K, és t,, grafikusan becsiilhet6 egy kozelitéses eljarassal. P(t)-t dbrazoljuk az X (t-t,,) fliggvényé-
ben kiilonb6z6 ty-ek esetén, és azt a t-t valasztjuk, ahol mar jo linearitast kapunk. Ekkor az egyenes
irdnytangense k lesz. Néhany példa a maturacios idore és 1/k értékeire kiilonboz6 antibiotikum- fer-
mentaciok esetében:

Gramicidin-S  t,=2h 1/k = 237 mg AB/g sejt
Kloramfenikol t,=12h 1/k = 0,2 g kloramfenikol/g sejt
Penicillin tn=40h 1/k = 2,2-10° egység penicillin/g sejt
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4.4.4.4. A Monascus a-galaktozidaz termelésenek strukturalis modellje

A termékképzésnek a Luedeking—Piret termékképz6dési modellel torténd nem srukturalis leirasa
természetesen sok esetben nem elégséges, illetve ma az anyagcserének a mesterséges befolyasolasara,
megVvaltoztatasara toreksziink (metabolic engineering), ami azt jelenti, hogy tébb mint egy génnek
(enzimnek) a megvaltoztatasan keresztil egy egész anyagcsereit médositasa valik lehetségessé, ezért
értelemszertien mélyebb, pontosabb leirasra kell torekedniink. Ennek lehet6ségének megteremtéséhez
jarul hozza a stukturalis modellek felépitése és alkalmazésa.

Egy viszonylag egyszerii, de az eddigieknél 1ényegesen Osszetettebb anyageseremodell a Monas-
cus gomba a-galaktozidaz (ag) enzim termelését leirdé modell, amelyet Imanaka 1973-ban alkotott
meg>.Az a-galaktozidaz enzim (E.C.3.2.1.22) terminalis, nemredukalé alfa-D-galaktéz végek
lehasitasat katalizalja alfa-D-galaktozidokrol: pl. galaktéz oligoszaharidokrol, galaktomannanokrol. A
triszaharid rafindzbol szahar6zmaradékkal galaktozt hasit le, a galaktozbol és glicerinbél reverzibi-
lisen galaktozil-glicerint lehet eldallitani segitségével.

A Monascus gomba ag termelését katabolit represszié befolyasolja: amikor a gombét glikdzon
mint egyedili C-/energiaforrason névesztjiik, nincs a-galaktozidaz-termelés, ugyanakkor ha gliikozt és
galaktozt is tartalmazo tapoldatban novekedik a gomba, el6szor a gliikkozt hasznositja, majd annak
elfogyasa utan tér at a galaktdznak a felvételére és felhasznalasara (diauxias névekedést mutat).

A diauxias novekedést a 4.6. animacién szemlélhetjik meg. (Megjegyezziik, hogy ez nagyon sok
mikroba esetében jellemz6 novekedési kép, példaul ha E. coli-t tejcukron, vagy Saccharomyces
cerevisiae-t gliikozon szakaszos aerob tenyészetben szaporitunk®’).

4.6. animécid: Diauxids ndvekedési gorbe

Ha egy ilyen szakaszos Monascus tenyészetben a gliikozkoncentracié egy kiiszobérték ala
csokken, az a-galaktoziddz indukalddik és termelése elkezdddik, mégpedig mintegy 80 perccel a
kliszob-koncentréacid-érték ald csokkenés utan. Hasonldan, ha egy olyan tenyészethez, amelyben folyik
a a-galaktozidaz termelése, gliikozt adnak, akkor mintegy 40 perccel késébb a represszio kifejezodik
és az enzimtermelés leall. Imanaka modelljében a szubsztrattranszportot és az enzimtermelésnek ezt az
idében tobb tiz percen beliil érvényesiil6 génszintli szabalyozasat vette figyelembe és modellezte.

Legyen az extracellularis glikdz koncentracidja Sp (dextrdz) és a galaktozé Sg, a sejten belili
galaktdz- koncentréacié pedig Sg;. Tételezziik fel, hogy a galakt6éz kompetitiv mddon inhibeélja a
glikozhasznositast, ekkor a gombandvekedés mindkét szubsztratum &ltali limitaltsagat a kovetkezo-
képpen irhatjuk fel:

HmpSp " HmeSe (4.145)

n= ’
Ko +S, + }:(SD Se Kse +S6

ahol az els6 tag a fajlagos novekedési sebességnek gliikdéz altal torténd meghatarozottsagat irja le,
egyideji kompetitiv galakt6zinhibicié mellett, mig a masodik a galaktoz limitalo hatasat irja le.

% A modell ismertetése H.W. Blanch, D. S. Clark: Biochemical Engineering, Marcel Dekker, NY 1999 és
Imanaka, T. et al: J. Ferment. Technol. 51(6) 423 (1973) alapjan tortént.
%" Ebben az esetben a gliikozon elébb alkohol képz3dik, majd azon folytatodik tovabb a ndvekedés.
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A glikozrepressziot a modell ugy képes mechanikusan figyelembe venni, hogy feltételezi, hogy ha
a glikkozkoncentracio egy kiiszobértéknél nagyobb (vagy egyenlé avval) Sp>Sp,, akkor a galaktoz-
transzport a sejtbe azonnal megsziinik, a transzportmodellben U=0 és kévetkezményként a pmg is 0-va
valik.

A galaktoz transzportjat a sejtbe hordozos transzporttal (lasd a kdnnyitett diffuzié modelljét a
2.10. alfejezetben) modellezziik. A galaktoztranszport fehérjekoto helyeinek maximalis koncentracidja
legyen Gg. Ehhez a transzportfehérjéhez kotédik az extracellularis galaktoz, amelynek a sejtekbe
torténd atadasi sebessége, egy Langmuir-féle adszorpcids izoterma (= Michaelis—Menten-kinetika)
szerint fliggve a kiils6 Sg koncentraciotol, a kovetkezd transzport- egyenlettel irhaté le:

GS
K&—s@j (4.146)

galaktdz transzport sebesség = U
+Sg

m

Ebben az U egy anyagatadasi koefficiens ( h™), a Sg; pedig a sejten beliili galaktdzkoncentracio
(ug gal/mg sz.a).

Kisérletileg kimutattak, hogy 5 mg/l gliikdz jelenléte esetén a galaktozfelvétel elhanyagolhatd,
valamint azt is, hogy a galaktozfelvétel konstitutiv, és nincsen idokésés a felvételében (azaz nem
genetikai, hanem enzim szinten szabalyozott).

E kisérleti bizonyitds sordn gliikkozon ndvesztett sejteket lecentrifugaltak, és kimostadk a sejtek
melldl a tapoldat maradékat, majd 5 mg/l galaktoztartalmu tapoldatban inkubaltak. Azt tapasztaltak,
hogy a galaktozfelvétel azonnal elindult. Ha viszont ugyanezekhez a sejtekhez 5 mg/I gliikézt is adtak,
a galaktozfelvétel nem indult el.

Magéat a galaktozidaz termelést a jol ismert Jacob—Monod-féle operonmodell felhasznélasaval
irjuk le. A galaktoz tavollétében egy R represszor kapcsolodik a génhez, és inhibeélja a mMRNS-szin-
tézist. Amikor galakt6z van jelen a sejtben, az kapcsolddik a represszorhoz (RSg;), és igy nem képes
az operonhoz kotédni, azaz az enzimszintézis elkezdédhet. Ezt a (nem azonositott) intracellularis
represszort a gomba allando k; sebességgel termeli, ugyanakkor egy elsérendii reakcié szerint bomlik
is ksR sebességgel, illetve reverzibilisen kapcsolddik a galaktézzal, illetve szétvalik a galaktoztol. A
rea vonatkozo mérlegegyenlet tehat a kovetkezo, X-szel megszorozva:

‘]'OlR—tx=(|<2 —k;R —k,RSq; +k, [RS4]) X (4.147)

A represszornak a DNS-transzkripciora és igy a mRNS-termelésre gyakorolt hatasat a
kovetkez6képpen irhatjuk le:

A mRNS szintézise a szabad represszor koncentracijatol fligg. Amikor galakt6z van jelen, a
represszor hozzakotédik, igy a szabad represszor koncentracidja csokken, és igy nem tudja meg-
akadalyozni a mRNS- szintézist. A mRNS-szintézis sebességét ardnyosnak tételezziik fel a represszor
koncentracidjanak egy maximalis értéktél (Rpax) valo eltérésével. Ugyanakkor a mRNS bomlik is k;
sebességi allandoval jellemezhetd elsérendii reakcioban. fgy az anyagmérleg a mRNS-re (szintén X-

szel szorozva):

‘“:j”—tx={k6(Rmax—R)-k7M}x (4.148)

Végiil az enzimtermelés sebessége értelemszeriien a mRNS aktualis szintjével aranyos:

dE_tX —k,MX (4.149)

Az alapveté modellegyenletek felirdsa utdn most megszerkeszthetjilk az egész rendszerre
vonatkozd mérlegegyenleteket. Hasznaljuk a gliikozra és a galaktézra vonatkozd ered6 hozamokat,
azaz: az Yp és Y értékeket.
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A bels6 galaktozra vonatkozo teljes derivalt (hiszen mind Sg; mind X valtozok)

dS,X dSy o dX _ dSg
SOt XG4 g T =X—C 4 XS., 4.150
dt dt ¢ dt a P ( )

tovabba:

X x= HipSp L MneSe [y (4.151)
KSD SG KSG +SG

Kep +Sp +

Ez az egyenlet a ndvekedés Monod szerinti leirasa glikoz vagy galakt6z limitald szubsztrat
esetére, mig a szubsztratok fogyésat az alabbi egyenletek adjak meg:

di:_i l*J~mDS|:I>< és dS, __ X WweSs , (4.152)
dt YD KSD +SD + |<5D SG dt YG KSG+SG
ahol ha S, >S,. akkor p,;=0.
A belso galaktozkoncentracié valtozasara vonatkozo egyenlet
dSg; G.S
-y 66 _ S |-kS. —-uS., 4.153
qt [Km"'se GJ 1°96i — Mg ( )
ahol ha S, =Sy ,akkor U=0 .
drR
E=(k2 —kyR—k,RS; +Kg[RS])—uR (4.154)
dMm
F={|<6(Rmx—R)—k7|\/|}-u1v1, (4.155)
ahol ha R > Ry , akkor R= R,.x .
Tovabba igazak az alabbiak:
(:i_ltz =KkyM —uE (4.156)
d|{RSg;
[ i il _ k,RSq —Ks[RSqi | —1[RSg ] (4.157)

(A (4.154-4.157) egyenletek a teljes derivaltakbdl kaphatdk meg.)

Imanaka a kinetikai paramétereket szakaszos és steady state folytonos tenyészeteket felhasznalva
hatarozta meg, az intracellularis paramétereket becsléssel, a hozamokat pedig kisérlettel allapitotta
meg.

A modell jol irja le a galaktozfelvételnek a gliikoz altal torténd katabolit repressziojat, és az
a-galaktozidaz lassi novekedését miutdn a glikéz elfogyott, és a galaktdéz sejtekbe iranyuld
transzportja elindult. A modell lényege a Jacob—Monod-operonmodelinek a termékképzési kinetika
leirasara torténd egyszeri felhasznalasa.
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4445, A pékéleszto névekedeésének strukturalis anyagcesermodellje

A Saccharomyces cerevisiae-t (a pékélesztot) ipari koriilmények kozott, aerob koriillmények mellett
tenyésztik, szemben az anaerob mddon végrehajtott alkoholos fermentaciojaval. E gomba tehat
mindkét kériilmények kozétt anyagcserére képes. Az alabbi modell®® figyelembe veszi, hogy ez az
élesztégomba specialis anyagcsere-lehet6séggel rendelkezik. A Saccharomyces cerevisiae mind az
aerob respiracios metabolikus uton (glikéz — CO, + sejttdmeg), mind az anaerob fermentacios
metabolikus Gton (glik6z — etanol + CO, + sejttdmeg) képes a ndvekedéséhez és fenntartdsahoz
szlikséges kémiai energia megtermelésere.

Kis novekedési sebességek esetén az anyagcsere teljesen oxidativ (aerob), azaz a respiracios
hanyados 1 és az ered6 hozam Y, kdzel 0,5 g sejt/g glukoz. Ez a helyzet egészen egy kritikus fajlagos
ndvekedési sebesseg eléréséig, amely felett az anyagcsere egyre ink&bb anaerobbd valik. Ezen
fermentativ anyagcsere soran az eredé hozam csokken, és a fajlagos szén-dioxid képzédési sebesség,
valamint az etanolképzddés sebessége novekszik. A kritikus fajlagos novekedési sebesség kissé
magasabb, mint az ectanolon mérhetd pma. A respiraciorol a fermentaciora torténd atallas az
enzimkészletben is jellemzd valtozast okoz: a tipikus respiracids enzimek, példaul az izocitrat lidz, a
malat dehidrogendz és a citokromok represszidt szenvednek nagyobb fajlagos ndvekedési se-
bességeknél, és a glikolizis valik a f6 energiaszolgaltat6 anyagcesereutta. Kis novekedési sebességeknél
viszont a glikolizis enzimei talalhat6ak kicsiny szinten.

Amint a fajlagos novekedési sebesség novekszik, a sarjadzo élesztok szazalékos aranya kozel
linedrisan nd. Ezt a linearis Osszefliggést, valamint az atlagos generdcios id6t hasznalva (t;=In2/p) a
sarjadzési periodus hosszat ki lehet szamitani. Kicsi a valtozas a sarjadzas hosszaban a kiilonboz6
novekedési sebességek esetében. Kis fajlagos novekedési sebességnél a generacis id6 nagyobb a
sejtosztodast kovetd gapfazis meghosszabodésa miatt (poszt mitotikus gap avagy G, fazis). igy a teljes
sejtszaporodasi ciklust tekintetbe véve az 0sszes fazis hossza allando, azaz a DNS replikacioé, ami az
S féazis; a mitdzisé, ami a G, fazis; és a sejtosztddase, ami az M fazis; és csak a G, fazis id6tartama
valtozd. E fazis alatt a sejtbe szubsztratfelvétel és akkumulacid torténik, tartalék szénhidratok
(trehaldz, glikogén) szintetizalddnak és raktarozddnak el, és majd a tobbi fazisban az energiaforrés
szerepét betdltve fogynak el.

n
_________________________________ 1 - Minax

5 Rttt S L
"V

: 5

loof /:

' !

; Etanolfermentacid
Y 0,45-0,5 0,25 gfdm’ Glitkézkoncentracid

(0,15 g/dm?)

4.39. dbra: A cukorkoncentracio hatasa az éleszté-anyagcserére (Crabtree effektus)

A vizsgalt modell a sejtciklusnak ezen a két f6 allomasra bontasan alapszik. G; fazisnak a hossza a
limitald szubsztrat hozzaférhet6ségétol fugg, mig a G, M és S fazisok 0Osszegét a szubsztrat
koncentraciojatdl fuggetlennek tételezziik fel. A sejttomeg tehat 1ényegében két részbdl all, a modell
két kompartmentes: A tdmeg, amely a szubsztrat felvételét és az energiatermelést végzi, és B

%8 A modellt H. W. Blanch, D. S. Clark: Biochemical Engineering, Marcel Dekker, NY 1996 pp 231-236 alapjan
ismertetjik.
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sejttomeg, amely a reprodukcioért és az osztodasért felelés. Ebben ez a modell megegyezik a
Williams-modellel (4.4.4.2. alfejezet). A B témeg alland6 sebességgel konvertalddik A-va, és az A
témeg pedig felveszi a szubsztratot és termeli a B tomeget, mégpedig idében valtozo sebességgel.

A respiracios enzimeknek a gliikdz altali represszidjat (a Crabtree-effektust) eredetileg a glikoz
katabolit represszidjaként magyaraztak. Ma mar bizonyitott, hogy a nagy katabolikus fluxus a direkt
oka a respiracio inhibicidjanak, és a glikézkoncentracio csak masodlagos szerepet tolt be. A modell
tehat azt tételezi fel, hogy mind a glikolizis, mind a respiracié az A kompartment tevékenysége, és ez
szolgaltatja az energiat a ndovekedéshez. A reakciok sémaja és sebességeik a kovetkezok:

r
A+a,S—A ,2B+a E+CO

1 2 2
r
B
02 +A+a3E—>ZB+CO2
r
B—C LA

Az alkoholos fermentacid sebessége:

_ S (4.158)
'A =K K+
A respiracio sebessége:
_ E (4.159)
"B =K K +E
A a sarjadzas sebessége:
c= kB (4.160)

(4.158-4.160) egyenletekben A + B = X , azaz a teljes sejttémeg, és E az etanol koncentracioja.

A sarjadzas (B — A) tehat allandd sebességel torténik, mig a respirdcio és a fermentacio
MONOD- kinetikat kévet. Valamennyi alkotéra felirhatdak az anyagmérleg-egyenletek (ezek a modell
konstitutiv egyenletei) a kovetkezOképpen (és az egyszeriiség kedvéért csak szakaszos tenyésztésre):

dB_

dt _2rA+2rB—rC

%\ =Ty g Hie (4-161-4.164)
%Itzzaer ~43'B

%z‘aer

A konstansok itt is becsiltek, illetve részben kisérleti eredményeken alapulnak, azaz mért
adatokhoz illesztésbol szarmaznak.
A hozam az alkoholos fermentacioéra:

1

Yx/S = a =0.159/g
A hozam az aerob respiraciora:
_1_
Yx/S = % =0.45g/g

Igy a sztéhiometriai egyitthatok, amelyek e hozamok reciprokai, a, = 6,67 és a; = 2,22.
Az etanoltermelés sztochiometrijabol pedig a, =2,80.

Néhany fajlagos sebesség a kdvetkez6képpen szamithato ki:

Fajlagos szubsztratfogyasztasi sebesség:
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__1ds__¥'a (4.165)

9s="Xdt = X

Specifikus etanol-termékképz6dési sebesség:

q. = L9E_%'aA %8 (4.166)
E Xdt X
Specifikus ndvekedési sebesség:
_1dX (4.167)
X dt
Fajlagos 1égzési sebesség:
r
—o-B 4.168
g =0y (4.168)

Az o a sztochiometridbol kaphaté meg: respiraciénal az etanol teljes oxidacioja CO,-da 3 mol
oxigént igényel, minden két mol CO,-képzddés mellett e szerint a sztohiometriai egyenlet szerint:

CH3CH,0OH + 30,— 2CO, + 3H;0.

Az éleszté elemi Osszetétele alapjan pedig 1,53 g oxigénre van sziikség 1 g 0j sejttdmeghez, igy
0=1,53/32=0,048. Ennek alapjan a fajlagos Iégzési sebesség szamithato:

dos [Mol/g*ora]= (1,53/32) %(1 :0,0485X3 (4.169)

A fajlagos CO,-termelési sebesség, azaz qco,, @ C-mérlegbdl kaphaté meg:
COZ széntartalom = GI—U Kozszéntanalom - ETANOLszéntartalom - SE\]Tszéntartalom (4170)

Ezt az anyagmérleget természetesen a fajlagos sebességekre is felirhatjuk (emlékezzink a
sztbhiometridndl tanultakra: statikus egyenletek egydtthatéi a sebességi kifejezésekben is
alkalmazhat6ak)

Jco2[mol/g*ora]= ( 0,49s—0,52q:—0,48u)/12 (4.171)

A modell tébbi allandéjat a modellnek a kisérleti eredményekhez tortént illesztésébél kaptak.
Ezek a kovetkezok:

k,=55h? a, = 6,67
K=051 ht a,=28
k,=0,3h? a3 =222
Ks= 0,5 g/l Keg= 0,02 g/l

Ez az egyszerii strukturalis modell igen jol leirja a Saccharomyces cerevisiae szén- és energia-
metabolizmusat. A kétkompartmentes modell értelmében kis | értékeknél a fajlagos S-felvételi
sebesség kicsi, és az A-hdnyad, ami ezt a tevékenységet végre tudja hajtani, nagy. A sejtekbe iranyul6
S-fluxus alacsony, és igy a sejtek a lassabb, de sokkal hatékonyabb respirdciés anyagcsereuton
termelik energidjukat. Ellenkezé esetben, ha a p nagy, akkor a sejtekbe iranyuld (A-témegen keresztil
torténd) szubsztratfluxus két okbol is novekedik: a sejtenkénti katabolizmus sebessége no, és az A-
tomeg csokken. A megndvekedett fluxus kovetkeztében a respiracios Ut telitetté valik egy a k, altak
meghatarozott p-nél. Ekkor a glikolizis sebessége né. (Ez a Crabtree-effektus modell szerinti értel-
mezese.)

% Bijkerk A. H. and R. J. Hall: Biotechnol.Bioeng 19, 267 (1977)
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Amikor a glikolizises anyagcsere(t telitetté valik, a glikozra vonatkozd Hma-ot érjiik el. igy
szakaszos tenyészetben azt latjuk, hogy a kezdeti, glikolizis tAmogatta gyors katabolikus fluxus nagy
fajlagos novekedési sebességet és kis A-tdmeg-hanyadot eredményez egy csokkent respiracios
aktivitdssal. Etanol akkumulalédik, és végul, ha a gliikoz elfogyott, a tenyészet attér a respiraciora, és
a képz6dott etanolt asszimilalja. A respiraciokor elegendd alacsonyabb katabolizmus az A-tOmeg
novekedését idézi eld, és igy jelentkezik egy adaptacid, és utana egy masodik ndvekedési fazis
nagyobb A-témeggel és a kisebb sziikséges katabolikus fluxussal. A modell a 4.40. abrén lathatd
modon vilagosan megkiilonbozteti a gliikkozon, illetve az azt kdvetd alkoholon torténd novekedést
(diauxia), és a két kilonall6 fazist a respiraciés hanyados dramai valtozasa is hiien mutatja.

InX | Giiikéz
etanol

Idé.h
Anaerob névekedés Aerob respiracid,
£z etaneltermelés névekedés
glikézon il ctanclon

0,7

Idé,h
4.40. abra: Szakaszos éleszté-fermentacid glukdzon: diauxias ndvekedés

4.45. Folytonos fermentacids rendszerek és modellezéstik
4.45.1. Kemosztat elvii folytonos fermentdcio

A folytonos fermentacids rendszerek koziil legismertebb és leginkabb alkalmazott rendszer a ke-
mosztat, ennek a kutatason, tehat elméleti jelent6ségén tal, gyakorlati felhasznalasa is jelent0s, els6-
sorban a nagyipari sejttomegtenyésztések, alkoholos fermentéciok és a bioldgiai szennyviztisztitas
esetében.

A kemosztat elnevezés azt jelenti, hogy olyan rendszerrdl van szo, amelyet a mikrobapopulacio
allandosult allapota jellemez, s ezt az allandésult allapotot (mint latni fogjuk: korlatozottan kiegyen-
sulyozott novekedést) a kornyezet fizikai paramétereinek allandbsagan tul a kémiai kornyezeti
paraméterek allanddsaga hatarozza meg.

A kemosztatot Iényegében egyidejiileg 1950-ben vezette be a kutatasi gyakorlatba Monod, illetve
Novick és Szilard. Utobbiak ,.eredeti kemosztat” berendezése egy leveglztetett tivegkésziilék volt,
amelynek rajzat a 4.41. abran lathatjuk®.

% Novick A., Szilard L.: Science 111, Dec 15 (1950) reprintjébél.
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Sajat kezeléslink megkdnnyitése érdekében tekintsiik a 4.42. abran vazolt legegyszeriibb felépitésii
folytonos fermentécios rendszer kisérleti dsszeallitasat, és kiséreljuk meg e folytonos rendszer mate-
matikai leirdsat. Az abra szerint a tokéletesen kevert (CSTR) reaktorban kezelt fermentlé térfogata

allando (V), amely csak ugy tarthat fenn, ha mind a friss tapoldat betaplalasi sebessége, mind a

leerjedt fermentlé elvételi sebessége allandé és azonos ().

CHEMOSTAT

s e — " |r =

- i
|.l-d:-:—-——-— —

PRESSURE = |
REGULATOR 17| =

; SINTERED DISK
RESERVOIR
Fia. 1

4.41. &bra: Novick és Szilard ,,eredeti kemosztat”-ja

AIR ESCAPE

LEVELING

EIPHON

GOLLEGTING

r :
8.x \4
| .
| .
Frisstapoldat-
tartaly CSTR

P—szivattya

VESSEL

»leerjedt”
fermentlé

szedo

4.42. abra: Kemosztat folytonos (egylépcsds, homogén, nyilt) rendszer sematikus felepitése

Rendszerlinkre felirhatjuk az anyagmérleg-egyenletet mind a sejttdmegre, mind a tapoldat

szubsztratjaira:
Anyagmérleg a sejttbmegre:

ax = V(d—xj -fx
dt dt novekedés

Anyagmerleg az i-edik szubsztratra:

vOi_gs s vt (d—xj
dt ' Yx/Si dt novekedés

www.tankonyvtart.hu
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Bevezetve a higitési sebesség fogalmat, amely definicidoszertien D=f/V, és attérve arra az esetre,
amikor a szubsztratok kozul egyetlen, a limitalo szubsztrat hatarozza meg a névekedési viszonyokat,
azaz a tobbi tapanyagkomponens elegendéen nagy feleslegben van, valamint feltéve, hogy a
ndvekedés és a limital6 szubsztrat fogyésa leirhaté a Monod-modellel®, akkor irhatjuk, hogy

dx S

o uX—-Dx=(u-D)x = 2 D 4174

% _ - Dx= (- D)x (umasz+S j (4.174)
ds ux
—=D(S5,-S)——. 4,175
m (S, -S) v (4.175)

Allandosult allapotban valamennyi, a rendszert jellemz6 paraméter allando lesz, azaz pl.

dx .. ds
—=0 és —=0,
dt dt
amelybél kévetkezik, hogy u=D. Az ebben az allandésult allapotban (steady state) kialakuld mikroba-
és limitalészubsztrat-koncentraciét megkaphatjuk, ha a p=p__ % Monod-6sszefliggést
+
S

egyenlové tessziik a higitasi sebességgel, és beldle kifejezziik S-t:

K.D

= illetve S=——S—— 4.176
Hmole 15 Hoo —D (4.176)
A (4.175) osszefiiggésbol, ismét az allandosult allapot feltételébdl (4.177)-et nyerjuk,
= X
D(s, —S):“V, (4.177)
amelybol viszont az allandosult allapotbéli mikrobakoncentracio fejezheto ki:
i:Y(SO—§)=Y[SO—&j. (4.178)
Mmax — D

Ezt az allandésult allapotu folytonos fermentacids rendszert kemosztatnak nevezziik, ami azt
jelenti, hogy a betaplalt friss tapoldat dsszetétele, amelyet itt a limitalod szubsztrat Sy koncentraciojaval
jellemeztiink, valamint a rendszert regulalé masik pararméter, a higitasi sebesség (ami természetesen
két Gjabb kontrollvaltozét jelent, mégpedig a reaktortérfogatot €s a betdp térfogatdramat), egyertel-
milen meghatarozza allandosult allapotban a mikroba kornyezetét. Ez a kornyezet allando lesz
(=kemosztat), és mikroorganizmusunk ennek a kornyezetnek megfelel6 fajlagos novekedési sebesseg-
gel fog szaporodni.

Milyen maximalis higitasi sebesség érhetd el egy kemosztat rendszerben?
Monod szerint p=pma -5zal, ha S>>Ks, illetve esetiinkben, ha S = S,. Ekkor

S
2 kritikus umax So + KS “max ( )

fajlagos ndvekedési sebesség jellemzi a rendszert.

61 Ez nagyon fontos feltétel; mas modell érvényessége esetén mas eredményeket kapunk.
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Ugyanakkor azonban (4.178) alapjan X=Y(SO—SO)=O lesz, azaz a rendszerbdl valamennyi sejt

kimosodik. Kovetkezésképpen a kemosztat rendszer csak p=D<pmax(So /(SetKs) higitasi sebesseégek
esetén hozhat létre stabil allandésult allapotot nullanal nagyobb kimen6 mikrobakoncentracié mellett.
A zérdjelben 1évo kifejezés nem minden esetben kozel egy, azaz a fenti feltétel szigorubb, mint amit
rendszerint megemliteni szoktak, azaz, hogy D<pmax legyen.

Vegylk észre, hogy ez a gondolatmenet egyszersmind azt jelenti, hogy a kemosztat rendszer
mindig szubsztratlimitben miikodik, azaz korlatozottan kiegyensulyozott ndvekedés jellemzi (u
mindig Kisebb, mint az azonos korlilmények kozott szakaszos fermentdcidban, az exponencidlis
névekedést jellemz0 pmax)-

A kemosztat folytonos fermentécidt jellemzi a szakaszos ferment&cidnal nagyobb produktivitésa.
A produktivitas az egységnyi térfogatu fermentlébdl idéegység alatt kaphato sejttomeg mennyiségét
jelenti, célszerlien szarazanyag-koncentracioban kifejezve, kemosztatunkra ez

J=Dx [g/Lh] vagy [kg/m3h]. (4.180)

Vizsgaljuk meg, hogy mekkora lehet maximalisan egy kemosztat folytonos fermentacios rendszer
produktivitasa. Ehhez tekintsiik az elébbi (4.180) egyenletet, amelybe (4.178) behelyettesitésével az
alabbi 6sszefliggést nyerjlk:

J=DX=DY [SO —&J (4.181)
Mmax = D

Ez a fliggvény D-t6l fiigg, azaz a maximalis produktivitast olyan higitasi sebességnél fogjuk
elérni, ahol teljesul, hogy a D szerinti derivaltja zérus, azaz

23y, (4.182)

0

Koénnyen levezethetd, hogy ekkor az a higitasi sebesség, amely a maximalis produktivitast

eredményezi, a kovetkezo:
K 1/2
Dmax = Hmax - 1- > (4183)
S, + Kq

Az ehhez tartozd kimen6 mikrobakoncentracid pedig

Xnax = Y[So +Kg =K (S, + Ks)} : (4.184)

A kemosztat maximalis produktivitasa tehat e kettd szorzata, azaz

1/2
‘]max :Dmaxymax :l’l'maxY|:l_( KS j :l‘|:KS+SO_\j KS(SO+KS):|:

Ks+S,

2
’K +S ’K
:Yumaxso( SS ¢ — S_S]
0 0

Ha So>>Ks, akkor a (4.185) a JnaxY .pmax-So Kifejezéssé egyszertisodik, amely tehat megadja a
kemosztat maximalis produktivitasat. Ez nyilvan olyan elméleti maximum, ami t&jékoztat ugyan
lehetéségeinkrdl, de a gyakorlatban nem valosithatd meg, mivel ilyen produktivitassal (lasd 4.43.
abrat) stabilitasi probléméak miatt nem lehetséges a gyakorlatban kemosztatot tizemeltetni. Az abrabol

(4.185)

www.tankonyvtart.hu © Sevella Béla, BME



http://www.tankonyvtart.hu/

4. Fermentacios miveletek és folyamatok 249

lathatdéan ugyanis a D/x gérbe maximuma igen kozel esik a Dyiikus ~ Hmax €rtékhez, vagyis a kritikus
higitasi sebességhez, ahol pl. a tapoldatpumpa, illetve lefejtdrendszer valamilyen hibéja folytan fellépd
D-ingadozés nagyon konnyen a mikrobasejtek kimosddasdhoz vezethet. A valdséagban gyakran ennél
is rosszabb a helyzet, mert Sy>>Ks nem minden esetben teljesil, és akkor a pmax.nal esetenként mar

joval kisebb higitasi sebességeknél is kimosadik a rendszer.

S i s S
Y i . : 0
=10F =5 i. Bacterial CoOncentratian X ===

B T [
oo ) | -
L gt X |
g LE2 \
g BF= 54- \ - 6‘:‘
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e \ 713
2 | 28 " a
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kritikus
HERBERT, ELSWORTRH, TELLING (1956). The Continuous Culture of Bacteria; a Theoretical and
Experimental Study , .J . gen. Microbiol. 14, 601-622

4.43. abra: Kemosztat rendszer jellemzoinek filiggése a higitasi sebességtol
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4.44. dbra: Kemosztdt rendszer jellemzdinek fliggése a betap limitaldszubsztrat-koncentracidjatol

Az allandosult allapotnak a higitasi sebességtol valo fiiggését esetében Osszefoglaldan a 4.43.
abran tuntettik fel, amit Herbert és munkatarsai klasszikus kemosztatos publikacijabol vettink at a
szerz6k iranti tiszteletb6l.®” Az &bran jol latszik, hogy egy nagyon széles higitasi sebesség

tartomanyban a bioreaktorbol tavozé fermentlé mikrobakoncentrécidja alig valtozik, és ennek meg-

%2 Herbert D., Elsworth, R., Telling R. C. (1956): The Continuous Culture of Bacteria; a Theoretical and
Experimental Study J . Gen. Microbiol. 14, 601-622.
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feleléen annak szubsztrat- koncentracioja is alig valtozik, és igen alacsony szinten van. Az ugyancsak
Herbert eredeti cikkébdl vett kovetkezo abran pedig azt lathatjuk, hogy mig értelemszeriien az elfolyo
Ié mikroba- koncentracidja erfsen fiigg a limitald szubsztrat bemend koncentracidjatdl, addig a
kimend egyaltalan nem fiigg attol. Ezen érdemes kissé elgondolkodni, mert példaul ez azt is jelenti,
hogy kemosztatban nem érvényesiilhet szubsztratinhibicid, akarmekkora ugyanis a bemend tapoldat
szubsztratkoncentracidja, a reaktorban azonnal egy kicsiny értékre esik le.

4451.1. A kemosztat rendszer tranziens viselkedése, a tartozkodasi ido

A fejezet eddigi részében a kemosztat folytonos fementécid allanddsult allapotaval foglalkoztunk.
Val6ban az allandosult allapot megléte az a legfontosabb jellemzdje a rendszernek, amely dramai
moédon megkiilonbozteti az idoben folytonosan valtozo szakaszos rendszertdl, utobbi ugyanis (az
exponencialis szakasz kivételével, ahol a mikroba viselkedése indiferens a S-koncentrécidra) tipikusan
tranziens viselkedésii folyamat.

A kemosztat esetén is van azonban tranziens, nem allandésult allapota viselkedés:

— a folytonos fermentacio inditasakor, tehat amikor a szakaszos rendszerrdl folytonosra tériink at.
Hangsulyozzuk, hogy minden folytonos fermentécié szakaszosként indul.

— barmiféle ugras vagy impulzuszavaras utan, tehat ha megvaltoztatjuk a kontrollvaltozokat, pl a
és igy tovabb.

Ezen atmeneti allapotok tanulmanyozésa két szemponthdl is fontos:

— a tranziens viselkedés megismerése a rendszer stabilitdsdra adhat felvilagositast, ugyanis
veletlenszeri valtozasok (pl. az adagolasi sebességben, pumpakimaradds, levegdkimaradas
stb.) is érhetik a rendszert, illetve

— a fermentacidés rendszer kinetikai viselkedése tanulmanyozasanak egyik gyiimolcsdzo
modszere éppen a tranziensek matematikai modellezése.

A MONOD-modell szerinti leirasbol egyértelmli, hogy a kemosztidt rendszer Onszabalyozo.
Fuggetlendl attol, hogy a hanyatl6 fazis milyen x, S koncentraciojanal tériink at a folytonos tenyész-
tésre, a bedllitott higitasi sebesség fogja meghatarozni, hogy milyen allandésult allapot all be, feltéve,
hogy D<Dyiiikus (1asd a 4.45. &bréat és a 4.7. animaciot!). Felmerilhet a kérdés, honnan tudhatjuk, hogy
milyen higitéasi sebesség valaszthatd. Ezt csak akor tudhatjuk biztosan, ha ismerjik mikrobank adott
koéralmeények kozott érvényes Kinetikai allandoit (umax), vagy ha grafikus mdédszerrel tervezzik
folytonos rendszeruinket.
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4 pc | Oyorsulé nbve- | exponen-  hanyatls
X | szakasz | Kedesi 5:;2:': 1 L  arna
szakasz 9‘}?Q_Jg__]5<p D=u
D-p
DT Allandosult
) allapot.
D=l D=
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'____
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4.45. dbra: A folytonos fermentécios rendszer mindig szakaszos rendszerként indul

4.7. animécio: Folytonos rendszer inditasa

De vajon minden esetben egy hatarozott allandosult &llapotot kapunk? Ha a fermentécids rendszer
adekvat modon leirhaté a Monod-modellel, akkor igen, a kemosztat monostabil rendszernek bizonyul,
egy tranziens utan mindig ugyanaz a u=D meghatdrozta x es s -koncentracioval jellemezhetd allan-
désult allapot all be, amint a 4.46. &bra un. fazissik diagramjan lathatjuk. Ennek az az oka, hogy egy
adott fajlagos novekedesi sebességhez csupan egy adott szubsztratkoncentracio tartozik. Ekkor
barmilyen mddon zavarjuk is meg a rendszert, azaz mozditjuk ki az allandésult allapotabdl, ugyanabba
az &llandosult allapotba fog visszatérni. Hogy milyen uton, azaz milyen tranziens mentén val6osul meg
ez a visszatérés, ez a Kkitérés helyétdl fligg. Ezen tranziensek rendkiviil érdekes viselkedést mutat-
hatnak — az abran kovetheté modon — példaul lehet az, hogy egy adott pontbdl az elérendd allandosult
allapotot ugy kozeliti meg a rendszer, hogy az ut mentén n6 vagy csokken, illetve akar irdnyt is valthat
az adott X vagy S paraméter valtozasa.
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S
x(t) S(H)
foléemegy alamegy
monoton ni monoton cstkken

Allandésul III| monoton né félémegy

allapot
3 f V| alatta félémegy

:. IV V monoton csékken| monoton né
u: % V1 moneton csikken | alamegy
S _' KSD MONOSTABIL KEMOSZTAT
H, —D

4.46. dbra: Monostabil kemosztat

Ha azonban eltér6 kinetika jellemzi rendszeriinket, nem feltétleniil egy stabil allandosult allapot
lehet, s6t elképzelhetd, hogy a rendszer instabil lesz (pl. két szE&Is6 érték kozott oszcillalni fog). Igy
példaul, ha szubsztratinhibicio lep fel, akkor egy u=D érték két S-koncentracidnal is lehetséges, azaz a
rendszer oszcillalhat. A két stabil allanddsult allapotra (amelyek koziil az egyik a kimosodast jelenti)
jellemz6 fazisdiagramot a 4.47. dbran mutatjuk be.

A kornyezeti paraméterek ugrasszerii, impulzusszeri vagy éppen periddikus valtozasa vagy
valtoztatasa okozta tranziensek matematikai leirdsa meglehetésen bonyolult, ¢ jegyzet kereteit min-
denképpen meghaladja, ugyanigy nem feladatunk itt az allanddsult allapotok stabilitésat vizsgalni.®®

P,[Sq:0]

‘, P, [S:X]
S X
P,= stabil allandosult allapot
P,=stabil dllanddsult allapot
kimosodas
P,=instabil nyeregpont

4.47 4bra: Tobbszords allanddsult allapot (szubsztratinhibicio)

Azt a kérdést azonban meg kell vizsgalnunk, hogy egy kdrnyezeti paraméterben bekdvetkezett
véltozas utan mennyi ideig kell varnunk, amig az 0j allandosult allapotot (ha van) jellemzé para-
métereket mérhetjlk.

A kemosztat elvii folytonos fermentacidos rendszer leirasakor feltételeztiik, hogy reaktorunk
tokéletesen kevert, igy mind idében, mind térben mindeniitt homogén, koncentracidogradiensek nem

%3 A stabilitasvizsgalathoz jo megkozelitést talalhatunk pl. Blanch—Clark (1996): Biochemical Engineering,
Marcel Dekker, N. Y., Basel, Hong Kong cimii kdnyvében.
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alakulnak ki a reaktorban. A rendszerbdl vett mintat jellemz6 koncentraciok (x, S...) ugyanazok, mint
az elfolyo 1¢é jellemzd koncentracioi. Ugyanakkor, ha egy a rendszerbe bekeriilé elemi folyadékre-
szecske sorsat kovetjik, konnyi belatni, hogy egy eloszlasfliggvénnyel lesz jellemezhet6 a tart0z-
kodasi 1d6.
valamint t id6pontban m-nek. Ekkor az adott anyagnak dm-nyi koncentracidja (azaz egységnyi
térfogatban 1évé mennyisége) tavozik a rendszerbdl a kicsiny t, ill. t + dt idopontok kozott (azaz
éppen dt id6 alatt):

—dm = Dmdt (4.186)

Ennek a dm-nyi anyagnak tehat t és t+dt kozotti értékili a tartdzkodasi ideje. Viszonyitsuk ezt a
mennyiséget az induld koncentraciora, vagyis nézzilk meg, hogy az eredetileg jelen levé anyagnak
milyen tort része tavozik a rendszerbdl (ugyanezen kicsiny dt id6 alatt) a t és t + dt idépontok kozott.
Legyen ez a dF definicidszeriien:

gr=_dm (4.187)
mO

A dF tehat a t és t + dt kozé eso tartdozkodasi idejii anyaghanyad. A (4.186) és (4.187) egyenletek
egyesitésével:

dF =DM gt (4.188)
mO

Ebbél m-et kikiiszobdlhetjuk, ha a (4.186) egyenletet integraljuk, ugyanis

—md—szjdt N lenm:Djdt, (4.189)
m 0 0

Mo Mo

illetve
M _eor, (4.190)

Utobbi eredményt (4.188)-ba helyettesitve megkapjuk a

dF =D.e Pdt, (4.192)
illetve az
E= d—F =De™ (4.192)
dt

figgvényt, amely a folytonos fermentacids rendszert (CSTR) jellemz0 tartozkodasiid6 eloszlas
striiségfiiggvénye. Igy a rendszerben 1év6 eredeti anyagmennyiségnek az a hanyada, amelynek
tartdzkodasi ideje t; €s t, kdzé esik, az alabbi lesz:

t, t,
., = |Edt=[Dedt=e - (4.193)

t t
t
ahol F(t) = J E(t)dt a tartozkodasiidd eloszlasfiiggvénye. Ugyanigy a 0 és t idépont kozotti tartdz-

0
kodasi idejii anyaghanyadot akkor kapjuk meg, ha az E(t) stirtiség fiiggvényt 0 és t kozott integraljuk:

t t
R = [Edt= [DePdt=1-¢™ (4.194)
0 0
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Hasonldan at és <o idépontok kozott a rendszerben tartdzkodo anyaghanyad

F.. =

— C— §

Edt = j De Pdt=¢" | (4.195)
t
és végiil, értelemszertien 0-t0l o ideig a teljes anyagmennyiség kikeriil a rendszerbdl, tehat:

R, =[De®dt=1 (=F, +F.) (4.196)

0

ow—38

Mit jelentenek a fentiek folytonos fermentéacios rendszeriink esetében? Tekintstink példaként egy
olyan kemosztat rendszert, ahol a higitasi sebesség D= 0,2 h, azaz az atlagos tartozkodasi id6 5 6ra.

A 4.17. tablazat és a 4.48. &bra szemlélteti a térfogatcserék fliggvényében ezt az esetet. Ennek
megfelelden, ha egy folytonos rendszeren valamilyen zavarast végziink, példaul megvaltoztatjuk
megvarnunk, hogyha a rendszernek a valtoztatasra adott valaszara, Uj &llandosult &llapotéra vagyunk
Kivancsiak.

4.17. téblazat: Terfogatcserék hatdsa a folytonos kemosztat fermentaciora
(a tartozkoddas ido eloszlasanak értelmezése)

Térfogatcsere 1-F* F**

Dt=0,2h*. 5h=1 0,367 0,633
=0,2h110h =2 0,135 0,865
=0,2h™*.15h =3 0,05 0,950
=0,2h120h =4 0,015 0,985

* r r r r1rr . .
térfogatrész még nem cserélddott ki
**térfogatrész mar eltdvozott a rendszerbol

1-F '
1

2 4|6 8 llo 12 1416 18 Pt (h)

0 1 2 3 4
TERFOGATCSERLEK SZAMA

4.48. dbra: A térfogatcserék hatdsa az eredeti anyagmennyiség reaktorban maradd hanyadara

445.1.2. A szakaszos és folytonos rendszer dsszehasonlitasa

Egy fermentacids rendszer megitélésekor altalaban harom f6 paramétert kell megvizsgalni: az eredd
hozamot, a termékkoncentraciot és az eredd produktivitast. Sejttomegtermelés esetén az eredé hozam
és a produktivitas kiemelten fontos. Erdemes utobbit tiizetesebben megvizsgalnunk a folytonos fer-
mentacioval kapcsolatban, mert igy szembedtld lesz a folytonos rendszer kedvezébb volta a sza-
kaszossal szemben sejttdmegtermelés esetén.
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A 449, dbra segitségével nézziik meg el6szor egy szakaszosan miikddé fermentor miikodési ciklusait!
Egy szakaszos reaktor miikodése soran tobb ismétlodo ciklust kell figyelembe venni:

t;: az el6z6 fermentacid ,,vagasanak” (fermentlé lefejtése a szakaszos fermentacio végen), a
fermentor mosésanak, a taptalaj elkészitésenek és sterilezésének ideje,

to: lag és a gyorsuld novekedés szakaszanak ideje,

tm: exponencialis fazis ideje, itt torténik a legnagyobb mérvii szaporodas, ezt tekinthetjiik
leginkabb ,,hasznos” idonek,

to: hanyatlo fazis ideje.

A ciklusidd tehat ezek Osszege, azaz t =t +t,+t, +t, =t  +t,, a vagaskor ,learathat0” sejt-
tomeg ennyi 6sszes mitkodési id6 alatt keletkezett.

soed

L U OO . ...

b & & B oty ot ot idé
4.49. abra: Szakaszos fermentacio miikodési ciklusai

Ha a t,, id§ alatt exponencialis ndvekedést tételeziink fel®*, akkor

t =L X (4.197)
umax XO

vagyis a szakaszos rendszer produktivitasa felirhatd a kovetkezOképpen, ha a teljes Sy Kiindulasi
szubsztrat Y hozammal sejttomeggé alakul:

] _Ax _ YS, (4.198)

szakaszos 1 X
Aty 2 Xme

|
Hmax XO

Ezzel szemben lattuk, hogy a kemosztat maximalis produktivitisa kozelitoleg

‘]kemosztét = Yumaxso * (4199)
A két produktivitas hanyadosa
‘]kemosztét =1In Xmax + tl“max . (4200)
‘]szaka.szos 0

84 Kissé ,,csalunk” tehét a szakaszos tenyésztés javéra.
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Nézziik meg, hogy az Osszefiiggésben szereplé paraméterek milyen szokasos tartomanyban
mozognak.

Az Xmax/Xo a legtobb szakaszos fermentacio esetén 5-100 erték koze esik, igy In(X /Xmax): 1,6—4,6.
At ,nem hasznos” el6készitési, sterilezési és vagasi id6 10-20 orat igenyel, mig a mikrobak
generaciosidé- tartomanyéat 1-7 6rara tehetjik, amely pa: 0,1-0,6 értéknek felel meg. Igy tipma is
nagyobb, mint 1 (1-12 kozotti a fenti sz&mokkal). Végeredményben tehdt a vizsgalt hanyados
mindenképpen egynél nagyobb, azaz a a kemosztat produktivitasa lényegesen nagyobb a szakaszos
rendszerénél.

A 4.18. tablazat néhany 6sszehasonlitd példa adatat tartalmazza e kérdésrdl. Lathato, hogy minél
kisebb a felhasznalt mikroba generécids ideje és minél nagyobb a szakaszos rendszer nem hasznos
id6igénye, annal inkabb el6ny0s kemosztat rendszert alkalmazni mikrobatdmeg tenyésztése esetén,
mert annal nagyobb lesz a produktivitas, az adott reaktortér kihasznaltsaga.

4.18. tblazat: Kemosztat és szakaszos fermentacio produktivitdsanak 6sszehasonlitasa

Jkemosztét N szakaszos
ty [h] t=10h t=20 h
3 7 9
15 9 14
1,0 12 18
4.45.1.3. Elterések az elméleti viselkedestol

Kemosztat elvii folytonos fermentacid kisérleti megvalositasakor gyakran nem a 4.43. abran megadott
kepet nyerjik. Ennek tobbféle oka lehet. Amellett, hogy a gorbék lefutasanak eltérd volta kézenfekvo,
ha a Monod-modell helyett masféle kinetikaval irhatd le az adott mikroorganizmus viselkedése,
vannak olyan okok is, amelyek mikrobialis fiziologiai (biokémiai) vagy reaktortechnikai okokra
vezethet6k vissza.

Néhany eltéré fermentaciokép magyarazatat az alabbiakban adjuk meg (lasd a 4.50. és 4.51.
abrékat).

X
/ . Extracelluldris
v termékek
_ | Y b
fenntart:is ~ \s
\ \
C/energiaforras
limnital
D
025D, Dyt
N-tartalom _ __ RNS-tartalom
___________ EeJTthém
D
‘N? S-limitacio ‘Mgz; K: PO! limitacid

4.50. abra: Eltérések a Monod-modell jésolta viselkedéstdl 1.
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D

komplex tapoldat, nem kemosztat ‘ ‘ falnévekedeés

4.51. dbra: Eltérések a Monod-modell josolta viselkedéstdl 2.

A 4.50. abra els6 grafikonja szerint kis (<0,25 Dyitikus) higitasi sebességek esetén kisebb a Monod-
modell altal josolt elméletinél. Ez természetes, ha meggondoljuk, hogy az eredé hozam nem allando,
maga is a fajlagos novekedési sebesség fuggvénye (4.2.2. fejezet). A fenntartasienergia-igényt ui.
(4.175) egyenlet felirasakor nem vettiik figyelembe. Ha ezt megtesszuk, kissé modosul az eddigiekben
kialakult keép.

A ‘Z_T:(H—D).x (4.174)

Osszefliggés igaz a sejtkoncentracié-valtozésra, de a szubsztratkoncentracié valtozésa esetén — ha S a
szén- és energiaforras is egyben — a kovetkez6 Osszefiiggést kell felirnunk:

B _ps,-s)-| Lol M ) (4.201)
dt Yo Yo M
. , . . dx . dS L KD " .
Feltételezve az allandosult allapotot, u =D, m =0, és m =0, valamint S = ;D , gy a kovetkez6
Mmax —
D(S, —s)=[i+i+m].ux (4.202)
Yo Yo M
egyenletbdl az dllanddsult allapotbeli mikrobakoncentraciot kifejezve, a kovetkezé formulat kapjuk:
KD
- —
fe— Mm—D (4.203)

1 1 m’
YC YEG D

Nagy higitasi sebességek esetén m/D=0, azaz a fenntartési energiasziikseglet elhanyagolhat6an
Kicsiny a beépulés és a ndvekedési energiaszilkséglethez képest, ekkor

Y = YeYes _ allando - (4.204)
Ye + Yeo

Kis D-k esetén viszont a nevezében m/D jelentdsen csokkentheti az eredé hozamot és igy értékét is.
Ennek az abranak a Dytiks-hoz kozeli szakaszan is eltérést tapasztalhatunk az elméletit6l. Sokszor
ugyanis a hozam, és igy X is, kisebb az elméletinél Dyqnkus-h0z kdzeli higitasi sebességeknél, ahol
tehat igen gyors a ndvekedés. Ennek oka az, hogy a nagy fajlagos novekedési sebességnél a gyors
intermedier anyagcsere lehetdvé teszi, hogy bizonyos, nagy sebességgel képz6dé intermedier
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termékek (piruvat, acetat, alkohol stb.) kikeriiljenek a sejtekbél, csokkentve ezaltal a sejttomegre
szamitott eredd hozamot, ill. a sejtkoncentraciot®.

A 4.50. dbra masodik grafikonja szerinti képet akkor kaphatjuk, ha nem a C-/energiaforras jelenti
a kemosztat limitalé szubsztratjat, hanem példaul a N-forrds vagy a kénforrés. Ekkor kisebb higitasi
sebességeknél — amikor tehat a ndvekedés lassi — a C-/energiaforras tulzottan nagy koncentréacidban
van jelen, és a mikrobaknak lehet0sége van bizonyos tartaléktapanyagokat akkumulalni (poliszacha-
ridok, lipidek, B-OH-butirat). Ekkor tulajdonképpen a sejttomeg né, a hozam né, az egyes sejtek lesz-
nek nagyobbak. Ha azonban a sejtszamot vagy a sejtek fehérje- vagy N-koncentracidjat abrazoljuk
(szaggatott vonal), visszakapjuk az elméleti gorbét.

Az abra harmadik diagramjan latszélag az el6z6hoz hasonld a kép. Itt azonban mas esetrdl
beszélhetiink, ez a kép akkor fordul el6, ha a tenyészet K*, Mg™* vagy PO, limit alatt &ll. Ismert, hogy
mindharom ion szorosan 6sszefiigg a nukleinsav-szintézissel. A kis higitasi sebességeknél lassan
novekedo sejtek esetén az RNS- szintézis is lasst, amelyhez fenti ionok még elegendé mennyiségben
allnak rendelkezésre. Ha azonban a higitasi sebesség nd, a fajlagos ndvekedési sebesség, tehat az
RNS-szintézis sebessége is novekszik, amelyhez mar nem elegend6 a rendelkezésre all6 ionszint, igy
ezen ionok is limitdlova valnak és befolyasoljak X és Y értékét. Ebben az esetben akkor kapnank
szabalyos gorbét, ha az RNS-tartalmat abrazolnank, amint a piros szaggatott vonal mutatja.

A 4.51. ébra els6 diagramja gyakran mérhetd komplex, nem (jol) definialt Osszetételli taptalajok
felhasznaldsa esetén. A fajlagos novekedési sebesség (D) novekedésével a sejtek tapanyagigénye
valtozik, a taptalajbdl hol ez, hol az a komponens is limitalova valhat. Azt mondhatjuk, hogy ebben az
esetben nem tudjuk, melyik tdpkomponens(ek) a limitalé szubsztrat(ok). Ezt a tipust nemkemosztat
folytonos fermentacionak nevezik.

A fentiekben bemutatott négy példaja a folytonos, kemosztat elvii fermentacié anomalis viselkedé-
sének azt sugallja, hogy a folytonos fermentacidknal fokozottan gondosan kell megvalasztani egyrészt
a limital6 szubsztratot, masrészt megtervezni a tapoldat egyéb mindségi és mennyiségi Osszetételét.

A 451, dbra mésik diagramja egy technikai okokra visszavezetheté anomalis viselkedést, az un.
falndvekedést mutatja. Sok mikroorganizmus, f6képp fonalas mikroba képes megtapadni a bioreaktor
Uveg vagy fém felliletein, s ez a hosszu folytonos fermentécid alatt akar massziv lerakddo sejttdmeget
is jelenthet. R&adasul a falnovekedés azt is okozhatja, hogy a képzddott mikrobarétegbdl id6rdl idore
nagy darabok valnak le, megndvelve a szuszpendalt mikrobatomeget is. Amellett, hogy ilyen esetben a
folytonos technika nehézkes, pontatlan eredményeket nyerhetink a mintavételezés soran, a
falndvekedés egy erdekes Kinetikai eredményre is vezet. Legyen X a szuszpendalt mikrobak
koncentracioja bioreaktorukban, X, pedig a megtapadtan ndvekedd sejttdmeg egységnyi térfogatra

vonatkoztatva. (Ez tehat szintén koncentracié dimenzidji mennyiség.) Ekkor a kemosztat
mérlegegyenletek a kdvetkezOképpen alakulnak allandosult allapotban:

DX = puX + pX;
s - o (4.205)
D(S0 —S) =( pX+pX, )/ Yy
A higitasi sebesség ebbol
D:p(l+x_—f), (4.206)
X

ami nagyobb, mint p, azaz Dygiikus > Umax 18 €lérhetd egy falndvekedéses kemosztattal, a rendszer nem
fog kimosodni, torzul az eredetileg vart gorbe, és ez a torzulds annél nagyobb, minél nagyobb a
falndvekedés mértéke.

A kemosztat alapveté Osszefliggéseinek levezetésekor azzal a feltételezéssel éltlink, hogy az
alkalmazott bioreaktor tokéletesen kevert, azaz a bearamlo friss tapoldat pillanatszertien (a valésagban
az atlagos tartozkodasi id6nél 1ényegesen rovidebb id6 alatt) elkeveredik a rendszerben. Néhany

% Evvel a jelenséggel talalkozhatunk a pékélesztd-fermentécié Crabtree-effektusa esetén is. Lasd 4.4.4.5. alfejezetet
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literes, laborléptékii bioreaktor esetén ez a feltételezés elfogadhatd, kivéve pl. nagyon viszkozus fer-
mentlé, intenziv habzas vagy a sejteknek a reaktorfeliiletekhez torténé tapadasa esetén. Ha a keverés-
keveredés nem tokéletes, olyan terek alakulhatnak ki a reaktorban, amelyekre a D nem jellemz6: akar
kisebb, akar nagyobb effektiv higitasi sebesség is érvényes lehet. gy ha a beallitott D kozel van
Duritikus €rtékehez, lehetnek olyan reaktorteriiletek, amelyekre Dignyieges™Diritikuss t€hat itt ,,kimosodas”
torténhet, mig Dinyteges<Dxitikus €5€tén a mikroba lassabban n6, mint azt kivanjuk. Ezaltal az elméleti-
leg varttol eltérd, de foképpen nem becsiilhetd eredmények alakulhatnak ki. Err6l a kérdésrél a 4.6.1.
alfejezetben részletesebben szélunk.

445.1.4. A kemosztat tervezése

A (4.176) és (4.178) egyenletekben megadott allandosultallapot-6sszefliggések teremtik meg a
kemosztat megtervezésének lehetdségét, ha ismerjiik az egyenletekben szerepel6 kinetikai allandokat.
Ehhez szakaszos kisérletek elvégzése szlikseges, ugyanolyan kdrnyezeti kortlmények kozott (pH,
hémérséklet, tapoldat sszetétel), mint a tervezett folytonos fermentacié koriilményei. E kisérletekbol
a kinetikai konstansok meghatarozhatoak.

Ha vannak szakszos eredményeink, akkor egy grafikus modszer is rendelkezéstinkre &ll, amelynek
alapjat a 4.52. abra modszere teremti meg. A maddszer lépéseit kovethetjik a 4.8. animéacion is.

A B
tgu:ptm{x 7 tgu:pmax 4

) ”l i ]
S 5 ;

. =

= k=

(89
D
T x F

Valasztunk elmendét, milyen
Legyen a D?

Valasztunk D-t, mi az elmen6?

4.52. abra: Folytonos kemosztat tervezése grafikus modszerrel

4.8. animécio: Folytonos rendszer tervezése grafikus modszerrel

4451.5. A kemosztat alkalmazasai

A kemosztat elvii folytonos fermentacid elényei a szakaszos rendszerrel szemben Osszefoglaléan a
kovetkezok:

— produktivitadsa nagyobb, mint a szakaszos rendszeré, allando6sult allapotban a mikrobak
kiegyensulyozottan névekednek (homogeén, azonos fizioldgiai allapotl és azonos beltartalmd
tenyészet vehetd el a rendszerbdl),

— a folytonos mitkodés és allandosult allapot jobb lehetéséget teremt a merés- és szabalyo-
zastechnikai feladatok elvégzésére.

© Sevella Béla, BME www.tankonyvtar.hu



http://www.tankonyvtar.hu/


260 Biomérndki miveletek és folyamatok

Elonyei alapjan foként nagytomegii sejtel6allitas céljara érdemes felhasznalni (SCP, pékélesztd,
takarmanyéleszt6). Egy sor kutatasi célu felhasznalasa is van. Segitségével a kornyezeti tényezok
hatasa reprodukalhatd korilmények kozott viszonylag gyorsan vizsgalhatd. igy az allanddsult
allapotok elmozdulésa alapjan egyfaktoros vagy kisérlettervek alapjan tobbfaktoros offline optimalasi
célokra is felhasznalhat6 (tpoldat-optimalas, pH, hémérséklet optimalas, stb.) (4.53. abra)

T: homérséklet

X T T, tapoldat...
1
l allandosult allapot 2
T3
allandosult allapot 1
allandésult Allapot 3
idd

4.53. dbra: Kemosztat felhasznaldsa optimalasra

Az egyszeri, egylépcsGs kemosztat felhasznaldsa azonban nem minden teriileten lehetséges. A
kemosztatban torténd termékképzOodésre vonatkozéan még nem sziiletett atfogd elmélet, ipari
elterjedése a ,.termékes” fermentaciok esetén nem jellemz6, kivéve az alkoholos erjedéseket: az ipari
féként a novekedéshez kotott) terjedni fog, bar leirtak mar — laborléptékben — szekunder metabolit
(penicillin) és enzimtermelé kemosztat rendszereket is.

Az 1950-es években tortént bevezetése ota az allandosult allapotti kemosztat tenyésztés elonyos
volta széleskortien beigazolddott. A modern bioldgiai kutatasokban is alkalmazast nyer, példaul
felhasznaljak a kornyezet kivaltotta evolicios események tanulmanyozasara, az Un. mutator gének
viselkedésének (antimikrobidlis szerekkel szemben kialakuldé rezisztencia) tanulmanyozasara.
Egyaltalan a modern fizioldgiai kutatdsoknak egy nélkiil6zhetetlen eszkdze lett, hiszen segitségével
lehet alland6 koériilmények kozott tanulmanyozni a mikrobak viselkedését. ,,Csak id6 kérdése, hogy a
kiilonb6z6 ,,-omikai” (genomika, transzkriptomika...) kutatasok is felfedezzék a kemosztatban rejlé
lehetdségeket”.®°A valds vilag modellezésének igénye azonban az eredeti kemosztatnak a tovabb-
fejlesztéseit is kivaltotta, mint példaul az egyéb ,,-sztatok”, amelyekrél a kovetkez6kben szolunk.

Megjegyezziik még, hogy a kemosztat folytonos fermentécids rendszer felhasznéldsa csaknem
kiz&rdlagos a bioldgiai szennyviztisztitasban.

4.45.2. Egyéb specialis kemosztat alapu folytonos technikak

A kemosztat elvii folytonos fermentacido megvalosithatd tobb 1épcsében is. Ez tobb kevert reaktor
egymas utani kapcsolasat jelenti, s a tapoldat- és tenyészetaramlas megvalOsitasi modjatol fliggéen
beszélhetiink:

— egyaramu tobblépcss rendszerrdl (4.54. abra),
— tobbaramu tébblépcsds rendszerrdl (4.55. abra).

Az egyaramu rendszer hasonl6 grafikus modszerrel tervezhetd, mint azt a 4.52. abran lattuk. Mig a
4.54. abrén egy olyan haromlépcsds egyaramu rendszert szemléltettiink, amelynek reaktorai egy-
formak, a tervezés modszerét bemutatd grafikon olyan rendszerre vonatkozik, ahol mindharom reaktor
mas-mas méretli. Mikor van egy ilyen valtozo reaktorméretekkel operald rendszernek létjogosultsaga?

% p_ A. Hoskisson, G. Hobbs: Continuous culture — making a comeback? Microbiology (2005), 151, 3153-3159.
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Képzeljiink el egy szekunder metabolitot, amelyet termelé mikrobat az els6 1épcsdben nagy produkti-
vitassal (viszonylag kis reaktorban), nagy higitasi sebességgel tenyésztiink, majd atvezetjik a masodik
lépcsébe, amelynek reaktora joval nagyobb, azaz a higitasi sebesség joval kisebb lesz, mivel f-nek
azonosnak kell lennie minden 1épcsdre. Ekkor a fajlagos novekedési sebesség leesik egy olyan szintre,
ahol mar elkezdddik a szekunder metabolit képzodése. Mas esetben az els6 1épcsében (az elézéekhez
hasonloan) csak a sejttomeg termelésére koncentralunk, majd a masodik lépcsében egy enzimes
biotranszformécidt hajtatunk végre sejtjeinkkel.

Sejttomegtermelés szempontjabol a 4.55. abran lathatd reaktorkapcsolas hasznosabb az el6zénél,
hiszen itt a masodik, harmadik stb. 1épcsObe bevezetett friss tapoldat nagyobb ndvekedést tesz
lehetévé, mint az egyarami rendszer.

£ f f f
Sy l x, 51 l %2 8, I X; §
v, v, v, 3
X X
LS, XS, s,
E'E | EE E'E
1 2 3
':EJ'I tga:nu"max /’
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4.54. abra: Egyaramu tobblépcsds kemosztat rendszer
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4.55. abra: Tébbaramu tébblépcsos kemosztat rendszer

Gyakran alkalmazott mddszer (példaul a bioldgiai szennyviztisztitasban kizarélagosan) a leerjedt
fermentlé sejttartalma egy részének visszataplalasa a folytonos rendszerbe. Az ilyen Ggynevezett sejt-
visszatartasos rendszerek azért elénydsek, mert magasabb sejtkoncentracio tarthatd fenn a reaktorban,
¢és ezaltal nagyobb termelési vagy atalakitasi sebesség érhetd el. A 4.56. abran egy egylépcsos €s egy
haromlépcsos ilyen rendszer vazlatat lathatjuk. Az abran egy gravitacios lilepitot tlintettiink fel a sejt-
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elvalasztds céljara, ami a szennyviztisztitasban altalanos, de természetesen egyéb megoldasok, mint
folytonos centrifuga, keresztarami mikrosziirés vagy egyéb sejtelvalasztasi megoldasok is integral-
hatok a kemosztathoz.

f (1+of

_—I X|g . T i—l—l 411 _®_'l'
v fhga- a)f =
vV
OO I—\-ﬂ -

X 3
——m

Xs

of

4.56. abra: Visszataplalasos (részleges sejtvisszatartas) kemosztat rendszerek

Az &bra bal oldalan egy olyan elrendezés lathatd, amelynél a reaktorbdl tavozo fermentlé egy
részét (o hanyadat) visszataplaljak. A sejtszeparatorban a fermentlevet egy nagyobb és egy kisebb
sejtkoncentracidju részre vélasztjak szét. A visszataplalds a nagyobb sejtkoncentracioju hanyadbdl
torténik. Az &bra alapjan vilagos, hogy a teljes térfogataram f = f, + f, vagyis a rendszerbe és a
rendszerbdl torténd anyagaramlas egyenld. Irjuk fel az anyagmérleget a fermentorra:

Vi—):=afxs —(1+a)fx+VuX (4.207)
Allanddsult allapotban
afxg +Vux =(1+ (x)fx (4.208)

Amelybdl, ha a D=f/V higitasi sebességet felhasznaljuk, a p-re a kdvetkez6 0sszefliggést nyerjiik:

W= D(l+ a(l—%)j (4.209)

Most meg kell hataroznunk, hogy mitdl fiigg az xs/x ardny. Ehhez irjunk fel anyagmérleget a
sejtszeparatorra, feltételezve, hogy x,=0, azaz sejtmentes az f, anyagaram (ez cél lehet egy biologiai
szennyviztisztitoban, azaz nem engedjik, hogy a tisztitott Iébe sejt keriljon):

(1+a)fx =foxg = afxg (4.210)

Ebbdl a kérdéses x /X érték az alabbi:

c=Xs _1+a (4.211)

X [0

Ebben a rendszerben tehat, mivel C>1, ezért D>u esetén is lehet allanddsult allapot! Ez a sejt-
visszacirkulacio, illetve sejtvisszatartas egyik legnagyobb el6nye (ez akkor is igaz, ha nem sejtmentes
az elvétel!). A sejtvisszatartasos rendszerben az allanddsult allapotbeli szubsztrat koncentrécié az
elvett I1ében

KsD(1+a(1-C))
Hpe —D(1+0(1-C))

Végezetil megemlitjuk a dializissel egybekdtott sejtvisszatartdsos folytonos fermentacids rend-
szert, amelyet elsésorban olyan esetekben érdemes hasznalni, amikor a szubsztrat (és/vagy termék)

(4.212)
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gatldlag hat a mikroorganizmusokra (4.57. &bra), vagyis a szubsztratot csak bizonyos utemben lehet
adagolni, vagy a terméket folyamatosan el kell tavolitani.

kemosztat

4.57. dbra: A dializistenyésztés (integralt fermentacios rendszer) egy lehetséges megvaldsitasa

4.45.3. Egyéb folytonos fermentacids rendszerek

A kemosztat elvii nem az egyetlen lehetséges folytonos miikddésti fermentacios rendszer. Abbol a
szempontbdl azonban egyedi, hogy ez az egyetlen olyan folytonos tenyésztési modszer, amely
Onszabalyoz0, azaz a valasztott higitasi sebességen (ami természetesen magaban foglalja a szintén
vélaszthatd hasznos térfogatot és rataplalasi sebességet is) és bemend szubsztratkoncentracion kiviil
mas szabalyozanddé mennyiség nincs, csupan ezek a kontrollvaltozoi, azaz szabalyozastechnikai
szempontbol egyszerii. Néhany kedvezotlen tulajdonsaga is van azonban, amelyek kivaltottak az
egyéb, folytonos rendszerek iranyaban torténd fejlesztéseket.

Ilyenek a kovetkezok:

— A reaktorban kicsiny a limital6 szubsztrat koncentracidja, azaz az S-valtozas kdvetkezményei a
mikrobidlis fiziologiara nem tanulmanyozhatok.

— Elébbibdl adodoan csak pmax-nal kisebb fajlagos ndvekedési sebességek allithatok be, azaz nem
hasznalhat6 ki a mikroorganizmus maximalis ndvekedési potencialja.

Az els6 hatrany kikiiszobolésére szolgalnak a kiilonb6z6 tgynevezett auxosztatok vagy mas
elnevezéssel nutrisztatok, mig a mésodikat a turbidosztat rendszer oldja meg.

A nutrisztdt vagy auxosztat elnevezés a tapoldat tapanyagkomponenseire utal: ezekben a
rendszerekben valamilyen szubsztratnak a koncentracidjat szabalyozzuk, tartjuk alland6 értéken vagy
éppen Valtoztatjuk elhatarozas szerint. A 4.58. &bra szerint a fermentlé egy kis részét az 1. szivattyl
juttatja az SZ-szel jelzett sziirdegységre (ami egy mikrosziird vagy ultrasziird, rendszerint kereszt-
aramu felépitéssel). Ez elvalasztja a sejttomeget a tiszta 1ét61. A retentat visszajut a fermentorba, mig a
szlirlet kis része az automatikus analizatorba keriil (AA), amely meghatarozza a tartani kivant
szubsztrat tényleges koncentrcidjat. Az analizator jele alapjan a komputer szabalyoz6 algoritmusa
elkésziti a beavatkozd jeleket, amelyek a szubsztrat- és az alaptapoldat-adagolé pumpakat (pumpa2 és
pumpa3) vezérlik: novelik vagy csokkentik a beadagolasi sebességeket. A folytonos miikodést egy
negyedik szivattyu (pumpa4) biztositja, mindig annyi levet fejt le, amennyi a fermetlé térfogatanak
allando értéken tartasanak céljabdl sziikséges. Lathatoan egy ilyen nutrisztat miikodése lényegesen
bonyolultabb, mint a kemosztaté, akar ha csak a felhasznalandé szivatty(k szamat tekintjiik is. Elénye
azonban, hogy tetsz6legesen lehet megvalasztani a Kitiintetett szubsztrat koncentrdciojat a ferment-
Iében. Sikeresen alkalmaztak ilyen rendszereket példaul arra, hogy a gliikoz kiilonbozo szitjeinek a
mikrobakra (pl a Crabtree-effektuson keresztiil) gyakorolt hatasat vizsgaljak, illetve, hogy bizonyos
xenobiotikumok mikrobdk 4ltal torténd lebomlasat (példaul pentaklorfenol lebontd mikrobak
esetében) a xenobiotikum koncentraciojanak fliggvényében lehessen vizsgalni.
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Specidlis nutrisztat az Ugynevezett pH-auxosztat. Ebben az esetben csupan a fermentlé pH-jat
szabalyozzak ugy, hogy szamitdgépes algoritmus segitségével adagoljak a friss tapoldatot olyan
titemben, hogy a pH allando értéken maradjon. Ez a rendszer tehat nagymértékben a tapoldat, illetve a
fermentlé pufferkapacitasatol figg. Nyilvdn nem minden esetben alkalmazhatd, csak ha direkt
Osszefliggés van a pH és a tapoldat Osszetétele kozott, valamint a pH-valtozas jellegzetes a
fermentacid soran (pl. valamilyen sav képz6dik).

A nutrisztatokra, illetve auxosztatokra is jellemz6 az allandosult allapot, ennek a matematikai
leirasa azonban korantsem olyan egyszer(i, mint lattuk a kemosztat esetében.

pumpaz
»
pumpa3d

jelfeldolgozas

szamitas,
szabalyozas

i
I

Alap- Szabalyozando
tapoldat szubsztrat

I
LR

S7.: sziird egység szedd

4.58. abra: Nutrisztat folytonos fermentécids rendszer felépitése

Specidlis fermentacids technika a turbidosztat elvii folytonos fermentacié. Tekintsik a 4.59.
abran lathat6 felsé diagramot, amely a turbidosztat miikddési elvét magyarazza, valamint a 4.60. abrat,
ahol a technikai kivitel kovethet6. A fermentacio természetesen itt is szakaszosként indul (ez nem
lathatd a 4.59. abran!). A fermentlevet egy cirkulaltato szivatty( (pumpal) kiilsé6 méré korben atfolyo

klvettan at keringteti, s igy a fermentlé zavarossaga (optikai denzitas) folyamatosan mérhet6 (elvét
lasd a 4.8.1. alfejezetben).

X

Fnaz dxmAx_xmaxfxmin
dt - At A
Cldx 2 X — X
At Ko ”*QEZX + X At

t

4.59. dbra: Turbidosztat folytonos fermentéacid elve és felhasznalasa optimalasra
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4.60. abra: Turbidosztat folytonos fermentéacio felépitése

Amikor x mikrobakoncentrécio (illetve az avval aranyos optikai denzitas) eléri a tetszéleges
értékiire valaszthatd xm. €rtéket, egy automatika elindit egy szivattyut (pumpa3), amely elkezdi
lefejteni a fermentlevet, ugyanakkor el6z6vel azonos térfogatarammal, illetve azonos mennyiségi friss
tapoldat betaplalasa torténik (pumpa2). igy a fermentlé felhigul, a mikrobakoncentracié csokkenni
kezd. Amikor eléri a szintén tetszéleges értékii, elére beallithatd xm, értéket, a lefejté és adagolo
szivattyuk leallnak.

A mikrobakoncentracié Ujra ndvekedni kezd, mig Xmax értékét tjra el nem éri, és innentdl a ciklus
ismétlédni kezd. Ilyen modon tetszOlegesen sziik AX tartomanyban tarthaté a rendszer (turbidosztat=
=allando optikai denzitassal vezérelt folytonos fermentacio), és eléggé sziik tartomanyban torténd
megvalasztasa esetén tetszOlegesen megkozelithetd egy valodi folytonos rendszer. A turbidosztatban a
novekedési és a fajlagos novekedési sebesség konnyen mérhetd, ugyanis a

dx _AX X, —X

220 Dmax min (4213)
dt At At
és
potOX LIAX 2 X =X (4.214)
X dt X At X + Xpin At

Osszefiiggések alapjan a mérések idomérésre vezethetOk vissza. Az id6 viszont rendkiviil pontosan
mérhetd. Az Xmax €S Xmin a kisérletezd altal beallitott tetszéleges allando értékek. A mikrobat jellemz6
legfontosabb kinetikai paraméter méréséhez tehat csupan a At, azaz a flirészfogak kozott eltelt id6, a
szivattyuk milkodési ideje kozott eltelt ido mérése sziikséges.Elonye a rendszernek, hogy a AX a
szakaszos fermentacié mind exponencialis mind hanyatl6 fazisaban is megvéalaszthato.

E tenyésztési technika elsésorban Kkutatasi célokra alkalmas. Mivel barmely ndvekedési
szakaszban tizemeltethetd, igy megvalosithatd benne az exponencialis szakasz minden hataron tal
torténd meghosszabbitasa (korlatozatlanul kiegyenstlyozott ndvekedés) is. Sikeresen alkamazhato egy
paraméteres vagy kisérletterv alapjan torténd tobbparaméteres offline optimalasra. Tekintsiik a 4.59.
abra also diagramjat, ahol a tapoldat valamilyen S; komponensének (vagy egyszeriien az S koncentra-
cidjanak) hatasat szemléltettlik. S; adagolasa esétén (kellden sok flirészfogbol) At; jellemzd idot
mértik. Ha a szubsztrat koncentraciojat S,-re valtoztattuk, a At,>At; mért értékek jelentették a rend-
szer valaszat e beavatkozasra. Lathatéan ez kedvezdtleniil befolyasolta a mikrobandvekedést. Most
attérve S, taptalajra Ats érték adodott, s eszerint az S;—S, valtozas a novekedés sebességére kedvezd
hatasu. A ,lépegetést” folytatva S szempontjabdl az optimum megkozelithetd. Az dbran természetesen
csak az elért allandosult allapotokat szemléltettilk, de ne felejtsik el, hogy a valtoztatas hatdsara itt is
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egy tranziens szakasz jelentkezik elOszor, az uj allandosult allapot beallasat a At-k statisztikai
elemzésével lehet megallapitani.

Megjegyezziik, hogy e technika a folytonos zavarossagmérés kovetelményei miatt csak egysejtii
mikrobadk viszonylag hig tenyeszetei és tiikros tapoldat esetén alkalmazhatd, amikor az optikai
denzitas pontosan mérheto.

4454, Gradosztat fermentacio

A gradosztat fermentacios technika egy olyan tobblépcsés kétarama (és ellenarami) folytonos
rendszer, amelyben el6remend iranyban egy és visszafelé mend irdnyban egy masik szubsztrat
koncentréacitja csokken a kemosztatnal latottak szerint (4.61. bra). Az R1 tapoldattankbdl torténik a
betaplalas az elsé reaktorba, mig az R2 rezervoarbol az utolsoba (az abra egy O6tlépcsOs rendszert
abrazol). Az SZ1 szed6 az 6todik 1épcsébdl, mig az SZ2 az els6bol kifolyd fermentlé gytijtésére
szolgél. A felépités biztositja, hogy két szubsztratnak elleniranyd gradiense valésuljon meg. Az &bréan
bemutatott rendszernek 11 pumpa biztositja a mitkdését, ebbdl is lathatdéan nem a legokonomikusabb,
és meglehet6sen bonyolult rendszer. Valojaban ez is kutatd berendezés, amelyet R. W. LOVITT és J.
W. T. WIMPENNY munkassaga®’ nyoman ismeriink, és elsésorban egymas mellett é16 tobb species
(pl. versengd torzsek, lasd 4.4.7. fejezet), azaz vegyes tenyészetek vizsgalatira hasznaljak. Ugy is
tekinthetjiik, mint két ellenkezd iranyban miik6d6 tobblépcsds rendszer ,,egymasba olvasztasat”.

| szl

sz2
4.61. 4bra: Gradosztat kemosztat rendszer
4.4.6. Specidlis fermentacids technikdk
4.4.6.1. Rataplalasos szakaszos (fed batch) fermentacio

A szakaszos fermentacié hanyatld fazisaban valamennyi metabolikus kvociens (fajlagos sebesség)
maximalis értékétél zérusig valtozik, s ennek oka legtobbszor a limitald szubsztdt — gyakran a
C-/energia- forrds — elfogydsa. A kemosztat folytonos fermentacié esetén ezt a hanyatld fazist
célszerlien még viszonylag nagy p-vel jellemezhetéen hosszabbitjuk meg elvileg végtelen ideig ugy,
hogy azonos sebességgel friss tdpoldatot adagolunk és leerjedt fermentlevet vesziink el (azaz a térfogat
allando). Szintén a hanyatlé fazis meghosszabbitasaként értelmezhetjik a fed batch technikat, amikor

% R.W. LOVITT, J. W. T. WIMPENNY (1981): The Gradostat a Bidirectional Compound Chemostat and its
Application in Microbiological Research, Journal of General Microbiology 127, 261-268.

www.tankonyvtart.hu © Sevella Béla, BME



http://www.tankonyvtart.hu/

4. Fermentacios miveletek és folyamatok 267

allando, valtozd vagy periodikus modon friss tapanyago(ka)t adagolunk a rendszerbe, de fermentlé-
elvétel nem torténik a reaktorbol.

Ezt a technikat egyre elterjedtebben hasznaljak mind a fermentéacios iparban, mind a kutatasban,
olyan esetekben, ahol viszonylag alacsony, de alland6 szintli S-koncentraciot kell fenntartani (éleszto-
fermentécid, glikdzrepresszio, Crabtree-effektus), amikor viszonylag magas, de allandé S-kon-
centraciot kell alkalmazni (citromsav-fermentacid), vagy amikor a prekurzort folyamatosan adagolni
kell (penicillin: fenilecetsav, triptofan: indol), akkor hasznosan alkalmazhato ez a technika.

Valdjaban a tisztan szakaszos fermentécidval napjainkban nem is igen talédlkozhatunk, elég, ha a
mar majd minden technoldgianal alkalmazott pH-szabalyozasra gondolunk (betaplalas van, elvétel
nincs).

A fed batch technikat Ggy is tekinthetjuk, mint a CSTR-ben folytatott kemosztat elvii folytonos
fermentacidnak egy olyan specialis esetét, amelyet valtozo térfogat és csak betaplalas mellett hajtanak
végre. A térfogatvaltozas sebessége egyenld a betaplalasi sebességgel, amely lehet allando, 1d6fiiggo,
folytonos, de akér periddikus fliggvény is:

dv

5 =f0 (4.215)

Definialhato a higitasi sebesség is, amely most valtozo lesz:
D(t) =w (4.216)
Ha X-szel jel6ljiik a rendszerben jelen 1&vo teljes sejttomeget, akkor a mikrobakoncentracié x =
XV, ezért a mikrobakoncentracio valtozasi sebessége
ax X dv

dx dt =~ dt
2A__at dt 4.217
dt V? ( )

Tekintsiik a fenti egyenlet egyszeriibben felirt valtozatat:

O _1dX 1n (4.218)
dt vVdt V
Igaz tovabba, hogy
d(Vv
(th) —u(Vx). (4.219)

A (4.218) ¢és (4.219) egyenlet felhasznalasaval a kovetkezd kifejezést nyerjiikk az x idébeni
valtozasara:
dx 1 1
—=—p(VX)-=D(VX)=(n-D)x, 4.220
i =y H(VX) = D(Vix)=(n-D) (4.220)
ami formalisan egyenld a kemosztatra kapott kifejezéssel. Ertelme azonban mas: itt a mikroba-
koncentracio csokkenését nem a kimosodéas, hanem a valtozo (egyre csokkend) D okozta térfogatnive-
kedés idézi el6. Viszonylag kis betaplalasi sebesség esetén itt is ki fog alakulni egy kvazi-allandosult

allapot: a higitas okozta mikrobakoncentréacié csokkenést a névekedés kompenzélja, u= D.
A szubsztratfogyéasra is felirhatd az anyagmérleg-egyenlet:

ds
dt

Z(Sbe _S)D_i“max >

—X (4.221)
Y K +S
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Természetesen allandosult allapotban dS/dt is zérussal egyenld, igy kifejezhetd a steady state
szubsztrat- koncentrécidja, és mikrobakoncentrécioja:

s__ DK,
Hme —D (4.222, 4.223)
X=Y(Sy -$)

A (4.222) és (4.223) egyenletek megint formalisan azonosak a kemosztat folytonos rendszerre
kapott allandosult allapotot jellemz6 kifejezésekkel. A kifejezések szemmel lathatoan fiiggnek D-t6l,
de D valtozasa igen csekély, igy s gyakorlatilag allandé lesz (kvazi steady state). Az allandésult
allapotot szemléletesen ugy értelmezhetjik, hogy a befolyd friss szubsztrat azonnal atalakul sejtto-

meggeé, azaz X = Y(Sbe —$) szintén 4llando.

A teljes sejttémeg természetesen nd. Tegylik fel, hogy allando betaplalasi sebességet alkalmazunk,
ekkor

Vv t
(L—\tlzféllandéésejdefIdt—>V=V0+ﬂ. (4.224)
0

Vo
Vagyis a lineéaris térfogatndvekedes miatt a sejttémeg
X=VX=VX+f X t=x,+fYS,t (4.225)

szerint az idoben linearisan novekedik.

A fed batch fermentécio képe f = allando betéaplalasi sebesség esetén a 4.62. abran lathat6. Mint
minden fermentacio, ez is szakaszos modon indul, majd egy adott iddpontban kezdddik el a rataplalas.
A fed batch tizemmoddban torténé milkodtetés idejét a reaktortérfogat és az alkalmazott higitas
hatarozza meg. Altalaban indulaskor a Veljes térfogatu rektort (0,5-0,6)Viejes térfogatig toltik fel, majd
a fed batch tizemmaddal (0,7-0,85)Vjjes értékig lehet felmenni.

E mddszerrel tehat a ndvekedési ciklust mintegy meghosszabbitjuk, és igy jobb reaktorkihasznalt-
sagot érhetiink el.

"y allapot p=D

fed batch
ferm. vége
X
] I .
1 I
| | Ay
) : I ¢ Szakaszos ferm.
, : ] = \
' ! ! \
! I I *x
' I | : P
1 : I \ allandésult
] 1
1
|
1

-

Rataplalas indul

4.62. abra: Rataplalasos szakaszos fermentacio képe
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4.4.6.2. Félfolytonos fermentéacid

A félfolytonos fermentacids technika esetében a szakaszos tenyésztés adott idépontjaban a tenyé-
szetbol lefejtenek egy bizonyos térfogathdnyadot, majd a reaktort feltoltik friss tApoldattal az eredeti
térfogatra (4.63. 4bra). Igy szintén jobb reaktorkihasznaltsag és nagyobb produktivitas érhet6 el, mint
az egyszerl szakaszos tenyésztéssel. Szemben a kemosztattal, amely csak szubsztratlimitben izemel-
het, félfolytonos fermentaciot a szakaszos ndvekedés barmely szakaszdban, igy az exponencialis
ndvekedés fazisaban is Uzemeltethetlink, hiszen Xmax €S Xmin €rtéke barhol megvalaszthatd. Feltéve,
hogy Xmax €S Xmin értékek a ndvekedési gérbe exponencialis szakaszaba esnek,

X = Xmin€' Vagy In Xmac uAt, (4.226)
X

min

ahol: A t az egyes lefejtések-adagolasok kozott eltelt id6.
Ha a fermentlé térfogata V, és ennek o hanyadat fejtjiikk le alkalmanként, akkor kifejezheté egy
latsz6lagos higitasi sebesség:

D=V 1_o_ Ohu (4.227)
ALV At X
ni
X

min

A félfolytonos rendszer produktivitasa ennek alapjan:

J=Dux = IHmax (4.228)

max

A félfolytonos rendszer elvileg végtelen ideig fenntarthatd, val6jaban az egyes szakaszokban a
mikrobakat ért kis (véletlen vagy szisztematikus) valtozasok lassan eltorzitjak az egymast kovetd
ciklusokat, ezért néhany ciklus utan célszerii 0j szakaszos tenyészetet inditani.

X/

4.63. abra: Félfolytonos fermentacio képe

4.4.6.3. Ismételt fed batch fermentéacié

A rataplalasos technika oly modon is megvalosithatd, hogy kombinaljuk a benne rejlé eldnydket a
félfolytonos technika elényeivel. Ugyanis ha a rataplalasos szakasz végén a tenyészet bizonyos tér-
fogatat lefejtjlk, a rataplalas Gjra indithato, és elvileg a ciklus végtelenszer ismételhet6. A gyakorlat-
ban természetesen néhanyszoros ismétlést szoktak csak végrehajtani (pl. penicillin fermentécidjanal).
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4.4.7. Vegyes kultarak, mikrobidlis kélcsénhatasok

A 4.19. tdblazatban Osszefoglaltuk a mikrobialis kolcsdnhatasok legfontosabb tipusait a kdzvetett
kolcsonhatasok vonatkozasaban. Ezeket az jellemzi, hogy a kolcsonhatasban részt vevd specieszek
nem érintkeznek egymassal fizikailag, a hatas csak valamilyen kozvetitd anyag vagy annak hianya
kdvetkeztében 1ép fel. Ezzel szemben a 4.20. tablazatban 6sszefoglalt kélcsonhatasok direktek, a
specieszek fizikai kontaktusa altal érvényesiilnek. A mikrobidlis kolesonhatasok jelentésége az
Okoldgiai rendszer(ek) fenntartaséban, illetve a mesterségesen fenntartott kevert tenyészetek, példaul a
biol6giai szennyvizkezelés esetében nyilvanvalo.

A kolcsonhatasok sokféleségébdl csupan a kompeticio és a predacid eseteivel foglalkozunk
részletesebben, illetve specialis esetként a plazmidtartalmi mikrobak versengését targyaljuk. Tudni
kell, hogy az itt targyalt eseteknél a természetben lényegesen Osszetettebbek az eléforduld kdleson-
hatasok. Az itt targyalt esetekben csak két kdlcsdnhato speciesz jelenlétét tételezziik fel.

4.19. tdblazat: Indirekt kolcsdnhatasok

B A Példa A kolcsonhatas leirasa A kolcsonhatas
hatasa hatasa elnevezése
A-ra B-re
0 0 Joghurt Nincs kdlcsonhatas NEUTRALIZMUS
Streptococcus
Lactobacillus
- - Kizaras (crossover), ha Versengeés KOMPETICIO
Ua> U Negativ hatas a tapanyagok
elvételével
- - Toxin/inhibitor termelésével ANTAGONIZMUS
okozott
kolcsdnds negativ hatas
- 0 Antibiotikum termelése Toxin/inhibitor termelésével AMENZALIZMUS
(inhibicié,antibiozis) okozott negativ egyoldal( hatas,
- + Negativ hatas lizist okozo agens ECCRINOLIZIS
termelésével, pozitiv hatéas a
biomassza szolubilizalasaval
+ 0 Kénbaktérium (aerob) Stimulél6 anyag termelése (+) KOMMENZALIZMUS
H,S «— SO, Inhibitor eltavoliitasa (+)
Desulfovibrio(anaerob)
+ + |l. KOMMENZALIZMUS PROTOKOOPERACIO
A ¢és B egyideji jelenléte nem kell
+ + Alga . KOMMENZALIZMUS MUTUALIZMUS
COo,— 0O, + CH A és B egyidejli jelenléte kell
Baktérium
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4.20. tdblazat: Direkt kolcsonhatasok

B hatdsa | A hatasa Példa A kolcsOnhatés leirasa A kolcsbnhatés

A-ra B-re elnevezése

- + Baktérium B A-val taplalkozik PREDACIO
protozoa

- + Baktérium A (B) parazita behatol a gazda (A) PARAZITIZMUS
mikrofag testébe, és annak bioanyagaival endo-, ekto-

taplalkozik
+ + Alga + protozoa A és B fizikai kontaktusban egyutt SZIMBIOZIS
(E)SETLEG Kérédzo + bacik ndvekednek
+ - Térért valo kiizdelem CROWDING

4.4.7.1. Kompeticio

Vito Volterra® olasz matematikus nevéhez fiizédik az els6 olyan modell, amely egymassal versengd
két speciesz ndvekedését irja le zart rendszerben. Ahelyett, hogy e modellel foglalkoznéank, tekintsiink
egy olyan kemosztat folytonos rendszert, amelyben két egymassal versengé torzs egyiitt tenyésztése
torténik. Ekkor az anyagmérlegek a két specieszre rendre a kovetkezoek:

d d
%:_Dxl—’—ul (S)Xl %:_DXZ +“(S)X2 (4.229)

Ha &llandosult allapot létezik, az a ,,békés egymas mellett élés” esete. De hogyan lehetséges ez?
Ha megtekintjik a p-S gorbéket a 4.64. abrén, vilagos, hogy csak akkor lehet allandésult allapot, ha
egy adott szubsztratkoncentracio mellett a fajlagos ndvekedési sebességek ugyanakkordk, azaz ha a
gorbék metszik egymast:

Allandésult allapot
Bekés egymas mellett €les

7 . i “l\\\/—
2 P

Kimosodas

S ¢ &
1 tlﬁ:lnﬁ o 2 talnd
2 kimosodik 1 kimos6dik

4.64. bra: Versengés a szubsztratért két speciesz kdzott

A harmadik &bran S. jeloli ki azt a szubsztratkoncentrécidt, amelynél egyedil lehetséges
allandosult allapot, ekkor a két populacié pontosan egyenlé mértékben szaporodik. A szubsztratra is
felirhatjuk az anyagmérleget, és abbol allandosult allapotban a kdvetkezd sszefiiggések adddnak:

%8 Vito Volterra (1860-1940) olasz matematikus és fizikus, aki a matematikai biologia egyik tttréje volt.
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ds 1 1
—=D(S, -S)——u,x, ——u,x
dt ( 0 ) Ylul 1 Y, H,X,
ha D=D, =p,(S,)=p,(S,), akkor (4.230)
1 1 X, X
D (S,-S.)-—ux, ——u,x, =0 —>S,-S =—"14+-2
c( 0 c) Ylul 1 quz 2 0 "¢ Y, Y,

Ha az allandoésult allapotot jellemzé x;-€t és X,-t az Un. fazissikon abrazoljuk, a 4.65. abran lathatd
képet nyerjilk, amelynek egyenes pontjai megadjak az allandosult allapotban elérheté x;, X
értékparokat. Lathatoan tehat S, értéke nem befolyéasolja S. értékét, de meghatérozza x; és x;
mennyiséget. Ugyanakkor azt is latni kell, hogy végtelen szamu x,;-x, értékpar kialakulhat a fazisabra
pontjainak megfelelden. Hogyan lehet egy kemosztatban végtelen allandosult allapot? Ugy, hogyha az
egyik x-et valamilyen &llapotba mesterségesen kimozditjuk, akkor a masik speciesz mikroba-
koncentracidja is el fog mozdulni, és egy Uj allandésult allapot all be.

X
/ lehetséges X|,2(,

Y, (S-S Akpérok

/

Yz(so'sc)

4.65. dbra: Allandosult allapotok két versengd speciesz esetében

Ha a Monod-modell érvényességét feltételezziik, osszefliggéseket kaphatunk Sc-re és D, értékére:

u > u >
MK +S MK +S
tinS(Kg, +S) =pnS(Kg, +S)  /:S (4.231)
S = My Ky —Hon Ky és D — My Ky —Hon Ky
Cc Cc
Hom = Hym Kq —Kg,

Kétféle mikroba(csoport) versengésére fontos gyakorlati példa az eleveniszapos szennyviztisztitas-
nal a flokkulens, illetve fonalas populéciok kiegyensulyozott egydittélése.

4.4.7.2. Zsakmany (préda)-ragadozd (predator)kdlcsonhatasok (predacid)

Ebben az esetben az egyiittéld két speciesz egyike a masik bekebelezésével taplalkozik (ez a ragadozd
vagy predator), mig a masik a taplalékforrasul szolgalo speciesz, amely valamely nem ¢é16 komponen-
sekbol Osszetett taptalajon novekedik (utobbi a zsakmany vagy préda).

A természetben a predacié a taplaléklancban, a szén-/energiaforras-transzferben jelentds, a
természetes Okologiai rendszerek fenntartasa, a gyorsan ndovekedé specieszek altal a taplalékforrasok
kimeritésének megakadalyozasa nem elképzelhet6 a predacios torténések nélkiil.

Mesterséges rendszerre az eleveniszapos bioldgiai szennyviztisztitds jelent példat: protozoak
taplalkoznak az egyszeriibb szubsztratokat lebontani képes baktériumokkal. Mind a természetes, mind
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a mesterséges Okorendszerekre az jellemzd, hogy allandosult allapot ritkan alakul ki, ehelyett inkabb
bizonyos visszatéro ciklusossag (oszcillacio) jellemzi azokat.

A legegyszeribb matematikai modell, amely leirja a predator és a préda szaporodasanak, illetve
pusztulaséanak dinamikajét, Volterra és Lotka® nevéhez fiizédik. E modell szerint a zsakméany min-
den szubsztrat okozta korlatozas nélkil noévekszik, illetve szaporodik (exponencialisan), ndvekedését
csak a ragadoz6 altal okozott ,,fogydsa” korlatozza, mig a ragadozé ez utobbi ,,fogyas” sebességével
ardnyos modon novekszik, illetve szaporodik, de ugynakkor elsérendii kinetikat kovetve pusztul is.
Tekintsiik ezt az egyszerii kinetikat, legyen n; a zsakmany koncentracidja, a ragadoz6é pedig n,.”° A
fentiek szerint

dn,
—==an, —y.n;n, (4.232)
dt
ahol a y a ragadozd és a zsakmany kozotti ,,uitkozések” hatékonysaganak mér6szama, azaz azt méri,
hogy a bekovetkezd iitkdzések (talalkozasok) koziil milyen gyakran kebelezi is be a ragadozo az
aldozatat.

Lathatdan a ragadozd hidnyaban ennek a differenciadlegyenletnek csak az elsé tagja lenne
érvényes, amely a zsdkmany novekedését hatdrozza meg, és azt semmi nem korlatozna: minden
hataron tal exponencialisan ndvekedne (l&sd eredeti MONOD-modell szubsztratlimit nélkil). A raga-
dozoéra pedig a kovetkez6 differencialegyenlet irhatd fel:

%%lz—bn2+syjhnz, (4.233)

ahol ¢ az effektiv hozam, amellyel a zsdkmanybdl, mint tapanyaghdl, a ragadozé testanyaga lesz. Az
egyenlet elsd tagja a ragadozo6 elsérendii halalozasi sebességét irja le, ahol b a fajlagos elhullasi
sebesség.

A két differencialegyenlet matematikai alakjabol kovetkezik, hogy formalisan létezhet egy —
egyéltalan nem trivialis — allandésult llapot, amikor mindkét speciesz koncentracidjanak valtozasi
sebessége zérus, azaz mennyiségik allando,

b
an,=y.nn, ——n, _2 eynn,=bn, —n, =— (4.234)
Y &y

Felhasznalva ezeket az allanddsult allapotbeli koncentracidkat, egyszerlien dimenziomentessé
tehetdek az eredeti differencidlegyenletek, ha bevezetjiik a kdvetkezoket, azaz a valtozokat allandosult
allapoti koncentréaciéjukra normaljuk:

M _Ny
Y: n, Y, n,.
n, =Yy;Ny N, =Y,Ny (4-235)

dn, dy, dn, dy,
=N — = — M=
dt dt ot dt

Igy a dimenziémentes differencialegyenletek most mar a kovetkezo6 alaktak lesznek:

d d
Aa(t-y,)y. e AL (4.236)

% Alfred James Lotka (1880-1949) amerikai matematikus, fizikus. A jélismert Lotka—\olterra-modellt a két
kutat6 egymastdl fliggetlenil alkotta meg.

0 Itt ugyan koncentraciorol beszéliink, de tekinthetjiik ezeket a mennyiségeket egy adott éléhelyen létezd
egyedek ,,darabszamanak” is.
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Osszuk el a két egyenletet egymassal és szorozzuk meg a(l-y;)/y.-vel, ekkor az alébbi
szimmetrikus és integralhaté differencialegyenletet nyerjik:

ady, ,dy, bdy,  dy

=0, amelynek megoldasa
y, dt dt y, dt dt

alny, —ay, +b.Iny, —b.y, =C illetve (4.237)

b a
v, V(Y
(L[] -

ahol a C integracios allando a kezdeti feltételektdl fiigg. A megoldast fazissikon abrazolva mutatja a

4.66. abra jobb oldala. Az oszcillacid kiilonbozé kezdeti feltételek esetén masutt-masutt valosul meg,

ezt un. ,,lagy oszcillacionak” nevezzik. A fokuszpont a nemreélis allanddsult allapotot reprezentalja.
A 4.66. abra bal oldali diagramjai az id6 fiiggvényében abrazoljak a ragadozo és a préda

crer

szabaly, azaz, hogy el6szor a préda né, majd a ragadozd, amellyel egylitt jar a prédakoncentracio
csokkenese, amit viszont a ragadozd koncentraciojanak csokkenése kovet, s ekkor ismét néni tud a
zsakmany (és ez ismétlodik).

A 4.2. videdfilmen folyamataban kdvethetjiik nyomon lagy oszcillacié esetén a préda és a predator

crer

n, .n,

B e

o T s ..... At r__) — idé

4.2. video: Predacio — lagy oszcillacio
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Integraljuk a zsakmanyra vonatkozo differencialegyenletet egy ciklusra a kovetkezok szerint:

1ay,

y, dt :a(l_yZ)
(4.238)
y:(T)
In yl(0)_aT aJ.y2 t)dt

mivel a periédus hataron y, (T) =Yy, (0), azaz mivel In1=0

T T
lj o (t)dt, illetve visszatérve a dimenzios valtozokra 1 [N, (t)dt=n,
To TH S

azaz a periodikus gorbe integracios atlaga, flggetlenul attol, hogy hogyan néz ki a gorbe, mindig a
nemvalédi allanddsult allapotot adja meg.

Ezért a 4.66. dbran lathatd trajektoriak fokuszpontja a steady state érték. Ez a gondolatmenet
természetesen a masik specieszre, n;-re ugyanigy igaz.

Végezzink el egy gondolatkisérletet: tegylink a rendszerbe egy olyan mérget, amely mindkét
specieszre letalis, és hatasa aranyos a speciesz koncentracidjaval’™ (azaz els6rendii kinetikaju az &ltala
okozott pusztulas), ekkor a kiindulasi differencialegyenleteket ki kell egésziteni egy-egy pusztulést
leird taggal: -oin; €s -oyn. Evvel az ,allandosult allapotok™ értéke is megvaltozik a kovetkezok
szerint:

_bto, o o, 279 (4.239)

ey Y

nls

azaz a méreg hatasara érdekes mddon né a préda, és csokken a ragadozo (predator) steady state kon-
centracioja, illetve a fenti integracios atlag.

Az itt targyalt Lotka—Volterra-modell gyenge pontja az, hogy ragadozé tavollétében exponenciéli-
san novekv6 zsakmanykoncentraciot josol minden hataron tul, azonkivil a ragadozé nem indokolt
pusztuldsa is nehezen magyarazhat6 (sok minden okozhatja, de egyik sincs a modellben figyelembe
véve).

Reélisabb modellt kapunk a MONOD-megkdzelités felhasznélasaval. Tekintsiink ennek meg-
felelden egy kemosztatot (pl. egy eleveniszapos szennyviztisztitot), amelyben a baktériumpréda egy
szerves limitaldé szubsztrat okozta szubsztratlimitben ndvekedik, mig mivel a ragadozé szamara a
préda a limitdlé szubsztrat, arra is a MONOD-modellt alkalmazzuk. (Itt nincs ragadozéhalal!) A
kemosztat anyagmeérleg-egyenletei ekkor:

E: D(So _S)_i“lLSXl
dt Y, K, +S
9%y __px, o PameSXs 1 Mo XX (4.240-4.242)
dt K,+S Y, K,+x,
dx, = -Dx, + Hamax X1 X
dt K, +X,

Ennek a modellnek a megoldéasa is periodikussagot mutat az alabbi abrak tantsaga szerint minden
paraméter tekintetében (X, X, €s S), a fazissikon lathat6 trajektoridk viszont an. kemény oszcillaciét
jelentenek, azaz a kezdeti értéktdl fliggetleniil a rendszer ugyanahhoz az ismétlédéshez érkezik el. (Az

! Talan szemléletesebb, ha a nyul és a roka esetét nézziik. Ha jon a vadasz, aki mindkettSre 16, az eset hasonl6 a
fent vizsgalthoz: a nyulak, tehat a préda szama ndni fog, mig a rokaké csokken.
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abrék a Dictyostelium discoideum mint ragdoz6 és az E. coli mint zsdkmany kolcsonhat6 rendszerét
mutatjak be.

70

0 50 100 180 200 250 300 :

4.67. dbra: A (4.240-4.242) egyenletek megolddsa az idében (szimuldcio): tinao= 0,1 ™ tin2q=0,5 h*
K,=2 g/dm® K,=2 g/dm® Y,=0,17, Y,=0,5, D=0,05 h™* So=5 g/dm®, x1,=8, X0=9.

4

i

/
S Kezdeti érték
hatarciklus

T T 1

xaz 8 ragadozé 0 12
4.68. abra: A szimul&cio abrazolasa fazisdiagramon — kemény oszcillacio
4.4.7.3. Plazmidtartalmu mikrobak tenyésztése és kinetikaja

A mikrobidlis kolcsénhatasok, illetve a versengés specialis esete az, amikor plazmidtartalmd és
plazmidot nem tartalmazd mikrobakat tenyésztiink egyidejtileg.

A genetikailag manipulalt mikroorganizmusok idegenfehérje-termelése a modositott plazmidok
replikécidjanak és a sikeres transzlacionak a kdvetkezménye, s az esetleg igen nagyszamu, idegen
gént hordoz6 plazmid ,tevékenysége”, azaz az idegen fehérje szintézise a gazdasejt ndvekedése
szempontjabol kedvezétlen. E sejtek mintegy nagysulya ,hatizsakot” cipelnek magukkal, ezért
lassabban novekednek, mint a plazmidot nem tartalmazo sejtek, illetve a tapanyagokra (elsésorban a
limital6 szubsztratra) vonatkozé hozamok is kisebbek a plazmidtartalmu sejtek esetén. Ertheté ezért
egyrészt a plazmidvesztés nullanal nagyobb valdszinlisége, masrészt az a tény, hogy egy vegyes
populécidban — amelyben tehat plazmidos és plazmidmentes sejtek egyiitt fordulnak elé — a
plazmidmentes sejtek tulndvik a plazmidtartalmu sejteket. A plazmidtartalomnak a mikroorganizmus
szaporodasa kozben torténd megvaltozdsat plazmidvesztés altal, illetve a genetikai instabilitast
altalaban tobbféle tényez6 okozhatja és ezek egyiittesen is eléfordulnak:
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1. Szegregécios instabilitas:

Az Gn. LCN (low copy number), azaz kis kopiaszdml plazmidok esetében rendszerint specialis
mechanizmus biztositja a plazmidoknak a replikacié utani egyenletes megoszlasat a leanysejtekben.
Az ilyen viselkedésii sejtek altalaban 20 kopiaszam alatti plazmidmennyiséget tartalmaznak.

Ezzel szemben az un. HCN (high copy number), azaz nagy koépiaszamd plazmidok esetén (100,
de akar 800-1000 plazmid is lehet egy sejtben!) a replikdlodott plazmidok megoszlasa az anya- és
lednysejtek kozott véletlenszer( és binomialis eloszlast kovet.

A 4.69. abranak megfeleléen nagy valosziniséggel egyenletesen oszlanak el a plazmidok, de
nullanal nagyobb annak a valoszintsége is, hogy az egyik leanysejtbe nem keriil plazmid.

Ez a valdszinliség a kovetkezo:

p(0) =2.@j€ =20 (4.243)

ahol ¢ az egydttreplikdlédd plazmidegységek szdma (masképpen replikécids egység), amely nem
azonos a plazmidszdmmal.
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4.69. dbra: Plazmideloszlas sejtosztodaskor

Az eddigieket egy szdmpéldaval vilagithatjuk meg.

Tekintsiink egy 40 plazmidegységet tartalmazo sejtet. Annak a valdsziniisége, hogy osztodaskor
plazmidmentes sejt jon létre, p(0) = 2 ** = 1.8*102,

Nézzik most azt az esetet, ha a 40 plazmidnyi DNS fele dimer, 6tdde pedig tetramer alakjaban
van jelen, azaz ilyen az egydtt replikdlédé egységek eloszlasa. Ekkor a 40 monomer plazmid
ekvivalens megfelel 20 monomer ekvivalensbdl all6 10 dimernek, valamint 8 monomer plazmid
ekvivalensnek megfeleld 2 tetramernek, valamint 40—20-8=12 ténylegesen monomer plazmidnak. igy
az egylitt replik&lodo egységek szama 12+10+2=24.

A szegregacié valoszinlisége ekkor p(0) =2 &2 =1.2*107, ami az el6z6 esethez képest
szdzezerszeres szegregaciogyakorisag-novekedést jelent.

Végul tekintslk azt az esetet, amikor az atlagosan 40 plazmidot tartalmazd populécidé olyan
Osszetételll, hogy a sejtek felében csak 10 kopia van jelen, mig a masik felében 70. Ekkor a
szegregacio valosziniisége a kovetkezo:

p(0) = 0.5*p(0)15+0.5*p(0)70 =0.5%2 *10 4+0,5*2 (170 =9 8*10*+8.5*10%* ~9.8*10™.

Az utdbbi eset értelmében csak az alacsonyabb kdpiaszamu sejtek fogjak meghatarozni a plazmid-
szegregacid gyakorisagat.

2. Strukturalis plazmid instabilitas:
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El6fordulhat, hogy a plazmidon kodolt markerek, példaul az antibiotikum-rezisztencia génje sejten
bellli rekombindcidval integralddik a gazdasejt kromoszomalis DNS-ébe, ugyanakkor esetleg a
plazmidon toérténé mutacidé miatt a fehérjetermelés képessége megsziinhet. A marker tehat megvan,
ugy tlinik, hogy pl. antibiotikumadagolassal — azaz a szelekcidés nyomas fenntartasaval — csak a
plazmidhordozok fognak szaporodni, pedig mivel a fehérjét nem termeld sejtek megszabadultak a
metabolikus ,,hatizsaktol”, nagyobb fajlagos ndvekedési sebességik miatt éppen az ilyen rekom-
binansok fognak felhalmozodni a tenyészetben. A sejten belili rekombinécid, és a plazmidmutacid
egydtt, de kullon-kiilon is az idegen fehérjét nem termel6k feldisulasahoz vezethet.

3. Gazdasejt mutaciok is okozhatjak az idegen fehérjetermelés képességének a megsziinését. Ha
példaul a fehérjeszintézis a Lac promoterhez kotott, abban az esetben, ha a Lac promoter mutaciot
szenved Ugy, hogy a sejt nem rendelkezik ezutan lakt6z permeazzal, akkor a sejt nem lesz képes az
induktor lakt6z felvételére és nem lesz képes a fehérjetermelés beinditasara.

4. Végiil kiilon is meg kell emliteni a gyorsabban szaporodo, tehat idegen fehérjét nem termeld
sejteknek a fajlagos novekedési sebességek kiilonboz6ségébdl eredd tulndvését. Ez a negyedik hatas
tulajdonképpen az el6z6 haromnak is mindig kovetkezménye.

A plazmidstabilitdas befolyasolasa molekuléris biolégiai és engineering (azaz a tenyésztésssel
kapcsolatos) modszerekkel is lehetséges.

— Nagy erbfeszitéseket tesznek egyrészt, hogy noveljék a plazmid kopiaszamot (50 felett
altalaban stabilnak mondhato, E. coli-nal a legjobb eredményeket 25-250 nagysagu kopiaszam
esetén érték el). A szegregacios plazmidvesztés valdszinlisége a gazdasejtekben eléforduld
természetes plazmidok esetében rendszerint kisebb mint 107, de a rekombinans plazmidok
esetében akéar 10°-10" nagysagu is lehet, ami mar komoly szegregaci6s instabilitast okozhat.
Amint a fenti szdmpélda bizonyitja, az egyiitt replikal6dd egységek szamanak csokkentése is jo
modszer ennek a valosziniiségnek a csokkentésére, erre vonatkozd eredmények is vannak.

— Masrészt a promoter erdsségének fokozdsara — amely a ferhérjetermelés nagysagat meg-
hatarozo masik tényez6 — tesznek eréfeszitéseket. Leggyakrabban az IPTG-vel (izo-propil-3-D-
tiogalaktozid) indukalhaté Lac promotert, illetve a hdmérséklet-emeléssel (30-rél 42 °C-ra)
indukalhat6 Ap_ promotert alkalmazzak.

— Kis Iéptékben szokasos az allando6 szelekcids nyomas fenntartasa, azaz antibiotikum adagolasa
a plazmidtartalmd sejtek szaporodasanak fenntartdsara. Ez azonban nyilvanvaléan nem
alkalmazhat6 nagy Iéptékben, hiszen az antibiotikum-rezisztencia az antibiotikum lebontasanak
képessegét jelenti, igy allanddéan kellene adagolni a draga antibiotikumot.

— A plazmidra egy olyan, a mikrobamuikddés szempontjabol fontos vegyiilet termeléséért felelds
gént épitenek, amelyet eldzéleg kiiktattak a kromoszomarél. igy csak a plazmidtartalmii sejtek
lesznek életképesek, a plazmidmentesek elpusztulnak. Ezt a modszert a kromoszoma-mutécid
komplementalasanak nevezzik.

— A kisebb plazmidok stabilabbak, az egyiittreplikalodd plazmidszdm csokkentése szintén
csokkenti a szegregacios instabilitést.

— Ugynevezett runaway replikacios plazmidok alkalmazasa esetén példaul az E. coli csak egy
plazmidképiat tartalmaz a szaporodasi fazisban, ilyenkor nincs metabolikus megterhelés. Ha
mar magas a mikrobaszam, indukciot alkalmaznak, de nemcsak a fehérjetermeld génre, hanem
a plazmidreplikéciét elinditora is. Ekkor egy gyors kdpiaszdm-novekedés indul meg, akéar 800-
as kopiaszam is kialakulhat.

— Szintén genetikai mddszerrel a fenti, 4. pontban leirt fajlagos novekedési sebességkiilonbség is
eliminalhat6. Készithetd olyan mutans, amelyben ha nincs plazmid, kisebb lesz a fajlagos
novekedési sebesség, mintha lenne, és ennek kdvetkeztében a plazmidvesztett sejtek nemhogy
nem tudjak tulnoni a plazmidhordozokat, hanem éppen forditva torténik.
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— Kihasznalhat6 a tobblépcsds kemosztat tenyésztési technika, illetve a kétfazist szakaszos
fermentécid technikaja is. Utdbbi példaul a Ap._ promoter esetén azt jelenti, hogy az E. coli-t 30
°C-on tenyésztjik (esetleg antibiotikum jelenlétében) az exponencialis fazis végéig, illetve a
hanyatlo fazis kozepéig, majd megemeljiik a homérsékletet 42 °C-ra. Ekkor a szaporodas
gyakorlatilag leall (lelassul), és a fehérjetermelés elkezdédik. Nyilvanvalo, hogy amig a
promoter nem miikodik, azaz a kisebb homérsékleten, addig nincs metabolikus megterhelés, s
igy noha keletkezhetnek plazmidvesztett sejtek, de nem tudjak talnéni a plazmidhordozokat.
Az itt felsoroltak csupan néhany lehetéséget emlitenek, valGjaban igen sok maddszerrel
probélkoznak (probéalkoztak) e kérdés megoldaséra.’

A plazmidtartalmu sejtek tenyésztésének kinetikai megvilagitdsdhoz induljunk ki abbdl, hogy
annak a valészintisége, hogy a plazmidhordozd sejtekbdl (jeldljiik mennyiségiket X*-szal) plazmid-
mentes jon létre: p. Ekkor N, db sejt osztodasakor No(1-p) plazmidos és No(p) plazmidmentes sejt
szlletik.

Az egyes sejtfajtak szdmanak alakulasat az egymast kovetd generaciok soran az aldbbi séma
szemlélteti:

1. generacio No + No(1-p) = 2No-Nop =Ny(2-p)
anya leany
2. generaci6  No(2-p) + No(2-p)(1-p) = No(2-p)°

n. generacidé  Ny(2-p)"

E séma a plazmidhordozokra vonatkozik, de ne felejtsik el, hogy kdzben a plazmidmentes sejtek
is szaporodnak (s6t gyorsabban, mint a plazmidosok). A teljes populacio leirasa csak egy eléggé
bonyolult rekurziv formulaval végezhet6 el, amely mindig tartalmazza az n-edik és (n-1)-edik
generacio jellemzoit is, ezért evvel a fajta leirdssal nem foglalkozunk tovabb, helyette eddigi kinetikai
leirasainkhoz is kozelebb &ll6 modon irjuk le a rendszert az IMANAKA és AIBA (1981) altal felirt
modellel. Kinetikai leirasuk alapfeltevése a limitacio nélkili ndvekedés (korlatozatlanul kiegyen-
stlyozott ndvekedés), és hogy a sejttdmeg aranyos a sejtszammal.

A pozitiv (azaz plazmidokat hordoz6) sejtek ndvekedési sebessége:

ax*
dt

=(1-p)u'X’ (4.244)

A negativ (plazmidot nem hordoz6) sejtek ndvekedési sebessége:

_d;i_ X X (4.245)

Ha a p és u* allandok, a (4.244) egyenletet integralni lehet és behelyettesiteni a (4.245)-be. Az
ekkor kapott elsorendii linearis differencialegyenlet is megoldhato.

2 Arr6l nem is beszélve, hogy az egész probléma eliminalédik, ha olyan rendszert hasznalunk, amelynél az
idegen fehérje termelése nem plazmidon, hanem a gazdasejt kromoszémalis DNS-én kddolt. Ilyen és egyéb
megfontonlasok miatt terjedt példaul el a Pichia pastoris gazdasejtrendszer.
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X" = Xgexp[(l— p)wt]
% X = pu*Xgexp[(l— D)Wt]

y +ay +Bt) =0 y=Ce™ + afB e™ (4.246)

ha B(t)=Ae® ekkor a megoldas
X = @_F:;%{exp[(l— p)u't]- exp(p’t)} +Xqexp(ut)

Az X'= és az X = egyenletek tehat a kétféle mikroba szaporodasat irjak le. Val6jaban minket a
plazmidhordozok részardnya érdekel a teljes populécioban, ezért vezessik be ezt a mennyiséget az
alabbi definicio értelmében:

o XX (4.247)
X"+ X X

Ha ebbe behelyettesitjik a fenti egyenleteket, majd némileg atalakitjuk, a kovetkez6 bonyolult
formulét nyerjik a plazmidhordozok hanyadara:

exp| (1-p)u't]
exp[(l— p)}ft] + a_p';’i:_u{exp[(l— p)u*t] - exp(u‘t)} + ig exp(u't)

f= (4.248)

A tenyésztés soran keletkezett generaciok szama, n=p't/In2 felhasznalasaval (mert hiszen
szubsztratlimit-mentes exponencialis novekedést tételeztink fel), ha bevezetjuk az o=p/u’
jelzészamot, amely méri a plazmidhordozd sejteknek a metabolikus megterhelését, a fenti
Osszefuiggésnek egy hasznalhatébb formajat nyerhetjik, amely

a generaciok szamanak,
a plazmidvesztés valoszintiségének és
a metabolikus megterhelésnek

a fiiggvényében mutatja a plazmidhordozo sejhanyad alakulasat a tenyésztési ido valtozasaban.

f l-a-p
1-o- p(2'”(1‘°“p))

(4.249)

Gondoljuk &t, hogy egy tipikus ipari tenyésztés soran hany Uj generécié sziiletik, azaz legalabb
hé&ny generacion &t kellene fenntartani a plazmidhordozdknak a talsulyat a rendszerben.
A szokasos tenyésztési [épcsoket tekintsiik az alabbiak szerint:

1. ferde agaros tenyészet

2. 250-300 ml-es razott lombikos tenyészet
3. 10-25 literes laborfermentoros tenyésztés
4. 300-3000 literes kisérleti tizemi lépték

5. termelé-tenyészté 1épték 10-100 m°.

Ha 3% inokulalast, azaz 33-szoros lépcsénkénti ndvekedést feltételeziink, 2"= 33, ahonnan n=5.
Tehat 1épcsonként 5 generacidval, dsszesen 25 generacioval kell szamolnunk. (Jegyezziik meg, hogy
nem ez a szokésos inokulumarany-megadas, az inkabb a térfogati ardnyra vonatkozik, a 3% a kdznapi
szOhasznélatban azt jelent, hogy 100 litert harom liter oltéanyaggal oltunk!)
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Ez a 25 generacio jelenti tehat a minimalis plazmidstabilitasi kovetelményt. A fenti egyenletnek a
megoldasait szemléltettiik a kdvetkezd két abran.

p=0,01
1
i
0,5
0 :
w
25 %&
33 gen. alatt eltitnnek a + sejtek!

4.70. bra: Plazmidhordozok hanyada a generéciok szaméanak fliggvényében

T T

1.1 |

Q’Qab ilis tartomany -

p=0,1 | Mi lesz 25 gen. alaft?

0.04

01

bs|

4.71. abra. Plazmidos sejtek hanyadanak valtozasa a fliggvényében

A 4.70. abran feltuntettlk a tipikus tartomanyt az a-ra, azaz az 1-2 tartomanyt, amely jellemz6 a
plazmidok okozta metabolikus teher mértékére. Egy atlagosnak mondhaté a=1,4-nél 33 generacio
alatt teljesen kimosddnak a plazmidhordozék.

A masodik szimulaci6 szerint (4.71. abra) 25 generacio alatt [ényegében barmilyen p valosziniiség
mellett eltiinnek a rendszerbdl a plazmidhordozok.

_ Vizsgaljunk meg most egy kemosztat rendszert, amelyben plazmidtartalmd sejteket tenyésztink.
Irjuk fel az anyagmeérleg-egyenleteket a plazmidos és plazmid nélkuli sejtekre:
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dx*
:—DX++ 1_ +X
" (1-pu
dx eyt e
F:—DX +pp X"+ X (4.250)

dX dX* dX®
dt  dt dt

Ha a kemosztat X-re allanddsult allapotban van, akkor az utobbi egyenletet 0-va téve a kovetkezo
0Osszefliggést nyerjik:

WX +p X =D(X" +X"), ahonnan
(4.251)
(X +aX ) =D(X"+X")

Ha nincs kulonbség a plazmidos és plazmidot nem tartalmazo sejtek fajlagos ndvekedési
sebessegei kozott, azaz a=1 (csalas a javukra!), akkor p+=D, és ekkor a két kiindulési egyenletbe
visszahelyettesitve egy kifejezést kaphatunk a kétféle sejt novekedésének idébeli fliggvényére:

X" =X; exp(pDt),

(4.252)
X =X; +X; (1—exp(—pDt))
azaz a plazmidhordozok koncentracidja az idében exponencidlisan csokken, mig a negativ sejtek
koncentracidja no.
Ha az a=1, akkor a (4.250) egyenletek numerikus megoldasaval juthatunk eredeményre, de
nyilvanval6, hogy ekkor még gyorsabb lesz a plazmidtartalmiiak kimosodasa rendszeriinkbol.

A fermentacids rendszerek matematikai modellezésével foglalkozo fejezetiink végén ellenérizd
megszerzett tudasodat a kovetkez6 feladatokkal, onellenérzéssel: 4.9. animéacio és 4.10. animacio.

4.10. animdcié: Onellendrzés: mikrobidlis kdlcsdnhatasok
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4.5. Fermentacios rendszerek levegéellatasa
45.1. Bevezetés, az oxigén szerepe

Ismert, hogy az élovilag organizmusai az életmikddésiikhoz elengedhetetleniil sziikséges kémiai
energiat igen valtozatos Uton-modon allithatjak el6. A metabolizmus soran felhasznalhato kémiai
energia szervetlen vagy szerves vegylletek mint energiaforrasok oxidécidja sordn szabadul fel. llyen
értelemben RESPIRACIONAK (egyelére keriiljiik ennek magyar megfeleldjét, a 1égzés kifejezést)
nevezzilk azokat az energiatermelés céljabol végbemend anyagcsere-folyamatokat, amelyekben
valamely szerves vagy szervetlen vegyiiletet az organizmus szervetlen vegyllet segitségével oxidal.

Ha az oxidalé 4gens nem oxigén, e folyamatokat ANAEROB RESPIRACIONAK nevezziik, ha
viszont oxigén, akkor AEROB RESPIRACIOROL (s ezt fogjuk a kovetkezOkben 1égzésnek nevezni)
beszélunk.

A 4.21. tablazatban néhany anaerob, illetve aerob respiraciot végz6 mikroorganizmus respiraciojat
jellemezziik. A *-gal megjeldltek példak az anaerob respiraciora.

4.21. téblazat: A respiracio fajtai

Energiaforras Oxidans Respiracio |Példa
(redukalé=oxidalodo (Terminalis termékei
szubsztrat) elektronakceptor)
H, 0, H,O Hidrogénbaktériumok
*H, SO~ H,0+S* Desulfovibrio
NH; 0, NO, + H,0 Nitrifikalo baktériumok
NO, 0, NO;+H,0 Nitrifikalo baktériumok
*Szerves vegyiletek NOs N,+CO, Denitrifikalok
Fe** 0, Fe¥* Ferrobacillus
S 0, SO,+H,0 Thiobacillus
Szerves vegyiiletek 0, CO,+H,0 Legtobb mikroba, ndvényi és
és allati szervezetek

Nagyon sok ipari fermentécios technologidban olyan mikrobakat alkalmaznak, amelyek aerob
respiracio, 1égzés utjan szerves anyaghol fedezik energiasziiksegletiiket, azonban ne felejtsik el, hogy
pl. az aerob Ferrobacillus, Thiobacillus csoport banyéaszatban torténé felhasznalasa mar nagy
1éptékben is megvalosult, valamint rendkiviil sok jelentés anaerob fermentacios technoldga is van.

Vizsgaljuk meg, hogy az aerob respiracio esetén mi az oxigén szerepe, ¢s mivel jellemezhetd a
mikroorganizmusok oxigénigenye: tanulmanyozzuk az aerob mikroorganizmusok energiafelszaba-
ditdsanak biokémiai Gtjat!

Ennek vazlatos dsszefoglalasa szerepel a 3.47., a 4.14. és 4.16. abrakon. Latjuk, hogy az energia-
termelés szempontajabol az Embden—Meyerhof-ut (3.47. abra) szerepe csupan az, hogy eldallitja a
citratkoér altal ,,feldolgozhat6” piruvatot (6 C-atomos cukorbdl 3 C-atomos vegyiiletet), mikdzben
csupan minimalis felhasznalhatd energia szabadul fel: gliikozmoélonként 2 ATP. Ez az, ami lehetové
teszi bizonyos mikrobak anaerob korilmények kdzotti anyagcsere-tevékenységét: példaul a Saccha-
romyces cerevisiae (pékéleszt6) gliikoz C-energia forrason levegé jelenléte nélkiil is novekedni képes
alkoholos erjedés kdzben. Ezt az anaerob anyagcserét kiilonboztessiik meg élesen a fentiekben érintett
anaerob respiraciotol!

Tovabbmenve, maganak a citratkdrnek (4.14. abra) a szerepe is kozvetett az energianyerés
szempontjabdl. Ebben torténik meg az ,.elektronhordozé” H-atomok levalasztasa a C-forrasrol,
valamint itt képzédik a végtermék CO, f6 tomege. A NAD" és FAD" koszubsztratokhoz kapcsolt H-
atomok azutan végul is a terminalis oxidéacié (légzési lanc, 4.16. &bra) sorén ,taldlkoznak” a
molekuléris oxigénnel, amely azokat vizze, a 1égzés maésik végtermékévé oxidalja (ez a biologiai
durranogaz reakcioja). A terminalis oxidacio lenyegében elektrontranszportlanc, a H elektronja sok-
lépéses, enzimek katalizalta folyamatban adddik &t a molekularis oxigénre. Energetikailag ez egy
hegyrdl a volgybe iranyuld elektronaramlast jelent, amelynek soran harom enzimkatalizalta 1épésnél is
akkora a szabadenergia-valtozas, amely elegendd egy-egy ATP-molekula szintéziséhez. Az oxigén
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tehat nem kozvetlenil reagal az energiaforrassal, csupan végsé elektronakceptor, és a metabolizmus
soran keletkez6 CO, oxigénje nem a molekularis oxigénbdl szarmazik (e gyakori tévedés az eredd
reakcioegyenlet egyszeriisitésébdl szarmazik), a molekularis oxigén a masik végtermékben, a vizben
jelenik meg.

Igen vazlatosan a fentiek jelentik tehat az iparilag tenyésztett mikrobak tobbségének energia-
felszabaditasi mechanizmusat, és jeldlik ki ebben a mechanizmusban a 1égzés, a molekularis oxigén
szerepét. Arra a kérdésre tehat, hogy mi az oxigen szerepe az aerob mikrobéak élettevékenységében, a
rovid valasz: energiatermelés, végs6 elektronakceptor. A kép dsszefoglalo attekintése céljabdl nézzik
meg a 4.5. animécidt.

Ne felejtsiik el azonban, hogy a kép nem ilyen egyszerli. Egyrészt vannak olyan biokémiai
folyamatok, amelyek sordn direkt mddon oxigénbeépilés torténik, méasrészt funkcionalnak olyan
alternativ 1égzési lancok, amelyek soran nem képzédik ATP. Az elsé esetre példat mutat a 3.1. abran
lathatd triptofan- lebontasi reakcio, amelyhez hasonld reakcidkat a kiilonb6z6 oxidazok, oxigenazok,
illetve dioxigendzok katalizlnak. A masodik esetre az Aspergillus niger gombaval végzett citromsav-
fermentacio soran miikodo alternativ 1égzés a példa, amely oxigénfelvétellel jar, ugyanakkor nem
képzddik raktarozott energia.

Hangsulyozni kell azonban, hogy ha 1égzésrdl, oxigénigényrdl beszéliink, akkor leggyakrabban az
energiatermelésre kell gondolni, a direkt beépiilés elhanyagolhaté mértéki, az alternativ 1égzés pedig
igen specialis eset.

45.2. Mikroorganizmusok oxigénigénye

Aerob mikroorganizmusok tenyésztése kétféle modon torténhet: fellleti, ill. Un. szubmerz tenyésztési
korilmények kozott. Az utdbbirdl tudnunk kell, hogy lehetéségének felfedezése, vagyis az a ta-
pasztalat, hogy a mikroorganizmusok tapoldatok belsejében is ndvekedhetnek (innen az elnevezés:
szubmerz = bemeritett), teremtette meg a nagy léptékli fermentacios ipar lehet6ségét. Mindkét
tenyésztési moéd esetén a mikroba a tapkozegben oldott oxigént veszi fel és hasznositja. Az oxigén,
mint a bevezetében lattuk, 1ényegében szintén enzimes folyamatok eredményeként tolti be elektron-
akceptor szerepét, tehat elfogadhaté az a megallapitas, hogy ugyanugy szubsztratja a ndvekedésnek,
ugyanolyan hatasa van a fajlagos ndvekedési sebességre, mint az egyéb tapanyagoknak.
A mikrobak oxigénigényét két médon lehet megadni:

1. légzési sebesség = % [ mmol O,/dm3-h], [kg O,/m*h] (4.253)

2. fajlagos légzési sebesség [ h™] (4.254)

Mindkét definicid igényt, mégpedig kielégitett igenyt, valdsagos 1égzési sebességet jelent. Mivel
az oxigén a ndvekedés szubsztratja, felirhatjuk, hogyha egyediili limital6d tényezdje a ndvekedésnek,
akkor a novekedési sebesség

dx c

7 = Mmax

dt Ko, +C

X, (4.255)

ahol ¢ az oldott oxigén koncentraciojat jelenti, és [mg-dm® vagy mmol-dm™®] a szokasos hasznélt
mértékegységei.
Az oxigénre vonatkozé ered6 hozam definicio szerint

AX
Yo=—omj, 4.256
0= A (4.256)
amelynek bevezetésével a légzési sebesséq is felirhato:
de _id_x__i“m#x (4.257)

At Yode Y, ™K, +c
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Ezt a mikrobakoncentracidval elosztva a fajlagos légzési sebességet — a masik oxigenigény-
jellemz6t — kapjuk:

_lde 1 c

=e__-, £ 4.258
xdt Y, Himex Ko, +C ( )

Q

Ha a (4.258) egyenletet grafikusan abrazoljuk, a 4.72. dbrat nyerjiik. Ez egy derékszogli hiper-

bola, amelynek aszimptotaja, p, ., /Y, , értelemszeriien a maximalis fajlagos 1égzési sebességet jelenti.

A (4.258) egyenlet és a 4.72. &bra elemzése, diszkusszidja hasonl6 ahhoz az eljarashoz, amelyet a
novekedés Monod szerinti kinetikai leirdsanal kovettink. (4.6.—4.8. dbrak).
Ha C >>Ko,, akkor a nevez6ben elhanyagolhato C-hez képest, és ezéert

Q=Qp- (4.259)

Ez masként megfogalmazva azt jelenti, hogy gyakorlatilag (elméletileg nem!) létezik egy Cy.
kritikus oldottoxigén koncentracio, amely felett a mikroba Iégzési enzimrendszere telitett az oxigénre
nézve, amely felett a fajlagos légzési sebeség maximalis és nem fligg az oldott oxigénkoncentra-
cigjatol.

Ha C<<Ko; (az origo kozelében), akkor C elhanyagolhatd Ko, mellett, és igy a

c

4.260
K (4.260)

Q=Quu

2

Osszefliggést nyerjuk, amely azt jelzi, hogy kis oldottoxigén koncentraciok esetén a 1égzés lineérisan
flgg az oldottoxigén koncentracidjatdl. E két széls6 tartomany kozott atmeneti ,reakcidrend”
érvényesul.

A 4.72. 4brébdl azt is lathatjuk, hogy Ko,, az oxigén szubsztrattelitési allanddja, szamértékileg
megegyezik a Qmax/2 értékhez tartozé oldottoxigén koncentracioval.

Q Qmax:l'lmax/Y O

nulladrendii
kinetika

elsorendii
kinetika

4.72. bra: A fajlagos légzési sebesseg fliggése az oldottoxigén koncentrécidjatol

A (4.256) definicidegyenlet szerinti oxigénhozam nem valddi allando, maga is fliggvénye a
novekedési sebességnek (Y,s-hez hasonléan). E figgvény az alabbi:

1 1 . M (4.261)

Yo - nggx u
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Ez az 0Osszefliggés nem tartalmaz beépulési tagot, pedig tudjuk, hogy vannak direkt
oxigénbeéplilési reakciok is. Ezeknek a hozzajarulasa azonban a teljes oxigenfogyasztashoz igen
kicsiny, ezért a beépiilésre jellemz6 tag elhagyasa jogos.

A fentiek alapjan tehat az oxigénigénnyel, 1égzéssel kapcsolatban eléforduld legfontosabb
kinetikai, illetve technologiai paraméterek a kovetkezok:

umax  — fajlagos novekedesi sebesség

Yo — eredd oxigénhozam (az elnevezés kissé zavard, hiszen itt nem oxigén-el6allitasrol van szo);
jobb az oxigénre vonatkozoé ered6 hozam kifejezés)

Mo — az oxigénre vonatkozo fajlagos fenntartési koefficiens [g O,/g sejt-h]

max LT - s 7
Yoc; — maximalis oxigénre vonatkozo hozam

Qmax  — Maximalis fajlagos oxigénigény vagy maximalis fajlagos 1égzési sebesség
Koz  —oxigénre vonatkozo szubsztrattelitési allandé (Monod-modell)
Cur — kritikus oldottoxigén koncentracio

Hogy e mennyiségek nagysagarol fogalmat alkossunk, tekintsiik meg a soron kovetkezd 4.21—
4.24. tablazatokat, amelyekben valodi fermentaciok esetén mert értékeket tiintettiik fel. Az adatok
hasznalhatosagahoz tudni kell, hogy ezek konkrét példak, amelyekbdl csak a nagysagrendek és a
tablazatokbol lathato tendencidk altalanosithatoak:

— Valamennyi paraméter értéke fiigg a mikrobafajtatol, az alkalmazott C-forrastol (ezzel
kapcsolatban lasd a szt6hiometriai 4.3. fejezetet is), a tenyésztési koriilményektdl (szakaszos,
folytonos, N-forras, hémérséklet stb.).

— lgen kifejezett mg és Ko, hdmérséklettdl valo fliggése.

— Cy értéke valdgjaban igen kicsiny a fermentlevekben szokdsos (konnyen elérhetd) oxigén-
koncentraciohoz képest, tehat altalaban mar 0,1-1 mg/dm® oldottoxigén-szint biztonsaggal
garantélja a légzési enzimrendszer telitettségét, vagyis a maximalis Iégzésintenzitast.

A fentiekben az oxigénigénynek (Q) csupan az oldottoxigén koncentraciojatol valo fliggését
vizsgaltuk meg. Hangsulyozzuk, hogy Qmax maga is valtozo, fligg az egyéb tenyész«ési koriilményektdl
is, s ennek megfeleléen szakaszos fermentacio soran a fermentacios id6 elérehaladtaval valtozik. Jol
szemlélteti ezt a 4.73. abra, amelyen tobb kiilonb6zé fermentacido soran mért fajlagos 1égzési sebes-
ségeket tintettink fel.

E kilonbségek és valtozasok itt elsésorban a mikroba- és a C-forras valtozésaibol, valamint az
egyeb tapanyagok, fizikai paraméterek, illetve a tenyészet fizioldgiai allapotanak (amely szintén a
kornyezeti tényezok fliggvénye, de fligg a tenyészet koratdl is) a valtozasaibol kdvetkeznek. Az abra
valtozasai tipikusak, egy szakaszos fermentaci6 soran a fajlagos 1égzési sebesség eldszor mindig nd,
majd egy maximum elérése utan a fermentacié végére ismét lecsokken.

A 4.25. tablazatban dsszehasonlitottuk a glik6znak mint C-/energiaforrasnak és az oldott oxigén-
nek a tapoldatban hozzaférhetd koncentracioit, illetve a rajuk vonatkozo kritikus koncentraciokat és
ezen szubsztratok fajlagos felhasznalasi sebességeit egy feltételezett pékéleszt6-tenyészetben, amely-
ben mintegy 1 g/dm?® éleszt6tdmeg van. Lathatéan, mig a gliikoz rendelkezésére 41l koncentracioja
négy nagysagrenddel nagyobb, mint az oldott oxigéné, addig a fajlagos felhasznalési sebességeik
azonos nagysagrendiiek. Ezek az adatok azt bizonyitjak, hogy szikséges az oxigén folyamatos utan-
potlasa, hiszen a megadott felhasznalasi sebességek gliikoz esetén mintegy 17 orara elegendé gliikozt
jelentenek, mig az oldott oxigénszint, ha nem potoljuk levegdztetéssel, kevesebb mint 2 perc alatt
zérusra csokkenne.

Ez az egyszerli gondolatmenet bizonyitd erejii arra nézve, hogy a vizben csekély mértékben
old6dé oxigén kulonleges helyet foglal el és kivétel a szubsztratok soraban: meg szakaszos tenyésztés
esetén is folyamatosan adagolni kell. Ezt a folyamatos betapléalast nevezzik levegéztetésnek, amellyel
kapcsolatos oxiganatadasi miiveletekkel foglalkozunk az alabbiakban részletesen.
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4.21. tablazat: Y, eredd oxigénhozam és m, fenntartési koefficiens értékek (N-forras: NHy)

MIKROBA Tenyésztési C-forras Yo Mo
maod [C-mol mikroba/ [mol O,/
mol O,] C-mol mikroba-h]
Methylococcus sp | folytonos 42 °C metanol 0,39 0,08
Candida lipolitica | szakaszos 18 °C n-alkan 0,71 0,03
21°C n-alkan 0,71 0,06
27°C n-alkan 0,70 0,11
30°C n-alkan 0,69 0,14
Candida utilis folytonos 30 °C etanol 1,04 0,01
folytonos 30 °C glikoz 2,04 0,02
E. coli szakaszos 20 °C glicerin 1,92 0,003
folytonos 37 °C ecetsav 1,20 0,31
Penicillium folytonos 25 °C gliukoz 1,64 0,02
chrysogenum
Klebsiella folytonos 30 °C glikoéz 1,79 0,03
aerogenes

4.22. tablazat: Néhany kisérletileg tapasztalt Yo érték

MIKROBA Szubsztrat Yo [9:g1]
Aerobacter aerogenes malt6z 15

fruktoz 1,46

glikoz 1,11
Candida utilis gliukoz 1,32

acetat 0,70
Pseudomonas fluorescens etanol 0,42
Methylomonas sp. metanol 0,53
Saccharomyces cerevisiae gliukoz 0,97
Penicillium chrysogenum glikoéz 1,35

4.23. tblazat: Néhany kisérletileg észlelt kritikus oldottoxigén-koncentracié (Cy,)
s Qnmax érték (C-forras: gliukdz)

MIKROBA Hoémérséklet Chritikus Qrmax
°C mmol/dm®*  mg/dm® mmol/g.h

Aspergillus oryzae 30 0,02 0,64 -

E. coli 37 0,008 0,256 5-8

Penicillium 24 0,022 0,704 20-30

chrysogenum

Saccharomyces 30 0,004 0,128 10-15

cerevisiae
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4.24. tablazat: Oxigén-szubsztrattelitési allandok néhany mikroorganizmusra

MIKROBA Hé6fok Koz Koz

°C umol/dm® mg/dm?®
Acetobacter 19,2 0,002 6,4-10°
suboxydans
Bacillus megatherium | 19,2 0,060 1,92-10°
Bacillus megatherium | 21,2 0,090 2,88-10°
Bacillus megatherium | 32,2 0,277 8,86-10°
E. coli 19,2 0,002 6,4- 10°
Serratia marcescens 18,8 0,004 1,28-10"

4.25. téblazat: A glikdz és oxigén mint szubsztratok dsszehasonlitasa
(Saccharomyces cerevisiae, 1 g/dm?®)

Glikoz Oxigén
Koncentracid a fermentlében 1% ~10* mg/dm® 7 mg/dm®
Kritikus koncentracié 50 mg/dm? 0,7 mg/dm®
Fajlagos felhasznalasi
sebesség 580 mg/g.h 208 mg/g.h
mmol/gh W fajlagos légzésisebesség
A, OXITETRACTKLIN
L /
[ = ‘ ‘
"\,
S5 Seppatia marcescens -
STREPTOMICIN
4 =
| |
3 =
——l~0._ %
ju ELESZTG ‘
2 B 55‘»‘5' !
/ u .. %i
\
STREPTOMICIN \
1= razott lombik b .N.\ ENIETELIN
g w?\ g
PENICI . ‘-n@_ o
\.\ rizottlombik ‘o, —
3 3 3 g !' 3 o'%‘m
1 5 10 50 100

ferm.idé (h)

4.73. dbra: Néhany ipari fermentéacié fajlagos oxigénigénye

A tanultak elmélyitése céljabol oldjuk meg a 4.11. animéacioban megfogalmazott feladatot.
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)
|

4.11. animacié: Onellenérzés: fajlagos l1égzési sebesség

45.3. Az oxigénabszorpcid és -felhasznalas alapdsszefliggései

Az oxigénnek a tapoldatba, illetve a fermentlébe torténd anyagatadasi folyamatat, valamint a mikrobak
altal torténd felvételét alapvetéen meghatarozza a molekularis oxigénnek bizonyos nem vagy csak
csekély mértékben kevert, stagnalé folyadek-, illetve gazfilmeken tortén6 diffazidja. Az oxigén-
abszorpcid, illetve -felvétel komplex folyamatét sematikusan szemlélteti a 4.74. abra. Ezek szerint az
oxigénnek a kovetkez6 ellenallasokon kell keresztiiljutnia, amig a mikroba szubsztratként hasznositani
tudja, masképpen megfogalmazva a kovetkezo elemi anyagatadasi 1épések jellemzik e folyamatot:

1. A gazbuboréek fotomegebdl az oxigénmolekula diffizioval jut a gdz/folyadék hatarfeliiletre a
feluletet gazoldalrol boritd gazfilmen keresztul. Ez az 1/kq, ellenallassal vagy a ky vezetoké-
pességgel (anyagatadasi tényezd) jellemezhetd 8y vastagsagl gazfilmen torténd atvitelt jelent.

2. Az oxigén ezutan ismét diffuzioval adodik at a & vastagsagu — a gazbuborékot burkolo —
stagnélo, azaz nem kevert folyadékfilmen, amelynek ellenallasat az 1/k; tényezével, illetve a k;
anyagatadasi egyiitthatoval jellemezhetjik.”

3. Gyakran a folyadék fotomege szintén ellenallast képvisel, mert bar ezen az oxigén keverés
altal, tehat konvekcidval jut keresztill, azonban sokszor a keveredés nem tokeletes vagy éppen
helyenként gyenge, igy ez a folyamat sem pillanatszer.

4. A kovetkez0 nem kevert régio a mikrobakat koriilvevo folyadékfilm. Ennek ellenallasa
esetenként nem elhanyagolhatd. Itt mar az oxigénfelvétel mechanizmusarél van szo, amely
tehat egy folyadékfilmen keresztiil torténd diffuzioval kezdédik, majd

5. folytatodik az egyedi mikrobasejt (baktérium- vagy élesztOsejtek vagy gombafonalak) vagy
mikrobatomeg (flokkulum) vagy 6sszefiiggd mikrobatelep (pellet) belsejébe torténd diffuziv
oxigéntranszporttal.

6. Végll ellenallasként tekinthetjik az oxigénhasznosulas ,,reakcio-ellenallasat” is, tehat azt, hogy
a mikroba légzése is idében bizonyos sebességgel jellemezhet6 folyamat.

E hat ellenallas kozll az esetek tobbségében a sebessegmeghatarozo 1épés az 1. és a 2. folyamat,
ezek kozill is elsdsorban az utobbi, vagyis az oxigénmolekulaknak a buborékot koriiloleld folyadék-
filmen torténd transzportja jelenti az oxigénatadas leglassabb, sebességmeghatarozo 1€pését.

A gazbuborék belsejébdl a folyadék f6tomege felé irAnyuld O,-transzport leirdsara tobbféle
elméletet dolgoztak ki. Ezek kozil csak a kétfilmelméletet targyaljuk, a masik két elterjedt elméletre
csak utalést tesziink.

™ Vegyilk észre, hogy maga a hatarfelillet egy fizikai fikcio, egy vastagsag és ellenllas nélkiili képzeletbeli
vonal két kiilonbdzoé fizikai tulajdonsagokkal rendelkezd fluidumtomeg kozott.
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Levegobuborék

6£.gézﬁlm
vastapsiga

gaz/folyadék
hatarfeliilet

4.74. abra: Az oxigén buborékbol torténd abszorpciojanak és a mikrobdk dltal torténd felvételének
folyamatai

A kétfilmelmélet szerint a gazbuborék belsé és kiils6 feliiletéhez rendelhetd egy-egy stagnéld
gaz-, illetve folyadékfilm, amelynek ellenallasa rendre 1/kg ill. 1/ k. Ezek reciprokai, azaz a gazol-
dali, illetve folyadékoldali anyagatadasi tényezok az oxigénnek gazban, illetve folyadékban mérhetd
diffazids allandojaval aranyosak:

Dgéz folyadék
k,=—2 65 k=—t—,
) 9,

OXIGENFLUXUS

P,=HC" JO,

D — 1

SaEEmen peim e i 0

iC,=P'H

FHTrr— )
— EEEEEEEEER

4.75. abra: Az oxigénabszorpcio kétfilmelméletének alapsémaja

Tekintsiink most egy a 4.75. abran vazolt olyan rendszert, amelyben buborékbol torténd oxigén-
atadas torténik, s a folyadékfazis jol kevert, vagyis a folyadék f6tomegében az oldott oxigén kon-
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centracioja mindenutt azonos (Cy). Tételezzlink fel allanddsult allapotot a gaz/folyadék hatarfeltletre,
azaz nincs O,- akkumulacié a hatarfeltleten.”
Az oxigénfluxus felirhat6 a kdvetkezOképpen:

_hatarfeliileten atadott O, (molvagyg)  hajtéers 7s
2 fellilet ellenallas

Jo

Esetiinkben az oxigénfluxus kétféleképpen is felirhatd, tekintetbe véve, hogy a hajtoerd kifejezhe-
t6 a gaz parcialis nyomasok vagy a koncentraciok kiilonbségeként is

GAZBUBOREK — HATARFELULET = HATARFELULET — FOLYADEK

j _py-p; _C-C,
> 1 1
K, K,
(4.262)
P P
H

Jo, = Hk, (€ -¢, )= HH

ahol: H a Henry-allandd

Py a gazbuborékban mérhetd oxigén parcialis nyomas és C* a vele (hipotetikusan) egyensulyt
tart6 folyadékban lenne az oldott oxigén koncentracioja.

Cp, a folyadék f6tomegében mérheté oldott oxigén koncentracidj és p* lenne a vele
egyensulyban 1évé gaz oxigén parcialis nyomasa.

Ci és p; a hatérfellleti oldott oxigén szintje, ill. parcialis nyomasa.

Természetesen ,,keresztben” is felirhatok az egyenletek, illetve nincs oxigénfelhalmozodas a
hatarfellleten, igy felirhat6é egy egyenlet, amelyben csak a parcialis nyomasok és egy, amelyben csak
a megfeleld koncentraciok szerepelnek:

Jo, =K, (p, —pi)=%(pi —p’)
Jo, =HKk,(C"-C,)=k,(C,-C})

(4.263)

Mivel a pj hatarfeliileti parcialis nyomas és a vele egyensulyt tartd C; hatarfeliileti oldottoxigen-

koncentracié nem mérheté mennyiségek, ezért fejezziik ki pi-t €s Ci-t a megfeleld (4.263) egyenletbdl.
E szerint

P H
7_’_7
K, k|pb
pi:ﬁ
7+7
ki Ky

, (4.264)

™ Nyilvanval6, hogy egy a fiktiv hatarfeliiletre érkezé oxigénmolekulanak ,,azonnal” tovabb is kell haladnia,
tehat felhnalmozodas kizart.

75\ /s - ., AU
Vo.: Ohm-tdrvény: ! = SR,
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_ Hk,C" +kC,,

(4.265)
bk HK

Utobbi kifejezést (4.263) egyenletbe helyettesitve, az oxigénfluxus, koncentraciokkal kifejezve,
végiil is a kovetkezd lesz:

*

c'-c
Jo, = ti (4.266)
Hk, K,

Természetesen parcialis nyoméssal is megadhato a fluxus:

Jo, = —Elb - pl (4.267)
K Tk,

g

Bevezetve az ered6 folyadékoldali oxigénatadasi tényezét, illetve az eredé gazoldali oxigénatadasi
tényezot,
1 :i_ki i:ﬂ_Fi (4268)
Ko Hk, kK Kg ko kg

az oxigénfluxus kétféle felirasa a folyadékoldal, illetve a gazoldal mennyiségeivel az alabbi lesz:
Jo, =K (C"-C,) Jo, =Ky (py = 1) (4.269)

E két kifejezés kozil legtobbszdr a koncentraciokkal felirt format alkalmazzuk a fermentacids
gyakorlatban. Mivel a Henry-allandd értéke (lasd a 4.26. tablazatot) igen nagy szam (pl. O,-re 30 °C-
on 47 500 bar/moltort), és mivel az oxigén diffuzivitdsa a gazfazisban sokkal nagyobb, mint a
folyadék- fazisban, vagyis

k Dg:";

_9~_ %
folyadék
k| I:)oz

12

~10* (4.270)

ezért K_ = k;, vagyis valéban a sebesség meghatarozo lépés a 2. folyamat, a folyadékfilmen keresztil
folyd oxigéntranszport, és az eredd folyadékoldali oxigénatadasi tényez6 maga a folyadékoldali
oxigén- atadasi tényez6.

Megjegyezzik, hogy a keétfilmelmeéleten kivil, amelyet Nernst 1904-ben alkotott meg, a
gaz—folyadék oxigénabszorpciora egy sor egyéb elméleti leirds is ismert, amelyek tobbé-kevésbé
hasonldan, esetenként realisabban modellezik a tényleges viszonyokat. Maga a kétfilmelmélet tehat
azt feltételezi, hogy az anyagatadasi tényezo:

Dfolyadék
0,
K, = 5 (4.271)
Sokszor e helyett a kdvetkez6 empirikus Osszefliggés jobban leirja az anyagatadasi viszonyokat:
Dfolyadék n
K, :% (4.272)

ahol az n csak 0,8-0,9 értékil.
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Ezzel szemben Higbie (1935) un. folyadékbehatoldsi modellje més dsszefliggést feltételez a
folyadékoldali anyagatadasi tényez6 és az oxigén diffuzids allandodja kozott:

Dfolyadék
k =2 |—= (4.273)

it érint keztetési

Ebben a tyrinkeztetssi €2y a buborékfeliileten 1év6 folyadékelemnek a feliileten valo tartdzkodasi idejét
jelenti.

Dankwerts (1951) feliletmegujuldsi modellje feltételezi, hogy a gaz-folyadék hatarfeluleten
mozaikszeriien elhelyezkedé folyadékelemek vannak, amelyek kiillonbozé ideig érintkeznek a
gazfazissal, s ezalatt oxigénatadas torténik, majd ezen folyadékelemek kicserélédnek a folyadék
f6tomegébdl szarmazo ,,friss” (kevesebb oldott oxigént tartalmazd) folyadékelemekkel. E modell
értelmében a k; folyadékoldali tomegatadasi tényez6 nem a diffuzivitassal, hanem annak
négyzetgyokével aranyos:

k; =4/Do,s (4.274)

ahol s a folyadék fotomegébdl szarmazd friss folyadékkal torténd kicserélddés frekvencidja (1/sec).

Mind a kétfilmelmélet, mind ez utébbi leirdsok egyparaméteres modellekl, ami alatt azt értjik,
hogy a diffuzivitason kiviil csupan egy paraméter, a folyamat hidrodinamikéjatol fliggé & vagy
tarinkeztessi VAQy S paraméter hatérozza meg k értékét.

Végeredményben az oxigénfluxusbol az eredé oxigénabszorpcid-sebességet akkor kapjuk meg, ha
a fluxust a teljes anyagatadasi fellletre szamitjuk ki:

‘jj_(t: - Kpa(c" )| (4.275)

ahol
K. — az ered6 folyadékoldali tomegatadasi tényez6 [cm.s™],
a — térfogategységre jutd anyagatadasi felilet [cm?.cm *=cm ],
K,a — ered6 folyadékoldali (térfogati) oxigénabszorpcios egyiitthato[s™],
(A fermentéci6s gyakorlatban leginkabb h™* értékben adjuk meg.),
C* — telitési oxigénkoncentracié (mg/dm?),
C - az aktuélis oldottoxigén-koncentracié (mg/dmd).

Konstans K a és C* mellett (4.275) analitikusan megoldhaté a valtozdk szétvalasztasaval:

¢ dc
C' -

—_—

C:T—dm(c*—c):jKLa-dt (4.276)
0 0

0

C= C*(l— e‘KLa't) (4.277)

A (4.275) ¢és a (4.277) egyenleteknek megfeleld grafius abrazolasok az oxigénabszorpcid
sebességi viszonyait, illetve egy vizes rendszer oxigénnel torténd telitddését mutatjak a 4.76. abra
szerint. Felhivjuk a figyelmet a K a.C* maximalis sebességi értékre, amelyet gyakran a bioreaktorok

oxigénatadasi viszonyait jellemzé OTR (oxygen transfer rate) értekként adnak meg (kgO, /m3.h).
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c| c oe K;a.C*

___________________________________ de |7

idé idé
Folyadék telitédése oxigénnel A telitddés sebességi viszonyai

4.76. abra: Az oxigénabszorpcio: telitodés és sebességi viszonyok

Az elézbéekben az oxigénabszorpcid sebességi viszonyait tiszta vizes, mikroba nélkili rendszerben
vizsgaltuk, most nézzilk meg, hogy hogyan moédosul ez a kép egy lélegz6 mikrobatenyészet (fer-
mentlé) esetében.

Ekkor az oldottoxigén-koncentracié valtozasanak sebességét az abszorpcio és a légzés sebes-
ségének ereddje hatarozza meg:

OLDODASI SEBESSEG FOGYASZTASI SEBESSEG

‘Z(t: - KLa(C* —c)—xQ

Belathatd, hogy ki fog alakulni egy dinamikus egyensuly az abszorpcié és a légzés kdzott, vagyis:

dc . .
e K.a(C"-C)=xQ (4.278)

Tegyiik fel ugyanis, hogy ezen egyenstly nem jén létre pl. tgy, hogy adott idépontban K, a(C*-
C)>xQ. Ezek szerint ekkor dC/dt>0, vagyis az oldott oxigén koncentracioja novekedne. Ekkor viszont
a C™—C hajtéeré csokkenne mindaddig, mig az egyensuly be nem all. Az egyensulynak KLa(C*—

C)<xQ esetén torténd felbomlasa hasonld gondolatmenet szerint szintén nem lehetséges (illetve
tartésan nem allhat fenn).

Tehat mindenképpen egy C eqgyensulyi oldottoxigén-koncentracié alakul ki a fermentacios
rendszerben.

Tudjuk azonban, hogy a fermentacio sordn C nem allando, jellemz6 valtozast mutat, mégpedig a
4.77. abran lathato médon. A mindenkori egyenstly és e jellemzé valtozas nem jelent ellentmondast,
ha meggondoljuk, hogy egy szakaszos fermentécié sordn mind x és Q, mind K.a és C* véltozik a
tenyésztés soran. Az egyensuly tehat allanddan felborul majd helyreéll, mikozben a ,konstans”
egyensulyi oldottoxigén koncentrécidja az abra szerint valtozik. A gorbe egy piciny szakaszat tekintve
(oly rovidet, amely alatt a paraméterek valtozasa elhanyagolhatd), C valdban alland6. Ezt kivanja
bemutatni az &4bran a kinagyitott szakasz. Ha egy szakaszos fermentacio képét most mar kiegészitjik
az oldottoxigén- koncentracid profiljaval is, akkor mindig a 4.78. abran latottakhoz hasonl6 képet
kapunk.Az egyensulyi oldottoxigén-koncentracionak egy szakaszos fermentdcido soran torténd
valtozasat a 4.12. animéacion is kdvethetjik.
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Oldottoxigén szint egyensl'llyi C
% telitési érték *

100% . i

| |
10 20 ferm. id3 (6ra)

lag gvorsulé és exponencialis i  hanyatlé szakasz

4.77. abra: Egyensulyi oldottoxigén-koncentracio a fermentécios folyamat alatt

A

MINDIG ILYEN EGY SZAKASZOS FERM. OXIGENPROFILJA

termékkoncentracid

rkoncentraciéd

sejtkoncentracio

oldott oxigén

-
fermentacié ideje

4.78. dbra: Szakaszos fermentacio képe

4.12. animacio: Szakaszos fermentécio oldottoxigén-profilja
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45.4. A telitési oxigénkoncentrdcio fiiggése a tenyésztési kioviilményektdl

Az oxigén vizes oldatokban csekély mértékben oldhaté gdz, amelynek az oldhatésagat allandd
hémérsékleten a Henry torvény irja le:

. 1
C"==po, (4.279)

ahol H —a Henry-allandé [bar/méltort; bar.dm3/mol; bar.dm3/mg] (értékeit lasd a 4.26. tablazatban),

Poz — az oxigén parcidlis nyoméasa (amely a C™ koncentraciéji oldattal egyensilyt tartd
1égtérben lenne mérhetd) [bar],
C™ - a telitési oxigénkoncentracio, az oxigén oldhatésaga [mol/dm3; mg/dm3].

A C"-nak a hémérsékletts] valo fliggését a Henry-allando fiiggésével szokas leirni:

dinH _AG (4.280)

ahol: T —a hémérséklet (OK),
R — az egyetemes gazallandd,
AG - az oxigénabszorpcid hdje (negativ érték).

4.26. tabldzat: Kiilonbozo gazok Henry-dllando értékei kiilonbozé homérsékleteken (vizben)

Hémérséklet Henry-alland6 *10* [bar/moltort]

°c N, CO, 0,

0 5,29 0,073 2,55
10 6,68 0,104 3,27
20 8,04 0,142 4,01
30 9,24 0,186 4,75
40 10,40 0,233 5,35
50 11,30 0,283 5,88
60 12,0 0,341 6,29

A vizben vald oxigénoldhatosag értékeit a 4.27. tablazat adataibol tudhatjuk meg kiilonb6zo
homérsékleteken.

A (4.280) egyenlet kiilonboz6 kozelitd megoldasai is ismertek. Ezekkel az oxigén oldhatosdganak
jO becsléseit szamithatjuk. Ilyen kozelités Wilhelm (1977) egyenlete 1 bar nyomasra a kovetkezd
formulaval:

RlnX=A+_Er’+C|nT+DT (4.281)

ahol X az oldott oxigén vagy a CO, moltortje, és az allandok az alabbi 4.28. tablazat szerintiek.
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4.27. tablazat: Oxigén oldhatosaga vizben levegd és tiszta oxigéngadz esetén

Hoémérséklet Henry-allandé | C* levegé | C* tiszta
°c x10? bar.m* kg | mg/dm? oxigén
! mg/dm’

0 7,03 14,8 70,3

10 5,49 11,5 54,9

15 4,95 10,4 49,5

20 45 9,45 45,0

25 4,14 8,69 41,4

26 4,07 8,55 40,7

28 4,01 8,29 39,5

30 3,84 8,05 38,4

35 3,58 7,52 35,8

40 3,37 7,07 33,7

4.28. tablazat: Wihelm kozelitésének allandoi oxigénre és szén-dioxidra

T(TARTOMANY) | A B C D
OXIGEN 274-348 °K —286,94 | 154506 | 36,5593 | 0,0187662
SZEN-DIOXID | 273-353 °K —317,66 | 17371,2 | 43,0607 | —0,00219107

Szintén a (4.280) egyenlet kozelit6 megoldasa C*-ra az Antoine-egyenlet (lasd a desztillacio
miuveletét is)
C' =~ _A (4.282)
B+t

alaku 6sszefliggés is, amelyben 4—-33 °C hémérséklet-tartomanyban
C™ - az oxigén oldhatésaga (mg/dm3),
A - 468,
B - 31,6 értékii allando, és
t — a hémérséklet OC-ban megadva.

Végul a (4.280) egyenlet kdzelitése az alabbi hatvanysor is, amely szintén alkalmas C™ becslésére:
C*=14,16 — 0,3943.t + 0,007714.t> — 0,0000646.t° (4.283)

ahol C™ az oxigén oldhatéséga (mg/dm®), t pedig a hdmérséklet °C-ban megadva.

Mindharom koézelité 6sszefliggés tiszta vizre vonatkozdan szolgaltat oxigénoldhatdsagi adatokat.
Vegylk észre, hogy az oxigén oldhatosdaga csokken a hdmérséklet novekedésével.

Az oldhatosagnak az adott tapoldat Osszetételétél vald fiiggésének a  becslése lényegesen
nehezebb feladatot jelent.

C* értékét elsésorban a tapoldat elektrolitjainak fajtai és mennyisége hatarozzak meg.”® A tiszta
vizben és egy tobbféle elektrolitot tartalmazé oldatban mérhet6 telitési oxigénkoncentraciok aranya a
kovetkezoképpen adhaté meg:

’® Ezek befolyasolo hatisanak szamszertisitése Setchenov, van Krevelen és Hoftijzer, valamint Dankwerts
munkajahoz flizédik.
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Ig(éS:ZHili , (4.284)
i

ahol C; — az oxigén oldhatdsaga tiszta vizben,

C™ — az oxigén oldhat6saga az adott elektrolitoldatban,
H; — ionspecifikus kis6zasi allandok,

li —az i-edik ionfajtara vonatkozo ionerdsség értéke.
Az ionerdsség az ismert Gsszefliggéssel szamithato:

. = 0,5¢,22 (4.285)

amelyben c;— az i-edik ion molaritasa (g-ion”’/dm®), zj — az i-edik ion toltése.

A szervetlen sok hatasanak szemléltetésére all itt a 4.29. tablazat, amelyben NaCl kis6z4 hatasat
lathatjuk az oxigén oldhat6sagara.

4.29. tdblazat: Oxigén oldhat6saga NaCl-oldatban 25 °C-on és 1 bar oxigénnyomason

NaCl-koncentracié c*
mol/dm® mg/dm’
0 41,4
0,5 34,3
1,0 29,1
2,0 20,7

Néhany fermentacios tapoldatban el6fordulhaté ionra vonatkozoan a 4.30. tablazat tartalmazza az
ionspecifikus allandokat. Megjegyezziik, hogy az ionok kisézasi hatdsanak fenti becslése a fermen-
tacios technoldgiai szempontjabdl szintén jelentés CO, vonatkozasaban is hasznalhatd, ezért a tabla-
zatban a szén-dioxidra vonatkozé megfelel6 adatokat is megadjuk.

4.30. téblazat: lonspecifikus allandok CO, és O, oldatara (25 °C)

Kationok  H; (l.g-ion™ Anionok H; (.g ion™)
0, co, 0, co,

H* -0,774 0,311 Cl 0,844 0,340
Na* -0,550 0,129 Br 0,820 0,324
K* -0,596 -0,198 I 0,821 0,311
NH," -0,720 0,264 OH- 0,941
Mg** 0,314 -0,079 NO; 0,802 0,201
Ca** -0,303 0,071 SO 0,453 0,213
Mn** -0,311 COz* 0,485

PO* 0,320 0,147

A fermentaciés tapoldatokban jelen levé szerves anyagoknak szintén hatasuk van az oxigén
oldhatdsagara, s ez is a Setchenov-egyenlettel irhato le:

*

C*:O = kCszerv !
C

szerv

g (4.286)

ahol K az Un. Setchenov-allando6 és Cg.n, az adott szervesanyag koncentracidja a tapoldatban.

g-ion = iontdmegnyi
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A logaritmikus Osszefliggést linedrisan is szoktak kozeliteni, amikor is az egyenlet a kdvetkezo
alakot olti:

*

Cszerv = Cz (1_ mCszerv) (4287)
Kozelité szamitasokat tesz lehetdvé az az adat is, miszerint gliikozra, laktdzra, szaharozra a fenti
egyenlet egyarant alkalmazhat6 m = 0,0012 dm®/g értékkel mintegy 150-200 g/dm® cukor-
koncentracioig. Jegyezzik meg azonban, hogy a becslés sokkal kevésbé pontos, mint az elektrolitok
esetében. Igy pl. a 0,0012 = m értek helyett talalhat6 az irodalomban szahardzra 0,0009-es érték is.

45.5. A levegdztetés és keverés fermentdcios rendszerekben

A tovabbiakban az oxigénabszorpcids viszonyokat targyaljuk most mar miiveleti szempontbél: hogyan
valositjuk meg egy fermentacios rendszer levegdellatasat. Keressiik azokat az alapveté megoldasokat
¢s Osszefliggéseket, amelyeknek ismeretében a jo levegdellatas megvalosithato.

A fermentacios rendszerek oxigénellatasat alapvetéen két modon valosithatjuk meg, amint a 4.79.
abra szemlélteti. A bioreaktorokban elhelyezett levegdeloszton keresztiil komprimalt levegdt flvatnak
a fermetlébe, s mikdzben a buborékok a rendszeren &thaladnak, megtdrténik az oxigénabszorpcio (és
a CO;,-deszorpcid). A masik alapvetd tipus esetében az eldbbicken kiviil mechanikus keverést is
alkalmaznak. Barmilyen aerob bioreaktor e két levegdztetési tipusba sorolhatd. A kovetkezdkben
el6szor a nem kevert, majd a kevert reaktorok oxigénatadasi viszonyait tanulmanyozzuk.

Két paraméter az, amit vizsgalni fogunk, a K, és az a.

Megvizsgaljuk, hogy milyen tényezok (fizikai és hidrodinamikai tulajdonsagok) befolyasoljak
ezeket, és az alapvet6 — legtdbbszoér empirikus — 6sszefliggések segitségével miként lehet értékiket
becsulni.

KEVEROMU

V4

o] o ©
o
(o]
(o]
o6 o [+
OOO o 0

LEVEGOELOSZTO

levegdztetett reaktor kevert-levegdztetett reaktor

4.79. bra: Az oxigenellatas technikai megvaldsitasa
455.1. Oxigénatadas buborékokbdl, K, és a becslése (nem kevert reaktorok)
A buborék géaz/folyadék hatarfellletére (g/f) felirhato a helyi oxigénfluxus a Fick-torvény segitségével

a 4.80. abra értelmezése szerint, amelyen z a folyadék fétomege felé iranyuld koordinatat jelenti és a
hajtéerét, azaz a koncentraciogradienst a buborék feliiletén szamoljuk’®.

"8 Azaz itt a Fick-torvény egydimenzi6s valtozatat hasznaljuk.
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dy,

levegébuborék

folyadekfilm

4.80. bra: Buborékbd! torténd anyagatadas egydimenzios modellje

d_C:_DO (@j , (4.288)
dt 2\ 0z/ .

masrészt egységnyi fellletre vonatkozdan az oxigénfluxus J = ki (C*— C). E két kifejezés egyenlové
tétele utan k, fejezhetd a kovetkez6 formaban:

K, =——T Dy (ac) (4.289)
C —C 2 az z=0

Ez az egyenlet kdnnyen normalizalt formara hozhato, ha bevezetjik az alabbi dimenzidomentes
valtozokat:

C . __z
— és 7=
C dy
ahol d, a buborék atméréje. Ezek szerint a dimenzidmentes tomegatadasi koefficiens (a Sherwood-
szam) egy differencilegyenletet ad:

Sh= Kudy _ . (ac) (4.290)
Do, 1-C\oz/,_,

C=

Stadiumunk kereteit meghaladna e differenciélegyenlet megoldasat megkisérelni, mindenesetre a
g/f hatarfeliilet kozelében, a folyadékfilmben a megoldas a kdvetkezd fliggvénykapcsolat alakjat olti:

C =1(z,Sh,Sc,Gr) (4.291)

A dimenzidmentes tomegatadasi tényezore pedig a
Sh =g(Sc,Gr) (4.292)

fliggvénykapcsolat kaphatd. A fiiggvénykapcsolat tényleges alakja nagyon sok tényezotdl fiigg,
megallapitasa adott hidrodinamikaju rendszerre sok-sok kisérleti munka alapjan és a dimenzional-
analizis felhasznalasaval torténhet. A kovetkezOkben tobbszor hivatkozunk az anyagatadas leirasaban
altalanosan hasznalt kiillonbozé dimenzidmentes csoportokra, ezért tekintsiik at a 4.31. tablazatot,
amely a legfontosabb ilyen csoportokat tartalmazza &ltalanos és az oxigénatadassal kapcsolatos
specidlis alakjukban. Megtalalhatjuk itt a hasznélt dimenziémentes kritériumok definicié szerinti
értelmezésének egy valtozatat is”.

A leszallé vagy felszalld buborékokbol torténd oxigénatadasra (s jegyezziik meg: hasonloan
cseppekre ¢€s szilard részecskékre is) vonatkozo szakirodalomban a kiilonb6zo kisérleti berendezések
esetén tapasztalhat6 mas-mas hidrodinamikai viszonyokra talalhato korrelaciok sokszor nem csupan a

¥ Egy masik definiciorendszer szerint ezek a kritériumok a figyelt rendszer egy-egy id6alland6janak hanyadosai.
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Sc és Gr kritériumokat, hanem esetenként a Re és/vagy Pe kritériumokat is tartalmazzak. Ezekben az
esetekben — ha a buboréksebességet alkalmas modon fejezzik ki — az 0sszefliggések szintén a fenti
altalanos Sh = g(Sc,Gr) alakra hozhatok (lasd els6 példankat).

A szakirodalomban szamtalan kiilonb6z6 korrelacio talalhato, és nem konnyii a dolgunk, ha ezek
kdzll valasztani kivanunk sajat specialis viszonyaink leirasara. Ezért e hely(tt csak néhany fontosabb
specialis eset és Osszefliggés értelmezésére térlink ki, és emellett dsszefoglald tablazatban (4.32.
tablazat) megadjuk a legtobbszor eléforduld és leghasznalhatobb kifejezéseket. Ugyanigy egy
Osszefoglald tablazat (4.33. tdblazat) tartamazza a buboréksebességekre és a buborékméretekre
vonatkozo legfontosabb korrelaciokat. Felhivjuk a figyelmet arra, hogy a tablazatok egyutt hasznélan-
doak, tehat pl. adott hidrodinamikai feltételek esetén valasztott Sh = ... dsszefliggéshez meg kell ke-
resni a hasznélhaté dy, és v, 0sszefliggéseket is!

Néhany, kiilénbozé hidrodinamikai viszonyokra taldlt, és mas-mas szempont szerint érdekes
Osszefliggést kicsit részletesebben is megvizsgalunk.

a) Kilonalloan felszallo, merev hatarfeliilettel jellemezhetd (nem forgd) gazbuborékok esetén,
amelyek olyan reaktorokban fordulhatnak el6, amelyekben kicsiny buborékok képzddnek a
levegoeloszton (példaul zsugoritott keramia- vagy fémszliron) és a fermentlé feliiletaktiv anyagokat
tartalmaz, valamint a légbuborékok felszallasi sebessége igen kicsi, a kovetkezo korrelaciot talaltak
megfelelonek:

Sh=1,01Pe3 = 1,01.[M) (4.293)
02

4.31. tablazat: A tdmegatadasi szamitasokban alkalmazott dimenziémentes csoportok

REYNOLDS-SZAM dvp d,Vv,p,
_ tehetetlenségi eré i T
belsé sarlodasi erd
PECLET-SZAM dv d,v,
_ konvektiv komponensaram D D
konduktiv komponensaram 0:
SCHMIDT-SZAM u I,
Sc— mor.r.1emturr.1 d,|f1.‘u_2|}/|tas pD pDy
tomeg difflzivitas 2
FROUDE-SZAM NG
Er o centri_flng.él,Iis ers g_L o
gravitacios erd
GRASHOF-SZAM (Archimédesz szam) | ¢3pgAp a2 p.g(p| —p, )
_ felhajtoers T -2
~ belsé surlodasi erd " Hi
SHERWOOD-SZAM kd k,d,
_ buborékatmérs D D,
filmatmérs i

Jel6lések: d,L — jellemz6 geometriai méret
v —jellemz0 sebesség

p — dinamikai viszkozités

D — diffuzios allando

p — stirliség

g — nehézsegi gyorsulas

k — anyagatadasi tényezd

b index a buborékra, 1 a folyadékfazisra utal
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4.32. tablazat: Korrelaciok a tomegatadasi tényezo becsléséhez

|Korre|éciék Megjegyzések
Analitikus 6sszefliggések

k,=Do, /Ip Kétfilmelmélet (Lewis és Whitman, 1924)

k, =2 /i Folyadékbehatolasi elmélet (Higbie, 1935)

0

k,=2,/Dy s Feluletmegujulasi elmélet (Danckwerts, 1951)
Buborékok stagnal6 kornyezetben Re = Gr = 0 merev vagy mozgé

Sh=2 buborékfelulet (Frossling, 1938)

1
Sh=11(Sc.Gr)3 Re=0

Merev feliiletii mozgo6 buborékok, szabadon fel- vagy leszallo
buborékok, csepegtetd test, toltott oszlopok

11
Sh=0,99Re3 Sc3 Re <1, kaisz6 aramlas (Levich, 1962)
1 11
Sh=1,01Pe3 =0,39Gr3Sc3 Re <1, Pe>>1 (Levich, 1962)
1
Sh=2+0,57Re2Sc%%° Re>>1 (Griffith, 1960)
11
Sh =0,95Re?2 Sc3 10<Re<10"
1 1
Sh=2+0,75Re2 Sc3 Osszefoglalo korrelacio egy sor empirikus és elméleti
Oszefliggés alapjan kozelitve (Rowe, Glaxton és Lewis,
1965)
11
Sh=2+0,31Gr3Sc3 dy<2 mm (Calderbank és Moo-Young, 1961)
3 1
Sh=0,13Re* Sc3 Kevert reaktorra,turbulens &ramlasi  viszonyokra
(Calderbank és Moo-Young, 1961
Mozg¢ feliiletii, mozgd buborékok
1
Sh=0,65Pe? Re<1, Pe>>1 (Levich, 1962)
1
1 1
Sh = 0.65Pe2 (1+ Re) / 10 <Re <100 (Hadamard, 1911)
2
1
Sh=113 1- 2,91 Pe2 100 <Re<1000 (Hadamard, 1911)
Re?2
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4.32. tdblazat folytatasa

|K0rre|éciék

Megjegyzések

1
Sh =1,13Pe?

1
Sh:0,65{1—4n(n_)} Pe2

N |-

2n+1

(SE2 +4)i 1

Sh=179 5 Pe?2
E°+4

11
Sh=0,42Sc2Gr3

1
Sh = 0,65(1— 3,24m)Pe2

Re >1000 (Higbie, 1935)

Pszeudoplasztikus folyadékra (n: hatvany-térvenyindex,

lasd 4.5.7. fejezet) (Hirose, Moo-Young, 1969)

Nagy, kalap alakd  buborékokra,  viszkdzus

folyadékokban
E = buborékszélesség/buborékmagassag,
rendszerint 3,5. (Calderbank, Lochiel, 1964)

d>2,5 mm Newtoni folyadékra (Calderbank, Moo-
Young, 1961)

Pszeudoplasztikus folyadékokra m = (n-1)/2 (Bhavarijn,
Mashelkar, Blanch, 1978)

© Sevella Béla, BME
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4.33. tdblazat: Korrelaciok a buboréksebesség és buborékméret szamitasahoz

|Korre|éciék Megjegyzések
Merev feliiletii kis buborékok
Vp = P19 dg Re<1
18y,
vy = P9 a2 Mozg¢ feliiletii buborékok elasztikus folyadékban
16y,

Sk

n

2-n
P9 2”*1(4RJT n+l
V, =|—— — V,
b [K X, \3 B 3n

Buborékok pszeudoplasztikus
folyadékban (lasd 3.4.7. fejezet)

n = hatvanytdrvényindex, K = konzisztenciaindex

X =24, kuszdaram, szférikus, merev feliiletti buborékok
X=16, kuszéaram, szférikus, mozgo feliiletl
buborékok

X,=48, Re>1, szférikus, mozgo felilet

V= buboréktérfogat (Schigerl, 1977)

Kis gazaramlasi sebesség
~1 cP viszkozités

dy = 0,19d3*® Red*

d, = 0,18d3° ReJ*

01, 4021
sy
do T d, dy9

Mérsékelten nagy gazaramlasi
sebesség, vizes oldatok, leve-

gbztetd lyukatméro d, = 0,1-1 cm
Re,: lyukra vonatkozd Re-szam

Re, = 4Qpg  ahol Q gaztérfogataram
Re,<1000

1-1000 cP latszolagos viszkozitdsu, pszeudoplasztikus

folyadékra is hasznéalhatd, a gazsebesség egészen a
hangsebességig terjedhet

A fenti megszoritdsok a hidrodinamikai viszonyokra vonatkozd Re<1 és Pe>>1 feltételrendszer

teljesuilése esetén érvenyesulnek.

Vizsgaljuk meg e példan, mit is jelent esetiinkben ez a feltételrendszer!

Vbdb >>1> prld b (4294)
Do2 K
ad A (4.295)

0,

Vagyis a két kritériumra tett megszoritas egyszersmind egy Ujabb kritériumra is megszoritast jelent.
(Egyébként vizes oldatokban a p/p =v kinematikai viszkozitas értéke 102 cm?/s nagysagrendii, a
Do; pedig 10”° cm?/s nagysagrend, tehat Sc=10° >>1 valoban.)
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Vegyiik észre tovabba, hogy Pe>>1 kritérium azt jelenti, hogy itt a buborékok kozelitéleg
dugdaramban mozognak felfelé.*

Ugyancsak az a) példanknal maradva probaljuk a Sh=1,01.Pe'® Gsszefliggésrél bebizonyitani,
hogy valoban felirhatd Sh=g(Sc,Gr) alakban is. Ehhez meg kell hataroznunk a buborék felszallasi
sebességét. Kis buborékok esetén a buborékok felszallasi sebessége jol kozelitheté a Hagen—
Poiseuille-egyenlettel, amely a termindlis buboréksebességet adja meg:

_ diapg (4.296)
18n
Ezt vy, helyébe irva
1
3 3
Sh= 1,01[dbApg] (4.297)
18uDo,
Osszefliggést kapjuk, amely azonos atalakitasok soraval a kovetkez6 alaktva tehetd:
: . 1 1
d3oApg )3 3 11
Sh = 1,01( bP Egj { R 1"~ 039Gr3sc3 (4.298)
18u PDo,

Megemlitjik még, hogy sokszor a Sc.Gr = Ra (Raileight) szamot talaljuk meg az empirikus
Osszefiiggésekben, igy az a) esetet leird 6sszefliggést harom kiilonb6zé formaban is felirhatjuk:

1 1 1 1
Sh=1,01Pe3 =0,39Gr3Sc3 = 0,39Ra3 (4.299)

b.) Az el6z6 példank egyenként, egymastol fiiggetleniil felszallo, tehat egymas mozgasara hatast
nem gyakorold buborékokkal operalé esete a valdsagban, legalabbis a fementécids gyakorlatban ritka.

A legtdbb laboratériumi és ipari levegéztetett reaktorban a buborékok csoportokban, fiirtékben
mozognak fel vagy/és le, és a buborékok egymaéssal is kdlcsonhatdsban vannak (hatnak egymas
mozgasara). CALDERBANK és MOO-YOUNG erre az esetre, attol fiiggben, hogy mekkora a
buborékok atmérdje, kétféle buborékmozgast és ennek megfeleléen két kiillonb6z6 osszefiiggést adott
meg. Az ugynevezett kritikus buborékatmérd, azaz d,=2,5 mm alatt, illetve felett a

Kk d a3
Sh=—-L"b —0,31Gr3Sc3 (4.300)
0,
K. d 101
Sh=—L"b —0,42Gr3Sc2 (4.301)
OZ

Osszefliggések irjak le az oxigénatadasi viszonyokat.
Kis buborékok a kovetkezd esetekben alakulhatnak ki:

— levegdztetett reaktorban, amelyben hidrofil oldott anyagok vannak,

— nagyon kis lyukatmér6ju talcan at torténd levegdztetésnél,

— zsugoritott keramia vagy fémsziirén at torténd levegdztetéssel miikodd buborékkolonnak
eseteben.

80 A Pe értelmezését és kapcsolatat a keveredési viszonyokkal a 4.6.1. fejezetben targyaljuk.
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Nagy buborékok az alabbi esetekben valoszintiek:

— tiszta vizet tartalmazd reaktor és
— szitatanyéros buborékkolonnak esetén.

Felhivjuk a figyelmet arra, hogy a (4.300) és (4.301) egyenletek nem csupén a konstans értékében
kilonboznek, hanem a Sc-szam kitevOjében is, s ez a két esetben eltéré hidrodinamikai viselkedésre is
utal. E buborékmérettél fliggd buborék alak- és mozgasvaltozast a buborékatmérétol fliggéen
szemlélteti az 4.81. abra. Mig a kicsiny buborékok merev hatarfeliilettel jellemezhet6k és mozgasuk
egyenes vonall, mikdzben rendszerint forgd mozgéast végeznek a sajat tengelyik koril, addig amikor
né a buborékatmérod, egyre inkabb deformalddik a buborék gémb alakja, és egészen nagy buborékok-
nal kalap vagy gomba formaju lesz, és felszallas kdzben nem egyenes vonald, hanem imbolygo
mozgast végez és nem forog. Ez a két véglet teljesen eltérd viselkedést jelent, érthetd tehat a
kilonbség a két egyenletben. Ne felejtsiik el ugyanakkor, hogy a 2,5 mm nem valamiféle cezira. A
kicsiny és a nagy buborékok viselkedése kdzotti atmenet fokozatos, 2,5 mm koril egyik egyenlet sem
irja le tokéletesen a rendszert, csak ettdl a hatarértektol kelléen tavol.

Felhajtoerd

AR E

Viszkozus visszatarto erd

dbuborékatmeérd nd

4.81. dbra: A buborékok deformalddasa méretiik novekedésével

Visszatérve a kis buborékok esetére, tételezziik fel, hogy a buborék (vagy kdrnyezete) nem mozog,
ekkor (4.300)-bdl k=0 adodnék. Természetes, hogy ez nem lehet igaz, hiszen ha van hajtoerd, az
oxigéndiffazié meg fog indulni. Ezt felismerve modositottak a (338) egyenletet a kovetkezé formara:

deb 1 1

Sh= =2+0,31GrSc? (4.302)
DO

2

2D
igy most mar, ha a buborék nem mozog, Sh=2 lesz, azaz k = dOZ Y0 értéket kapunk, amely
b

megfelel az aramlés Aaltal el6 nem segitett diffizio értékének. (Vegyiik észre, hogy itt K, o Do, , mint

a klasszikus kétfilmelméletnél is.)

Ha a lokalis k, (és ezzel K|) értékét valamilyen mddon meg tudjuk becsilni, az adott konkrét
bioreaktor oxigenatadasi viszonyainak leirasahoz még az anyagatadasi fellet értékét is meg kell
hataroznunk. Hogyan torténhet ez szamitassal?

Induljunk ki abbol az egyszerii esetbdl, amelyet a 4.82. abra szemléltet, azaz egyetlen dg atmeérd;ji

kis lyukt cs6von keresztiil préseljiik at a levegdt, és a csévégen képzddnek a buborékok. Feltétele
ennek a képnek, hogy a levegbaramlas sebessége igen kicsiny legyen. A buborék sziiletésekor a
lyukrol torténd levalas pillanataban egyenstly van a felhajtoero és a lyuk keriiletén a feliileti fesziiltség
altal kifejtett visszatarto erd kozott, tehat

dﬁnApg _

- nd o, (4.303)

ahol o a feluleti fesziltség.
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Az egyenletbdl a buborék atmérdje kifejezhetd, és ennek alapjan feliilete kiszamithato. A
buborékatmérd ¢és a buborek feliilete sorrendben

1

6cd, |3
dy = ( gApoj 1:egy buborék = nd%' (4.304)

levegio

4.82. abra: Buborékképzodeés lyukon

Ahhoz, hogy a teljes anyagatadasi fellletet megadhassuk, tudnunk kell, hogy a rendszerben
egyidejlileg mennyi buborék van jelen, ez pedig a buborékok tartdzkodasi idejének figyelembe-
vételével lehetséges.

E tartézkodasi id6 felszallo buborékok esetében

, (4.305)

ahol t, — a buboréktartdozkodasi ido,
H_ - folyadékmagassag,
Vy, — buboréksebesség.

Kdnnyen belathatd, hogy v, nem &llando, hanem véltozik, mikdzben a buborék a lyuktol a felszin
felé halad. Altalaban jo kozelitésként a buborék végsebességet (a folyadékfelszinen torténd szét-
pattanaskor mérhet6 sebességet) szokas figyelembe venni.

Ha feltesszlk, hogy n db egyforma levegdzteté csoviink (lyuk) van, amelyeken egyenként q a
keresztiilhalado levegd térfogatdrama, konnyen felirhatjuk az egységnyi térfogatra vonatkozo
anyagatadasi fellletet:

egy buborék felllete

2
a:lnqtbﬂg—%i
V TCdb V db
o~

egy buborék térfogata

teljes buboréktérfogat a

reaktorban T

egy buborék fajlagos feliilete (4.306)
ahol V = a teljes térfogat (1é és buborék) és ng=Q a levegdztetés térfogatarama.

Az nqgty/V mennyiség nem mas, mint a gazvisszatartas (hold up) értéke, igy végul is az
anyagatadasi feliiletre a kovetkezo 6sszefliggést kapjuk:
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a=H, d6 , (4.307)
b

ahol H, = gaztérfogat/teljes térfogat, a hold up.** A hold up értelmezéséhez nézzilk meg a 4.3. videot,
amelyen csak egy levegdztetett reaktor (air lift) latszik tiszta vizzel feltdltve, majd a levegdztetés
elinditasa utan vegyiik észre, hogy a vizszint megemelkedik. Ezt a térfogatnévekményt az egyidejiileg
a rendszerben tartdzkod6 buborékok Ossztérfogata okozza. Ha ledllitjuk a levegdztetést, a vizszint
visszaesik az eredetire. Ez a szintmagassag-valtozas is alkalmas a hold up szamitasara.

Ne felejtsiik el, hogy a fenti kép tulegyszeriisitett. Nem vettiik példaul figyelembe, hogy a buboré-
kok térfogata valtozik felfelé haladtukban, egyrészt a beldliik a folyadék fotomege felé torténd anyag-
transzport, masrészt a hidrosztatikai nyomas csokkenése miatt. Egy bioreaktorban 1évé buboréktomeg
egy eloszlast mutat, mindenféle méretii buborék egyszerre van jelen a rendszerben. A teljes buborék-
térfogat megallapitasara kisérletesen fotémaodszereket szoktak igénybe venni, az elkészilt foton
dsszegzik és atlagoljak a buborékok méretét.® Tovabba gdmb alakl buborékokat tételeztiink fel,
holott azok méretiiktdl fiiggden valtoztatjak alakjukat.

A (4.307) 6sszefiiggés azonban indiferens ezen elhanyagol&sokra, tehat &ltalanosan alkalmazhatd.

Mint lathato, k. és a meghatérozésa szamitéssal igen nehéz feladat, mivel ezeket igen sok, a
folyadék tulajdonsagaitol, a késziiléktdl és az aramlasi viszonyoktdl fliggd paraméter befolyasolja.
Ezért is legtobbszor kia, illetve K a értékérdl beszéliink, s ezt nem szdmitassal, hanem kiilonbozé
mérési modszerekkel kisérletesen hatdrozzuk meg. E mérési mddszerekre vonatkozdan utalunk ezen
targy laborgyakorlataira, illetve a 4.8.3.1. alfejezetre.

Ha megvizsgaljuk a (4.307) 6sszefiiggést, valaszt adhatunk arra a gyakorlati kérdésre, hogy
hogyan ndvelhetd egy bioreaktorban az anyagatadas feliilete? Ez nyilvan a hold up névelésével tortén-
het, ami viszont egyrészt a levegdztetés sebességének (térfogataramanak) emelésével, masrészt a bu-
borékok méretének csokkentésével érhetd el. Utdbbit csak egy levegOztetett rendszerben a levegéel-
0szt6é lyukatméréinek csokkentésével érhetjik el. Mas a helyzet egy kevert-levegOztetett reaktor
esetén, ekkor a buborékméretet a keverés intenzitasaval lehet csokkenteni. Eddig csupéan azt a leve-
gbztetési esetet vizsgaltuk, amikor mechanikus keveréssel nem segitik az oxigénabszorpcié folyama-
tat.

A kovetkezOkben a keveréssel, annak funkcidival altalaban, valamint az oxigénatadasi viszonyok-
ra gyakorolt hatasaval fogunk foglalkozni.

A HOLOLUP

LMEZES

4.3. videOd: A hold up értelmezése levegoztetett reaktorban
455.2. Oxigénatadas kevert reaktorban

Az aerob fermentécidk esetén a legelterjedtebb fermentortipus a kevertetett-levegdztetett reaktor. Ezt a
klasszikus keverés fermentort leginkabb a gydgyszeripar alkalmazza, de a legtobb laborberendezés is
ilyen kivitelt.

81 A hold upra a szakirodalom egy masik definiciét is hasznél: H’o = gaztérfogat/folyadék térfogat. Ebben az
H, 6
H,+1d, "

Znidii

8 Erre az Gigynevezett Sauter-atlagot hasznaljak: di™ = Shd; amelyben n; a dy; 4tmérdjii buborékok széma.
i bi

esetben a (4.307) egyenlet mas alaku lesz a =
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Tulegyszerlsités lenne, ha a keverést csupan a levegOztetés/oxigénatadds szempontjabol
tekintenénk, ezért mindenekel6tt vizsgaljuk meg altalaban a keverés funkcioit.

A keverés szerepe, funkcioi a kovetkezok:

— energiabevitel a folyadékba,

— a levegoztetd gaz diszpergalasa a folyadékban,

—a gaz- és folyadékfazis elvélasztasa,

— a fermentlé oldott és nem oldott komponenseinek jo elkeverése.

— Az els6 funkcid a legfontosabb, 1ényegében azt jelenti, hogy a folyadékot allandé mozgésban
kell tartani, nem utolsésorban a masik harom funkcio6 betoltése érdekében.
A bevitt mechanikai energia hévé alakul, ezért allandéan pétolni kell. Az energiaatadasi
funkcio — mint a késébbiekben latjuk majd — igen fontos, mivel éppen az egységnyi fermentlé
térfogatba bevitt energia hatdrozza meg elsddlegesen az oxigénabszorpcios viszonyokat. E
szempontbodl tehat a bevitt energiat ndvelni kell. Masrészt, mivel gazdasagi szempontokat is
figyelembe kell venniink, egy lehetséges minimumra is torekedniink kell.

— Szintén energiaemésztd folyamat a gaz diszpergélasa a folyadékban, de megjegyzendo, hogy a

buborék- képzésnél elveszé mechanikai munka sokkal kisebb, mint a folyadék mozgatasakor
hévé alakuld energia.
A gaz diszpergalasi kever6-funkcio Iényegében két folyamatot jelent. Egyrészt buborékképzést,
mégpedig minél Kisebb buborékok képzését. Raadasul a feluletet Gjra meg Ujra meg kell
ajitani, hiszen pl. fellletaktiv anyagok vonhatjak be a buborékokat, ezaltal csokkentve a ki
értékeét, ezenkivil a buborékok egyestlhetnek (koaleszcencia jelensége), csokkentve ezaltal az
anyagatadasi felulet nagysagat. Masrészt a buborékokat egyenletesen el kell oszlatni a
rendszerben megfelel6 nagy hold up kialakitasa céljabol.

— A gazszeparacioval kapcsolatos keverd funkcio igen komplex kérdéskor. Itt 1ényegében a
,»,hasznalt” buborékok eltavolitasarol van szo, masrészt a képz0d6 anyagesere-termékeket (CO,)
tartalmazé buborékok eltavolitasarol, amely forditott irAnyl, de az oxigénabszorpciohoz
teljesen hasonld 0Osszefliggésekkel leirhatd anyagatadasi folyamat. A nagy buborékok
eltavolitasa igen egyszerli, de a kicsiny gazbuborékok szeparacidja extrém moddon nehéz
feladat.

— A keverbelem negyedik funkcioja a jo keveredéssel kapcsolatos. A tapoldat valamennyi oldott
és szuszpenzidban 1évé komponensét, valamint természetesen a gazbuborékokat is
egyenletesen szét kell oszlatni a reaktorban. Erre azért van feltétlenul szikség, hogy a
kiilonboz6 anyagatadasi folyamatok mindeniitt egyforma sebességgel folyjanak, és a biologiai
torténések sebességeit a lehetd legkisebb mértékben korlatozzak.

A laboratoriumi és iizemi 1éptéki klasszikus kevert-levegbztetett reaktorok, fermentorok
esetén leggyakrabban hasznalt keverdtipus az egyenes lapati nyitott turbinakeverd (a
szakirodalomban leggyakoribb elnevezése: flat blade turbinakeverd, vagy Rushton-turbinakeverd),
ezért ¢ fejezet tovabbi részében legfoképpen errdl lesz sz6. Rajta kivil kevésbé elterjedt
kever6tipusokat is lathatunk még az 4.83. abran, a reaktorokkal foglalkozé 4.6. fejezet pedig néhany
specialis megoldast is bemutat.

Az 4.84. abran a Rushton-turbinara, illetve a kevert-leveg6ztetett bioreaktorokra leginkabb
jellemz6 geometriai viszonyokat lathatjuk kisméretii laboratériumi fermentorokra vonatkozoan.

Megjegyezziik, hogy a 10 literes 1éptéktél az ipari, néhany 100 m*-es 1éptékig a tablazat f6 aranyai
helyesek, kivéve a H /D aranyt, amely altalaban 2-3:1 értékiivé valik ezeknél a méreteknél. Ennek
megfeleléen a H /Dy >1 esetében a keverd tengelyre tobb keverdelemet szerelnek, az alabbi
tapasztalati szabalyokat figyelembe véve (4.85. abra):

keveréelemek kozotti tavolsag: Dj < Hi < 2D; (4.308)

keveréelemek szama : % -Dn) % -2 (4.309)
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Propeller
axialis keverd
,, elefantfiil™

Rushton-turbina

o Maxtlo és Lightning
i axialis kevertk

Chemineer BT-6

Chemineer CD-6

4.83. abra: Keverdtipusok

D,/D; |H /Dy |W,/D, |H /D, |W,/D;
0.3-0.4 1,0 0.2 1,0 0.1

DT ! ..tiirﬁlemez

4.84. dbra: Standard fermentor geometriai aranyai
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4.85. abra: Tobb kevero elemmel ellatott bioreaktor

kevgrﬁ .........................................
: ] /]

=N

JAAN

s {1 {{{{0])]

“_ NS
Z
primer |\H:J ]
folyadékaramlas i
szekunder

0 folvadékaramlas

f—z ]

buborékmozgas

kis gazsebességnél -t :
5 o/f di il buborékmozgéas
Joger SIspRIzIn nagy gazsebességnél
elarasztas

4.86. abra: Primer és szekunder folyadékaramlas és buborékmozgas kevert bioreaktorban

A buborékok képzédéséért kisebb légsebességeknél a keverdelem mogotti csokkent nyomasu
térben kialakuld csavarorvények, ill. nagyobb légsebességeknél a keletkezd Orvénylapok feleldsek
(lasd a 4.13. animaciot). A keletkezett buborékoknak a fermentorban torténé egyenletes eloszlatasat
(valamint az &ltalanos keverési funkcio betoltését) a kialakuld primer és szekunder aramlasok
biztositjak. Az abran jol megfigyelhetd a kialakuld aramlasi kép, valamint az ennek kovetkeztében
1étrejovo buborékmozgas profilja is (4.86. dbra), valamint az is, hogy egy adott keverd- fordulatszam
esetében csak bizonyos szintig emelhetd a levegdsebesség, ugyanis a nagy 1égsebességeknél a levegd

elarasztja a kever6t, azaz felapritatlanul és elkeveretleniil halad 4t a reaktoron.
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4.13. animdcio: A buborékképzodés mechanizmusa

A keverd elsodleges funkcidjaként az energiabevitelt, azaz a folyadékmozgés létrehozasat
emlitettiik. Ennek megfeleléen nézziik meg ezt a teljesitményfelvételt kvantitative. Ismert, hogy (nem
levegOztetett) keverOs reaktorban a keverd altal felvett teljesitmény a keverd, illetve a készllék
kiképzését6l, geometriai viszonyaitdl, a kevert folyadék anyagi tulajdonsagaitol (p) és a
hidrodinamikai viszonyoktol fiigg (1asd a Vegyipari miiveletek stidiumat)

a i ¥
P=AD’N°pRe" Fr”(ﬂj (&j (ﬂj (4.310)
D,/ \D,J \ D

ahol  p—asiriiség,
N — a keveré fordulatszama.
Ebben az dsszefiiggésben Re a keverési Reynolds-szdmot jelenti,

2
Re = Di:NDip _ NDip (vb.: Re :%j (4.311)
u u W

Fr pedig a keverési Froude-szam, amely az alabbi 6sszefuggéssel szamithato ki:

DN 2 N2 2
Fr:( ! ) = D.N (vb.: Fr:V—j (4.312)
gb, g gL

Adott, tehat alland6 geometridju bioreaktor esetén a teljesitménykifejezés egyszeriibb lesz:
P=A'D’N3pRe™Fr" (4.313)

Leggyakrabban a Re és Fr kritériumoktol valo fiiggést, illetve egy keverd jellegzetes
teljesitményfelvétei tartomanyéat a dimenziomentes (Ujabb kritérium, amely az anyagatadas leirasaban
jelentds) un. teljesitményszamra (vagy Ne=Newton-szdmra vagy Eu=Euler-szamra) adjak meg:

P

T = A'Re™Fr" (4.314)
DiN“p

NP:

A valdsagban a Fr-szamtol valo fiiggés kikiiszobolheté, ha olyan reaktorokat alkalmazunk,
amelyekben aramlastoré lemezek vannak beépitve. Ekkor ugyanis a folyadékfelszinen nem fog
kialakulni folyadéktolcsér (hiszen Fr nem mas, mint a centrifugalis és gravitacids eré hanyadosa, ezek
egyenstlya teszi lehetévé a folyadékelemek tolcsérfeliileten torténé elhelyezkedését).

A 4.87. dbrdn a kevert reaktorokra alkalmazhatd Np-Re 0Osszefliggéseket mutatjuk be, mind
tér6elemekkel mind azok nélkiili keverésre. Szembetiing, hogy nagyobb Re-szamok tartomanyaban a
tér6lemezek megléte kissé noveli a keverési energiasziikségletet, mégis a nyugodtabb folyadékfelszin
érdekében a fermentorokat rendszerint ellatjdk ezekkel az elemekkel. (Kivétel a szOvettenyésztésre
hasznalt keverds reaktor, ahol az amugy is rendkiviil kis megengedhetd keverdsebesség mellett nem
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alakul ki folyadék- tolcsér.) Az aramlastor6 elemekkel ellatott reaktorra korlatozva targyalasunkat,
vizsgaljuk meg a 4.87. &brat. Lathatdan az Re-szam értékétdl fiiggben 3 jol elkiilonitheté aramlasi
tartomany ismerhet6 fel. Ezekre természetesen az Np-Re 6sszefliggés is mas €s mas:

Laminaris tartomany: 0 < Re < 10.

N, =A'Re™ P=A'N°D% Ngz = A'uN2D? (4.315)

iP
Atmeneti tartomany: 10 <Re< 10%-10%
Np =ARe -t N, =ARe’-ig valtozik. (4.316)
Turbulens zéna:  10°-10° < Re.
Np =A’, azaz P=A'D>N% (4.317)
A teljesitményfelvétel természetesen megnd, ha a keverétengelyre tobb keverdelemet szerelnek

egymas folé. A fentebbiekben megadott szabalyok betartasa esetén a ndvekedés lineéris, amint azt egy
4 m3-es fermentorra a 4.88. abra szemlélteti.

100

o

m.-—t

-,

g

% 10 = 6 lapatos turbina
% i
; 6 lapatos lapatkeverd
E Elki G -:__\\ tordlemezzel
= L 4 Iapéfos\lapétkeveré
w ~

E N

3 propellerkeve .

<3 |

e 0,1 1 N L :

10! 102 107 104 10°

REYNOLDS-SZAM ND2p/p

—_

4.87. dbra: Np-Re dsszefiiggés kiilonbozd keverdkre (newtoni folyadékok esetén)
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P, ! (Np)n
N°Djp N,)

0 |

1 3 3
KEVEROELEMEK SZAMA

4.88. abra: A teljesitményszam fiiggése a keverdelemek szamatol
(a tapasztalati elhelyezési szabaly betartasa esetén)

Természetesen a fermentacio soran a keverés nem tiszta folyadékban torténik, mivel a bioreaktort
levegéztetik is. Az igy létrejovo gaz-folyadék diszperzio jelent6sen csokkenti a keverd Aaltal felvett
energiat. A gaz-folyadék diszperzi6 stirlisége ugyanis kisebb, mint a tiszta folyadéké, mégpedig annal
nagyobb mértékben, minél nagyobb a levegdztetés mértéke.

Utobbi meérésére bevezették a dimenziomentes levegoztetési szamot (Na), amelynek fliggve-
nyében a levegdztetés koriilményeinek hatasa a keverételjesitmény felvételére jol tanulmanyozhato. A
levegdztetési szam definicidja az alabbi.

Fm®/s
D’n m?
Na = latszolagos feluleti(lineéris) legsebesség __ 4 __F (4.318)
keverd keruleti sebessége ND,xm/s ND;]

Ebben a kifejezésben a kever6 altal surolt feliilet szerepel a szamlaloban, a 4 elhagyasa is tudatos,
ui. Iényegtelen dimenzionélis szempontbdl.

Jegyezzilk meg, hogy a lineéris Iégsebességet nem a teljes fermentor keresztmetszetére, hanem a
keverd altal strolt fellletre szamitjuk. Azt talaltak, hogy a

Pg

vagyis a leveg0ztetett, ill. nem levegoztetett esetben sziikséges keverési energia aranya a levegéztetési
szam fliggvénye. A fliggvény lefutasa fligg a keverd kialakitasatol, ezért a 4.89. abran kever6tipustol
fliggd gorbéket lathatunk. Valamennyi gorbe kdzel azonos hatarértékhez tart az Na ndvekedése esetén,
ez a hatéarérték 0,3-0,4 értéknél van. Itt tulajdonképpen a kovetkezé tranziensr6l van szo: kis
légsebességeknél jo g/f diszperzid jon l1étre, mas szdval a keverd képes a bevezetett leveg6t felaprozni
(az a anyagéatadasi feluletet ndvelni), mig nagy légsebességek esetén az Ugynevezett elarasztési
(flooding) jelenség 1ép fel, azaz olyan, mintha a keveré levegdben forogna, nem alakul ki jo g/f
diszperzid, a gaz felapritas és elkeverés nélkil aramlik &t a rendszeren (lasd a 4.86. &brat is).
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1
B

turbina n=6

0,54

lapatkeverd

0 6 12
LEVEGOZTETESI SZAM*102

4.89. abra: Py/P fiiggése a levegiztetési szamtol

Az abra goOrbéibdl lathatoan éppen a leginkdbb hasznalatos nyitott turbinakeverdk esetén
legkedvezébb a kép, itt novelhetd leginkabb a levegGsebesség anélkiil, hogy elarasztast észlelnénk.
Jegyezziik meg, hogy a 4.89. abra szerinti gorbék egy adott keverd-fordulatszdmhoz tartoznak.
Minden fordulatszamhoz més-mas lefutasi gorbe tartozik, azaz minden fordulatszdmnal kilénbozik az
a leveglztetési tartomany, amelyen beliil miikddtethet6 a reaktor anélkiil, hogy elarasztas 1épne fel. A
kevert/levegbztetett reaktorban torténé buborékképzést és eloszlatast kovethetjiik a 4.4. videdn. Adott
levegdztetési sebesség mellett, alacsony fordulatszam az elarasztast mutatja: a buborékok apritatlanul
¢és elkeveretleniil haladnak at a reaktoron. Amint né a fordulatszam, a buborékképzés megindul, a
buborékok kovetik a kialakulé aramvonalakat. Nagy fordulatszamon olyan kicsik a buborékok, hogy a
1¢ optikai megjelenése is megvaltozik, azaz a mindeniitt jelen 1év6 kicsiny buborékok fénytorése a
fermentleveket opalossa teszik. Ez felel meg a jo gaz/folyadék diszperzidnak.

4.4. videO: Buborékképzés és eloszlatés kevert levegdztetett reaktorban

Miutan a keverés szerepével, teljesitményigényével és annak a levegdztetés hatasara bekovetkezo
valtozasaval megismerkedtiink, célszer(i megnézni most mar, hogy egy kevert-levegdztetett reaktorban
hogyan lehet megbecstilni az oxigénabszorpcids koefficienst, a K a-t, illetve megvizsgalni, hogy a K, a
mit6l és hogyan fligg.

Keverds reaktorok eredé térfogati oxigénabszorpcios koefficiensének (K a) becslésére a
szakirodalom egy sor Osszefliggest ad meg, nehéz azonban olyan, altaldnosan hasznéalhat6 kifejezés
megadasa, amelynek hasznalata helyettesithetné az adott bioreaktor oxigénabszorpcios viszonyainak
kisérletes tanulmanyozasat (lasd 4.8.3.2. fejezet).

Vizhez kozeli anyagi tulajdonsagokkal (p, u, Doy ) jellemezhetd fermentlevekre alkalmazhatjuk
Calderbank 0sszefuiggését az anyagatadasi felllet, az a becslésére.

G0,6
N
0

Vv
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ahol ¢ a fermentlé feluleti fesziiltsége,
p a striisége,
Ho a gaz hold up,
dy, az atlagos buborék atméro.

6H
Ebbél kovetkezik a = q % felhasznalasaval és a 0,0009[m] elhanyagoléséaval, hogy az anyag-
b

atadasi fellilet egységnyi térfogatban:

0,4
Pg 0,2
(vj P
a=144"""__  HOS [m'l] (4.321)

60’6

Azaz keverGs reaktorokban az a az egységnyi térfogatba bevitt keverdteljesitménytdl fiigg.
Ertelemszerii, hogy a gaz hold up annal nagyobb, minél nagyobb a levegdztetési sebesség, igy a fenti
kifejezés elterjedtebb formaja is igaz (feltéve p és o allandosagat, amely adott fermentlénél
elfogadhatd), vagyis hogy

P 0,4
a o (gJ v2®, (4.322)
Y,

ahol vg az ugynevezett fellleti linearis legsebesseg, ami definicio szerint az alabbi:

VS = L24 [m3 / mzs] (4323)
DTTC

Ez a feluleti linearis légsebességet a teljes készillék-keresztmetszetre definialta, szemben a
levegbztetési szamnal hasznalttal, ahol a keverd altal surolt keresztmetszet szerepel a definicidban.
Ugyanakkor turbulens aramlasi viszonyokra (1asd 4.32. tablazatot) talaltak megfelelének a

1 3
Sh =0,13Sc3 Re# (4.324)
kifejezést, ahonnan
3
K oc N4 (4.325)

érték adodik, azaz az ered6 anyagatadasi tényezé a keverd fordulatszamanak 3/4-ik hatvanyaval
aranyos. Az eredd oxigénabszorpcios tényezének, tehat a €s K szorzatanak az értékére kissé eltérd
Osszefliggést talaltak megfelelonek, amelyben N nem a 3/4-dik, hanem 0,5- 6dik hatvanyon szerepel:

p 0,4
K ae (gj vOAN©e (4.326)
s
\%
Ez az sszefliggés laboratériumi léptékii fermentorokra érvényes. Altalanosan inkabb a

(4.327)
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alakban irhat6, amely kifejezésben o és B mérettél fiiggd allandok, elébbi 0,3 és 0,95 kozott, utdbbi
pedig 0,5-0,67 kozott talalhato a kiilonbozé kutatok altal a kiilonbozo kevert bioreaktorokra kapott
osszefliggésekben®,

45.6. K a fuggése a kdrnyezeti paraméterektil

Az el6z6 alejezetekben megismertiik azokat az alapvetd Osszefiiggéseket, amelyek az oxigén-
abszorpcios koefficiensnek a kiilonbozo levegdztetési paraméterektdl (buboréknagysag, keverd-
fordulatszam, gazsebesség) vald fliggését irjak le. Minthogy a megismert 6sszefliggések tartalmazzak
a fermentlé jellemzé fizikai allandoit (p, p, o, Doy), konnyl belatni, hogy mindazon k&rnyezeti
paraméterek, amelyek ezeket befolyéasoljak, a K a értékét is befolyésolni fogjak.

A hémérsékletnek K, a-ra gyakorolt hatasat az alabbi 6szszefiiggéssel lehet leirni:

(Kea)p 1024 72) (4.328)
(K)o

A hémérséklet novelése tehat ndveli K a értékét. Emlékeztetiink azonban arra, hogy C* csokken a
hérmérséklet novekedésével, ezért az oxigénatadas sebességi viszonyainak (egy reaktorra jellemzo
OTR-nek) homérséklettol valo fliggését a két ellenkezo hatas ereddje hatarozza meg.

A tapoldatokban oldott tapanyagkomponensek megvaltoztatjak a lé fizikai tulajdonsagait, a tapsé-
oldatokban mért K, a értékek altalaban kisebbek a tiszta vizben mérhet6knél, mégpedig a szokasos
tapoldatok esetén

K ,
(K1) g _ (4.329)
(K La)viz

szerint, ahol oy altalaban 0,8-0,85 tartomanyban mozog.
Az oldott sok hatasa az ionerdsség ismeretében pontosabban becsiilhetd, mivel érvényes az alabbi
empirikus dsszefliggés:

=0 =1-378.1 (4.330)

ahol I az ioner6sség.

Osszefoglaloan tehat varhaté, hogy egy tapoldatban a tiszta vizhez képest jelentdsen kisebb az
oxigén- abszorpcids koefficiens, ez akar 50-60 szazalékra esést is jelenthet.

A fermentaciok soran a karos habzas elkeriilésére gyakran alkalmaznak kémiai habzésgatlo
szereket. Ezek a felliletaktiv anyagok iranyitottan helyezkednek el a gaz/folyadék hatarfeliileten, csok-
kentik a fellleti feszlltséget, és igy csokkentik a buborékok atmérgjét (lasd a (4.321) Gsszefiiggést),
ezaltal novelik az anyagatadasi felulet, a nagysagat. Emiatt K a értékére novel6é hatasuk van.
Ugyanakkor azonban, mivel a hatarfeliileten iranyitottan elhelyezked6 ,,merev” stagnald feliiletaktiv
anyagfilm jon létre, amely egyrészt a folyadékelemek mozgasat gatolja, masrészt néveli a buborék
folyadékoldali ellenallasat (ez a kettd akdr ugyanazt is jelentheti), mintegy megnodvelve a stagnald
folyadékfilm vastagsagat, ezért K, értéke csokkenni fog felliletaktiv anyagok jelentlétében.

Végredményben a két ellentétes hatas ereddje hatarozza meg, hogy egy adott feliiletaktiv anyag
jelenlétében csokken-e vagy novekszik K a értéke.

% A (4.326) és (4.327) egyenletekben Py/V egysége LE/m?, V; pedig m/h dimenzidban hasznalatos.
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A fermentlé viszkozitasanak szintén igen jelentds hatdsa van az oxigénabszorpcids viszonyokra.
Ez a hatds olyan kifejezett és annyira komplex, hogy a kovetkez6 alfejezetben részletesen foglal-
kozunk a fermentlevek reoldgiajanak kérdésével.

45.7. Fermentlevek reolégiai viselkedése
Ismert, hogy egy fluidum bels6 surlodasa a kovetkezé dsszefliggés alapjan definialhaté mennyiség:

T=—uy, (4.331)

ahol t a fluidumra hat6 nyirofesziiltség (eré/feliilet) {kgm}[l} - [kg}
s | m? m.s’

ya nyirosebesség, ami nem mds, mint a fluidum er6hatdsra merdlegesen mért
sebességgradiense [m.lz 51} és
s m
u a fluidum dinamikai viszkozitasa [kg/m.s = Pa-s = 10P =1000 cP].
A két kovetkezo tablazatban, azért, hogy némileg kozelebb keriiljon hozzank a nyirosebesség
fogalma, illetve a viszkozitdsok tényleges nagysdga, néhdny, a mindennapi életben el6forduld
nyirdsebességet és néhany kdznapi anyag viszkozitasat mutatjuk meg.

4.34. tablazat: Mindennapi életben eldfordulo nyirosebességek

keverdk 100-10 000 s
végas késsel ~5.10°s™
forgo, kent alkatrészek 10-10° s

4.35. tablazat: Néhany newtoni fluidum viszkozitasa 20 °C-on

viz 107 Pa-s
tej 1,4-10°Pas
20%-0s cukoroldat 2,0-10° Pa.s
glicerin 10t-Pas

Newtoni fluidumok esetén p dinamikai viszkozitas alland6 érték, tehat a 4.90. abra szerinti 1.
folyasgérbe egyenes. A nem newtoni fluidumokra az jellemzd, hogy a

t=f(7) (4.332)

folyasgorbéik a newtoni folyadékokétdl eltéréek. A leggyakrabban eléforduld nem newtoni
reologiai karaktereket a kovetkezokben foglalhatjuk 6ssze (4.90. abra).

Pszeudoplasztikus fluidum-pszeudoplaszticitas esetén (4.90. abra 2. gorbe) a folyasgdrbe lehajlo,
csak nagyon kis és nagyon nagy nyirosebességek esetén jellemezheté allando viszkozitassal.
Tulajdonképpen csak latszolagos viszkozitasrdl van értelme ilyen fluidomoknal beszélniink, mivel a
viszkozités fligg a nyirosebességtol (4.91 abra):

T=—p ¥ (4.333)

ahol .y, a latszolagos viszkozitas (Pa.s, cP).
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dilatans

4 Bingham,~
5 Casson
2 pszeudoplasztikus
Y
4.90. abra: Folyasgorbék
T lg Happ
o _ _ R
r“ﬁ“ .
;

4.91. &bra: Pszeudoplasztikus fluidum folyasgorbéje,
és a latszolagos viszkozitas fiiggése a nyirosebességtol

A pszeudoplasztikus reolégiai karakter r:f(y) fuggvenyét tobbfeleképpen lehet matematikailag
modellezni. Legelterjedtebb megkdzelités az an. hatvanytorvény, amely szerint:

1= —Kj", (4.334)
ahol K az un. konzisztenciaindex és
n az un. katvanytorvényindex, amely pszeudoplasztikus anyagokra n<1 értékii.

Ugyancsak a hatvanytérvénnyel irhaté le a dilatdns reoldgiai karakter, amelyet a 4.90.
osszefoglald abra 3. gorbéje szemléltet, ekkor n értéke 1-nél nagyobb.

Fermentlevek esetében is gyakran tapasztalhatd, hogy a fluidum csak egy bizonyos nyiréfesziltseg
esetén kezd el folyadékként viselkedni, tovabbi nyiraskor azonban méar newtoni folyadék maddjéra
vagy pszeudoplasztikusként viselkedik. Az ilyen reoldgiai karaktert BINGHAM-plasztikus viselke-
désnek nevezziik [Bingham-test], az utébbi esetben a fluidum Casson-reoldgiat kovet. (4.90. abra 4.
és 5. gorbék). Ekkor a (4.334) altalanosabb alakja érvényes:
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t=1,-Kj", (4.335)

amelyben 1, a hatarnyiro-fesziltség és
K pedig az Un. plasztikus viszkozitas vagy rigiditas.

Végeredményben mind a newtoni, mind a nem newtoni reologiai karakterek jellemezhetoek a
hatvanytorvény altalanos alakjaval (4.36. tablazat).

4.36. tdablazat: A hatvanytérvény paraméterei kiilonbozé reologiai viselkedeésii fluidumokra

Ty K n
Newtoni 0 u
Pszeudoplasztikus 0 konzisztenciaindex <1
Dilatans 0 konzisztenciaindex >1
Bingham O<ty<t plasztikus viszkozitas 1
Casson O<ty<t plasztikus viszkozitas <1

Sok esetben eldfordul idofiiggd viszkozitas is fermentlevek esetében, ekkor a nyirds idotartama
befolyasolja a latszlagos viszkozitds értékét. Ha adott idépontban az ilyen fluidum dilatans
viselkedésii, akkor reopektikus, ha pszeudoplasztikus, akkor tixotrépos reologiai karakterrel van

dolgunk.

Idofiiggd viszkozitas esetén talalkozhatunk a hiszterézis jelenségével is, amikor mas folyasgorbe
jellemzi a fluidumot novekvd és mas csokkend nyirosebességek esetén (4.92. abra).

novekvd

idé ,Y

4.92. abra: 1dofiiggo viszkozitas és hiszterézis
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VISZKOZITAS

ANYAGELOKESZITES T FELDOLGOZAS
SZWATTYUZAS ~F,ERI»,IENTAC 10 SZIVATTYUZAS
FUTES,HITES HOATADAS: hémérséklet TUTES HGTES
KEVERES ANYAGATADAS: R E
ANYAGATADAS keverés %S
buborekmozgas, -kepzes CENTRIFUGALAS
€s -egyesiilés
oldottoxigén-szint

TERMEKKEPZODES

VISZKOZITAS

NOVEKEDES MORFOLOGIA

FERMENTACIO HATEKONYSAGA, GAZDASAGOSSAGA

4.93. abra: A reologiai viselkedés jelentosége a fermentdcios miiveletekben

A fermentlevek reol6giai viselkedésének komplex hatdsa van a fermentéciora, illetve valamennyi
fermentacios miveletre komplex hatdsa van a viszkozitdsnak, a sterilezéstél kezdve a termék-
feldolgozas miiveletéig. E kérdéskorrdl attekintd képet nytjt a 4.93. abra, amelyen feltlintettiik azokat
a fizikai és biologiai torténéseket, illetve miiveleteket, amelyeket kozvetleniil vagy attételesen befolya-
solnak a reologiai viszonyok, illetve amelyek visszahatnak a reoldgiai viselkedésre.

A fermentlevek nagy viszkozitdsanak és extrém reol6giai viselkedésének tébb oka lehet. Legke-
vésbé gyakori a szubsztrat okozta viszkozitdsndvekedés, ennek csak akkor van jelentdsége, ha a
szubsztrat torténetesen valamilyen oldott polimer (keményito).

A mikrobakoncentracio névekedése a fermentacié soran noveli a fermentlé viszkozitasat. Egysejtii
mikroorganizmusok fermentlevei altalaban newtoni karaktert mutatnak még viszonylag nagy
sejtkoncentracio mellett is. Baktériumok ¢és élesztdk szuszpenzidira alkalmazhaté a modositott
Einstein-egyenlet:

H fermentlé _ 1+§CD 4 bd? (4.336)
M taptalaj

ahol b empirikus &lland6 (6-8 kozotti) és
® a szuszpendalt sejtek térfogata/dssztérfogat.

Pékélesztére vonatkozd viszkozitas-sejtkoncentracio gorbét mutat be a 4.94. abra, amelyen lathato,

hogy még igen nagy, 80 g/dm?® sejtkoncentraciok esetén is csekély a viszkozitasndvekedés. Ugyan-
akkor 100 g/dm? felett a newtoni karakter pszeudoplasztikussa alakul.
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4.94. bra: Saccharomyces cerevisiae sejtszuszpenzio viszkozitasa

Gyakran a fermentlé nagy viszkozitasat, illetve nem newtoni viselkedését a fermentacid soran
képz6d6 extracellularis termékek, pl. bizonyos poliszacharidok, mint a dextran, levan, xantan okozzak.
Utobbi fermentacio esetén a fermentlé 2% termékkoncentracionél igen viszkozus és Bingham-
plasztikus viselkedésii. Felforditott edénybd6l nem folyik ki, mert a gravitacio okozta nyirdfesziiltség
nem elegendé a folyashoz, azaz szilard testként viselkedik. De ha keveréssel nyirjuk, azonnak folyni
kezd, amint azt a 4.5. vided mutatja.

4.5. vided: Bingham-plasztikus viselkedés

Bizonyos mikrobak a fermentacié sordn nemkivanatos fellleti poliszacharidokat, nyalkaszerti
anyagokat valasztanak ki, amelyek viszkozitasnoveld hatasuk révén rontjak a sejtfeldolgozas miiveleti
hatékonysagat. Megfigyelték, hogy példaul a tapoldat megfeleld megvalasztasaval (N-forrds) ez a
nyalkaképzddés eliminalhato.

A fonalas baktériumok és fonalas gombak fermentacidjakor a leggyakrabban pszeudoplasztikus,
esetenként Bingham-plasztikus viselkedés figyelhet meg.

Ennek oka az, hogy a ndvekvé micéliumok mintegy hatarozott fonalszerkezetet alakitanak ki a
fermentlében. Minthogy a gyogyszeripari, foleg antibiotikum-fermentaciok nagy tobbsége ilyen fona-
las mikroorganizmusok (gombak vagy Actinomicetak) tenyésztésén alapszik, érthetd, hogy a reoldgiai
kérdést féleg az antibiotikum- és enzimfermentaciokkal kapcsolatban tanulményoztdk a legbeha-
tobban. Képzeljiink el egy pszeudoplasztikus viselkedésti micéliumos fermentacidt, amelyet keverds
gyogyszeripari reaktorban hajtanak végre. A keverOelemek sebessége és a keverGelemektdl valo
tavolsag fuggvényében (4.95 abra) pontrol pontra valtozik a fermentlére haté nyirésebesség a
reaktorban, tehat pontrol pontra valtozik a latszélagos viszkozitas értéke is. Ennek megfelel6en az
atkeveredés, az oxigénellatottsag, a hdatadas is fiiggvénye lesz a kever6tdl mért tavolsagnak.
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4.95. &bra: Nyirosebesség a keverd-fordulatszam és a keverdtdl valo tavolsag fiiggvényében,
atlagos nyirdsebesség

Az atlagos nyirosebesség kb. a fele lesz a maximalisnak az egész fermentorra vonatkoztatva,
amibd6l kovetkezik, hogy a kever6tol tdvol nagyon konnyen alakulhatnak ki olyan holt terek, ame-
lyekben semmiféle hé- és anyagatadasi folyamat nem megy végbe. Az ilyen holt terekben vagy csak
csekély mértékben atkevert teriileteken a hémérséklet megemelkedik, az oxigénellatottsag romlik, az
anyagcseretermék CO, nem tavozik el a fermentlébél, a pH-szabalyozé ingrediens adagolésa lokalisan
drasztikus pH-véltozasokhoz vezethet.

Nagyon gyakran micélialis fermentacidé soran az idGben is valtozik a reoldgiai viselkedés. A
4.96. bran egy Endomyces sp. glikoamilaz fermentaciojanak reoldgiai képe lathatd. Figyeljik meg,
hogy a kezdetben newtoni téptalajon a ndvekedés sordn a fermentlé pszeudoplasztikussa valik, n
értéke egyre kisebb, mikdzben a konzisztenciaindex nd, majd a fermentacio vége felé ismét
megkdzeliti a newtoni viselkedést, és latszolagos viszkozitasa csokken.
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4.96. dbra: Endomyces sp. glikoamilaz fermentécidjanak reologiai képe.
A reologiai karakter valtozasa a fermentacid soran
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higitas higitas idé
4.97. dbra: A fermentlé vizzel valo higitasa javithat a termelésen

A nem newtoni fermentlevek latszélagos viszkozitasanak az oxigénabszorpcids koefficiensre
gyakorolt hatasat gyakran a (4.327) 6sszefliggés modositasaval adjak meg:

P a
K= k(VQJ VEN"*ul (4.337)

amelyben y értéke méretfiiggéd és —0,7 és 1,0 k6z6tt mozog. Végil megemlitjik, hogy gyogyszeripari
fermentacidk soran sokszor ugy kizdik le a viszkozitasndvekedés okozta oldottoxigén-szint romlasat,
hogy a tenyészetet steril vizzel higitjak. 10%-os térfogathigitas akar az oldottoxigén-szint 20-50%-0s
novekedését és ezzel tovabbi termékképzést tesz lehetévé. Egy ilyen antibiotikum-fermentacio
kvalitativ képét mutatja a 4.97. abra.

A levegoztetéssel és keveréssel kapcsolatban megszerzett tudasunkat ellendrizzik a 4.14.
animécio és a 4.15. animécio feladatainak megoldésaval.

4.14. animdcio:

4.15. animacio: Onellendrzés: levegdztetés
4.5.8. A nyirés hatdsa a tenyészetre

Lattuk, hogy fonalas baktériumok és gombak micéliumos novekedésekor a fermentlének bizonyos
szerkezete alakul ki, amely nem newtoni viselkedéslivé valtoztathatja a fermentlevet. E nem newtoni
viselkedéssel megndvekedett gondot jelent a jo keveredési viszonyok, anyag- és héatadasi koriil-
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mények biztositasa. Felmeril a kérdés, miért nem novelhetd akkor minden hataron tal a keverd
fordulatszama ¢és igy a nyiras (vagyis csokkenthetd a latszolagos viszkozitas). Ennek két oka van: az
els6 gazdasagi, hiszen bar a teljesitménybevitel fokozasa ténylegesen javitja az anyag- és hdatadasi
viszonyokat, azonban megndvekednek az energiakoltségek. A méasik ok a sejtek fizikai karosodasa,
amelyet a megndvekedett nyirds okoz, pl. a fonalak feltéredezésén keresztil. Ez egyszersmind tovabbi
létulajdonsdg-romlashoz vezet, hiszen a sejttoredékekbdl egy sor, példaul a feldolgozasi miiveleteket
nehezité anyag keriilhet a fermentlébe.

Sok fonalas gomba nemcsak micéliumos, hanem n. gobds (pelletes) formaban is képes névekedni
(lasd a 4.4.3.3. alfejezetet). E gdbok bizonyos tenyésztési korilmények hatasara létrejovo, micéliu-
mokbdl felépiilt gombhéjszerkezetet jelentenek, amelyeknek mérete néhany tizedt6l 5-10 mm-ig
valtozhat. Az ilyen pelleteket tartalmaz6 fermentlevek (ugyanolyan sejtkoncentréciénal) newtoni
viselkedéstiiek, és sokkal kisebb viszkozitasuak, mint fonalas ndvekedés esetén. Gyakran a gobods
novekedés kedvezbtlen a fermentaciora, de pl. az oldottoxigén-szintre érzékeny citromsav-fermentacio
mikroorganizmusok igen érzékenyek a keveré okozta nyirasra. Ugy talaltak, hogy a nyiras két modon
is roncsolhatja a goboket. Egyrészt a pelletatmérd csokkentésén keresztiil hatva a gobok feliletérol
miceliumrészek, pellikulumok szakadoznak le, méasrészt a gobok kdzvetlen szétesésén keresztiil.

A ,,gobkopasi” folyamat a kovetkezo kinetikaval irhato le:

D,

55
" k(ND;)*”D3’, (4.338)
ahol Dp a pillanatnyi pelletatméro.
Tehat a gob feliiletének nyiras altal okozott kopasa igen erésen fiigg a keveré méretét6l (D;) és a
fordulatszamatdl (N), valamint a gobmérettol is.
A gobszétesési folyamat pedig elsdrendi kinetikat kovet:

dn

—=-kn
dt

r 1

(4.339)

ahol n a gébkoncentracio (db/térfogat) es k; aranyossagi tényez6, amely igen erdsen fiigg a keverés
kortlményeitél, amit a (4.340) egyenlet bizonyit:

n=n, exp(— o[DF?N G’GSD?JS]t) (4.340)

Itt emlitjuk meg, hogy szuszpenzids novényi és kilondsen allati szdvettenyészetek rendkivil
érzékenyek a nyirasra. Utobbiak esetében a szokvanyos kevert/levegdztetett és csak levegdztetett
bioreaktorok emiatt nem is mindig alkalmazhatéak, a keverést, de még a levegbbevezetést is, az
eddigiekben targyaltaktol sokszor eltéréen valositjak meg.

4.6. Bioreaktorok
4.6.1. Néhéany fontosabb reaktortechnikai alapfogalom

Az idealis bioreaktoroknak alaptipusai a miikodtetés szempontjabdl kétfélék lehetnek, szakaszos és
folytonos muiikodtetésii reaktorok. Utdbbiak dugdéaramu vagy tokéletesen kevert reaktorok lehetnek a
benniik aramlé fluidum keveredési viszonyai alapjan.

Tokéletesen kevert reaktorokban barmely folyadékelem a reaktor valamennyi pontjan azonos (sem
anyag-, sem hdégradiens sehol sem észlelhet6 a reaktorban), dugdaramu reaktorban pedig a
folyadékelemek a szomszédos elemekkel anyag- és hokicserélédéstdl mentesen haladnak végig a
reaktor hosszan. A dugdaram ugy is elképzelhetd, mint egy-egy elemi szakaszos reaktor végighaladasa
a reaktor hossza mentén. Ezen alaptipusokat a 4.98. abra mutatja be.
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4.98. abra: Idealis reaktorok tipusai

A fenti reaktortipusoktdl a valdésagban igen sok eltérés lehet, aminek oka lehet példaul a fluidum-
elemek csatornakban torténé aramlasa, a visszakeveredés a fluidumelemek kozott, stagnald (nem
kevert) régidk megléte a reaktorban, stb.

Reaktorok igen fontos jellemzéi a tartdzkodasi idé, illetve a tartozkodasiidé-eloszlasok (folytonos
reaktorokban). Evvel a kérdéssel a kemosztat folytonos fermentécidval foglakoz6 alfejezetben
részletesen foglakoztunk (4.4.5.1.1. alfejezet).

Evidens, hogy a reaktorba belépé fluidumelemek kiilonb6zé utakon haladnak, kiilonb6z6 ideig is
tartozkodnak tehat a rendszerben. Lényegében egy belép6 fluidumelemnek harmas esélye van:

— vagy azonnal kilép a reaktorbol,
— vagy végtelen ideig benne marad,
—vagy valamilyen hatarozott ideig tartézkodik a reaktorban.

Ezen tartozkodasi idoket egy eloszlassal, a tartozkodasiidé-eloszlassal jellemezhetjik®. Ez az E
flggvény, ami a tartozkodasiid6-eloszlas fiiggvény stlriiségfiiggvénye (lasd a (4.192) egyenletet).
Nyilvanvald, hogy a harmas esély figyelembevételével

TE(t)dt =1, (4.341)
0

vagyis valamennyi ideig (beleértve a zérust is) minden folyadékelem tartézkodik a rendszerben, vagy
masképpen fogalmazva, végtelen id6 alatt valamennyi folyadékelem elhagyja a rendszert.

Ha t és t + dt kozotti id6tartamig a rendszerben tartdzkodo folyadékhanyad, azaz t és t + dt
id6tartamba es6 ,.kora” folyadékhanyad dF, akkor a t; idonél ,,fiatalabb” folyadékhanyad,

t
Fo., = [E(tht, (4.342)
0
mig végll a t;-nél idésebb fluidumhanyad (1asd 4.99. abra)

Fo. = TE(t)dt : (4.343)

84 angol nyelvii irodalomban RTD = residence time distribution
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E At idénél tovabb a
rendszerben tartézkodo
A t; idénél riovidebb fluidumhanyad
ideig a rendszerben
tartozkodo fluidum
hanyad =
t, t

4.99. dbra: Az E fliggvény értelmezéséhez

Az E fiiggvény alkalmas a reaktorban torténd nem idealis aramlasi viszonyok jellemzésére is. Az E
fuggvény (amely a tartozkodasiid6-eloszlas siirtiségfiiggvénye), illetve az F fiiggvény (a tartozkodasi-
id6 eloszlasfiiggvénye) kisérleti meghatarozasa egyszert ,,tracer” technikaval megvalosithato.

E moédszernél valamilyen zavarast végziink a reaktorba bemend anyagaramban, majd a rendszer
vélaszat vizsgéljuk e zavarasra.

A leginkabb hasznalt, legegyszerlibb zavarasok: az egységugras-, illetve az impulzuszavaras
(ezeken kivill véletlenszerii és ciklikus zavarasokat is szoktak alkalmazni).

valtoztatjuk, majd ezen az értéken tartva, a reaktorbol kilépd aramban mérjiik a C koncentraciot.
C/C,-t brazolasban a valaszfliggvényt nyerjik, amelyet F gérbének neveziink.

e, | B
11 7]
KIMENO JEL
o
idé

4.100. abra: Ideélis egységugras, F fliggvény meghatarozasa

Dirac-féle & fliggvény

KIMENO JEL

4.101. dbra: ldealis impulzuszavaras, C gorbe meghatarozasa

Idedlis impulzuszavarés esetén az un. C gorbét nyerjik, ha normalizaljuk a koncentracioértékeket
az alabbiak szerint:

© Sevella Béla, BME www.tankonyvtar.hu



http://www.tankonyvtar.hu/

328 Biomérndki miveletek és folyamatok

0

det;Edt:l, ahol Q=|[cCdt (4.344)
0 OQ

0

Az abrazolt C tehat C/Q minden id6pontban.
Zéart edényre (ahol a be- és kilép6 ponton nincs visszakeveredés (lasd késobb), az F, C és E gorbék
kozott az aldbbi 0sszefuggések allnak fenn:

C=E, (4.345)

vagyis az impulzuszavarasra adott normalizalt vélaszfuggvény éppen megadja a tartozkodasiidd-
eloszlas strliségfiiggvényét. Masrészt a kétféle ,,tracer” modszer kdzotti kapesolat a kovetkezo:
t . dF
F= j E(t)dt és — =E (4.346)
0 dt
A tartdzkodasiidé-eloszlas stirliségfiiggvényét tehat megkaphatjuk, ha derivalunk egy kisérletileg
meghatarozott F(t) fuggvényt. Méas szoval az egységugrés-zavaras valaszfuggvenyének derivéltja egy

impulzuszavarasra kapott valaszfiiggvénnyel egyenld.
Az atlagos tartozkodasi id6 definialasaval tovabbi relaciok fedezhetok fel:

t= X és kemosztatnal D = i = l (4.347)
f VvV t
ahol f a térfogataram a V allando térfogath reaktorba és reaktorbol. Ekkor levezethetd, hogy
t=t. =t;. (4.348)

A reaktorok két sz¢ls6 idealis esetére, az in. dugoarammal jellemezhetd reaktorra és a tokéletesen
kevert reaktorra a 4.102. dbran lathato grafikus képek nyerhetdk a fenti fliggvények abrazolasaval.

1,00
i 0,90 )—ﬂ'ﬁ
: 0,80
1 0,70 /
0,80 o —
08 - = w 050 ,/ 1]
w 06 Leriles Nl — 040 — F=l—pt
04 0,30 = = -
: 0,20 r4
02 0,10 Vi
] 0,00
0 1 2 3 4 5 & i 2 4 6
t 1

= |
Il

Szélesséo=0

- 0,60 i ‘ ‘
i 0,50 m
0.8 Sy E=lo=
b 0g Teriilet=1 — £ 0z .

04 0,20 g

0,2 0,10 \.‘ﬁ"‘m
0 0,00 —
0 1 5 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6

t ¢

4.102. abra: Idedlis reaktorok E és F fliggvényei
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Egy eloszlas varhato értékét a kdzepértekfuggvény, vagyis az eloszlasfiiggvény elsé momentuma
adja meg, ez az atlagos tartozkodasi ido:

T tCdt
“i-

(4.349)
j Cdt

Ha kisérletesen hatdrozzuk meg a gorbéket, rendszerint nem folytonos gorbét, hanem diszkrét
pontok sorozatat kapjuk, ekkor az atlagos tartdzkodasi id6 a kovetkezdképpen szamithato:

Zn:t C,At,
ZCiAti
i=0

Az eloszlas szorésnégyzete a méasodik momentum segitségevel sz&mithatd ki, ami diszkrét
pontjaival megadott gérbe esetén szintén megadhatd a kdvetkezoképpen:

—|
1

(4.350)

et ! )y o SE)rca, o, St -trcat

cl=m,-mi=2— -t?=0_ éscizzE 1=

TCdt det o Zoan 2.0,
0 0

(4.351)
4.6.1.1. A tartozkodasi ido eloszlasfiiggveny alkalmazasai

Az RTD sok hasznos informéaciot nydjt egy folytonos reaktorr6l, annak aramlési, keveredési
viszonyairol. Az E és F fiiggvényeket fel lehet hasznalni az idealis viselkedést6l vald eltérés mértéké-
nek becslésére (a reaktorviselkedés diagnosztizalasara). Tekintsuk példaul az idedlis CSTR megismert
E és F fiiggvényeit. Az ezeknek az egyenleteknek megfelel6 elméleti gorbéket dsszehasonlitva az
adott rendszerekre kisérletileg kimért E vagy F gorbékkel, elképzelést alkothatunk az aktudlis rendszer
keveredési viszonyairol.

Az idealistol valo eltérések gyakran jol megallapithatd okokra vezethetdk vissza, csupan a gorbék
szemrevételezése alapjan is. Ehhez tekintsiik az aldbbi 4.103. &brat, amelyen feltiintettik az idealis
viselkedést és két gyakran el6fordulhatd okot a nemidealis viselkedésre.

A kozépsé abran olyan nem idealis viselkedés lathatd, amikor a tracer azonnal megjelenik a
kimend dramban, azaz a rendszer Ugy viselkedik, mintha a bemend térfogataram egy része kikeriilné a
reaktort. A jobb oldali esetben pedig az ideélisnal gyorsabb a kimend dram homogénné valasa, azaz
nem kevert térfogathanyad van a reaktorban, mintegy csokkent az effektiv reaktortérfogat.

Az idealistol eltérd keveredési viszonyok természetesen befolyasoljak a reaktorban lejatszodo
(bio)kémiai, enzimes, ,,ndvekedési” reakcidk lefutasat is.

Maganak a ,reakciénak” a lefutdsa egy reaktorban azonban nem csupan a reaktor fentiekben
vazolt makrokeveredési viszonyaitol figg.

Az ugynevezett mikrofluidumok esetében, amelyek szabadon keveredd egyedi molekulakbol
allnak, mind makro, mind mikro szinten megvaldsulhat a tokéletes keveredés CSTR-ben. Vannak
azonban Un. makrofluidumok is, amelyekben kis, 10"-10" molekulat tartalmazé csomagocskak
vannak jelen (illetve gy viselkedik a fluidum, mintha ilyenek lennének), és ezek egymassal sohasem
keverednek tokéletesen, még kevert reaktorban sem. A két szEélsé eset elnevezése: maximalis vagy
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teljes keveredés (complete mixedness), illetve teljes szegregacio (complete segregation). A két szélso
eset kdzott a mikrokeveredés igen valtozatos esetei jelenhetnek meg. Sajnos errél az RTD révén mar
nem nyerhetiink felvilagositast.

Idealis CSTR CSTR bemend CSTR nem kevert
bypass-szal holt zénawval
f f f R f
¥ - ¥ ¥+
=z
vV v v
(1-Pof]

[ | 1 [ |

1- D hanvad A reaktor 1- o hanyada
nem jut areaktorba feri kevert

K BD E

BDe P&

t t

4.103. abra: Eltérések az idedlis viselkedéstol

Teljes szegregacio esetével allunk szemben pl. a hdsterilezés esetén (részletesen lasd a 4.7.
fejezetet), ekkor az egyes sejtek egymastdl fliggetlen csomagocskékat jelentenek, gy viselkednek,
mint sok-sok szakaszos reaktor egy folytonos aramban.

Legyen ilyen komplett szegregacid esetén egy rendszer i-edik komponensének koncentracidja a t
idépontban cip(t) egy adott szakaszos reaktorban®, amelynek kiindulasi sszetétele ugyanaz, mint a
vizsgalni kivant folytonos reaktoré. A folytonos esetben E(t)dt jelenti a kifolyoban megjelend
fluidumelemeknek azt a hanyadat, amelynek tartézkodasi ideje t volt, igy ezekben éppen Ci,(t) lesz az
i-edik anyag koncentréaciéja. Mindezen fluidumelemeknek koncentracioit dsszeadva kapjuk meg a
folytonos reaktorbol tdvozo fluidumban az i koncentrécidjat, azaz

C, = [y (E(t)dt. (4.352)

4.6.1.2. Diszperzids modell

Idealis dugoaram esetén egy fluidumelem anélkiil halad végig a cséreaktorban, hogy a szomszédos
fluidumelemekkel barmiféle anyagkicserélédési folyamat lezajlana. A valésagban azonban gyakorta a
szomszédos fluidumelemek kozétt van valamiféle anyagkicserél6dés, az aramlas frontvonala nem
egyenes, azaz az egymas mellett mozgd fluidumelemek sebessége kiilonb6z0, ezt visszakeveredésnek
(backmixing) vagy axialis diszperzionak nevezziik (4.104. 4bra).

8 A b index a szakaszos kifejezés angol megfeleljére — batch — utal.
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DUGOARAM DISZPERZIOS DUGOARAM

1 4tlagsebesség

dV folyadékelem S~ \
- %

4/

fluktualé sebességprofil
egyenes sebességprofil

4.104. abra: Dugbaram és axialis diszperzid

Ebben az esetben a tartozkodasi id6 eloszlasfiiggvénye természetesen mar nem irhatd le
egyszerlien az atlagos tartdzkodasi id6 értékkel. Az ilyen nem idealis viselkedés leirasara szolgal a
diszperzios modell és a sorbakapcsolt tokéletesen kevert reaktorokkal torténé modellezeés.

El6szor foglalkozzunk a diszperzidos modellel. A fludiumelemek hossziranyt (axialis) diszper-
zijara a Fick-torveny analogiajara irhato fel az an. axialis diszperzids modell:

o e oc o%c
Fick-torvény a molekularis diffaziora: —=Y¥ (4.353)
ot ox?
ahol W a diffuzids allandé.
oc o
Az axidlis diszperzidra analég modon: —=D—, (4.354)
ox?

ahol D az axidlis diszperzids koefficiens.

Célszeri dimenzidmentes formaban felirni a modellt. Ehhez vezessiik be a z = x/L mennyiséget,
ami a csOreaktor hosszirdnyaban mért koordinitdjanak a csohosszal (L) torténd osztasaval

keletkeztethetd, és a @z%ztru dimenziomentes id6t, amelyben - U az atlagsebesseg. Ezekkel a

bevezetésekkel a diszperziés modell a kovetkez6 lesz. Ez most mar az idealis dugéaramhoz hozzaveszi
a diszperzid okozta torzulast, sebességfluktuéciot is.

2
8C_(DJ8C oC (4.355)

o \uLje? oz

Ideélis dugbaram esetén ugyanis U(dj—;: =%, ami egyenértékli az U = 3_: kifejezéssel.

Fenti differencialegyenletben D/ul a reaktor (cséreaktor) diszperzids szama, amely mindsiti a
diszperzido mértéket. Reciproka az un. (axialis) Peclet-szdm. Ezek mértéke mindsiti a diszperzio, a
visszakeveredés fokat. Ha a diszperzids szam kicsi, nullahoz tart, azaz D/ul. — 0, ami ugyanaz, mint
Pe — oo, akkor elhanyagolhatd a visszakeveredés, azaz idealis dugoarammal allunk szemben. Ha
viszont D/uL— oo, vagy ami avval ekvivalens, Pe — 0, akkor nagyon nagy a visszakeveredés, az eset
megkdzeliti a tokéletesen kevert reaktort.

Ha a Pe elég nagy, vagyis D/uL elég kicsi, akkor a diszperziés modellbél kovetkezd Cq fliggvény
az alabbi lesz:
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1-o) (4.356)

1
Co = exp| —
D
) (Dj 4(_j
ul

uL
Ez egy Gauss-féle vagy normaleloszlas-fliggvénycsaladot reprezental, amelynek kdzépértéke
(4tlagos tartozkodasi id6) @ = % =1, szérasnégyzete pedig o* = 2([3_3Lj.
U
Jegyezzilk meg, hogy a diszperzids szdm, ill. a Pe szdm az egyetlen paramétere a gorbének, vagyis

a diszperzids modell egyparaméteres.
Ha Pe elég kicsi, vagyis D/uL elég nagy, azaz tavol vagyunk az ideélis dugéaramtol, akkor szintén

0. = % =1, de a szérasnégyzet mas lesz:
2 2 oL
ol =0—2=2_R—2(_3j 1-eo = 2|1- L e®) (4.337)
G uL uL Pe Pe

Ekkor a gorbesereget a kovetkezo, a 4.105. abra szemlélteti, amely nem szimmetrikus, mint a
Gauss- gorbe, viszont jol értelmezhetd rajta a két idedlis viselkedés és a kozottik torténd atmenet is.
Ha ugyanebben az esetben az F-gorbét dbrazoljuk, a kapott gérbesereg a 4.106. abra szerinti lesz.

dugdaram R =0 :E ~ 0,002

C@ ul. /UL

kis diszperzio

mn
D D
o s —=0,025
u ul
idealis keveredés diszperzio
On

NG _2 =0,2
™ ul.
PN nagy diszperzio
\

I\
i 20

<
LS @®=tit

0,5
y
1

0
4.105. abra: Keveredési viszonyok a Pe szam fliggvényében: C-gorbe
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1 T 7T T

By ¢

0,5

| 2‘.‘.1-..'..0,.5.:-.-. ls ) K ,
0 0,5 1 1.5

——ie
®=t/t

4.106. abra: Keveredesi viszonyok a Pe szam fliggvényében: F-gbrbe
4.6.1.3. Idedlis reaktorkaszkad

Gyakran lenne kivanatos egy biotechnoldgiai folyamat megvaldsitisira cséreaktor alkalmazasa,
ugyanakkor kiilonb6z6 okok miatt ez nem lehetséges (lasd pl. 6-APA elballitas: 3.7.4. alfejezet).
Ilyenkor sorba kapcsolt kevert reaktorokkal lehet megkdzeliteni a dugéaramu viselkedést.

A reaktorkaszkad-modell minden olyan esetben hasznalhato, ha a diszperziés modell is hasznél-
hatd, illetve nem vagyunk tul tavol az idealis dug6aramtol.

A dimenziomentes id6 definicioszertien az i-edik sorba kotott reaktorra @, = ; ami a tankonként

valtoz(tathat)6 tartdzkodasi id6, mig a teljes rendszerre is definialhaté egy tartdzkodasi id6, ami
0= T és az Osszes, N db tartalyreaktorra vonatkozik. Tekintsiink egy ilyen kaszkadot, amelynek els6

reaktoraba/-bol a térfogataram legyen f (m%/s), és térfogata pedig legyen Vi(m®). A 0. idépontban
injektaljunk a reaktorba egy nyomjelzét, amelynek koncentracidja, miutan egyenletesen eloszlott a
reaktorban, legyen C,. Barmely idében az anyagmérleg a kdvetkez6képpen adhaté meg:

A tracer eltlinésének sebessége = bemenet — kimenet

Az elsé reaktorra:

V, &o —fC, (4.338)
dt
c t t
-dC 1 C T
I_lz___j dt —L-et (4.339)
Co C, Ly 0
és ugyszintén igaz, hogy
t
LE, =e ". (4.340)
A masodik reaktorra
t
C. —
) ac, =f=e " —fC, (4.341)
dt t,
integralas utan
f,E,——e (4.342)
t2

N db reaktorra, amelyek dsszes térfogata VR=NV;, a kovetkez6 kifejezések nyerhetok:
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N-1 N ¥2
tE = (i) N—exp(—ﬂj t=Nt ot =L
t) (N-1) t N

N-1 —
tE=( L] 1 exp- L LI B
t,) (N-2) t, N

(4.343)

Egy ilyen reaktorkaszkad tartdzkodasi id6 eloszlas- és stirliségfiiggvényét abrazolja a 4.107. abra.

A grafikonokbdl lathatd, hogy a reaktorkaszkad novekvo N esetében egyre inkabb megkozeliti a
dugoaramu viselkedést. A fentieket ugy is felirhatjuk, hogy az egyes reaktorok stirtiségfiiggvényének
N-edik hatvanya adja meg a teljes rendszer stiriségfiiggvényet:

E(tEN)=EtE)" (4.344)

Ha a kaszkad egyes reaktorai nem egyforma térfogatliak, akkor pedig az egyes elemek szorzatat
kell képezni.

E(t,f,N)=E,(tf,) .E, (L )E,(tE). E,(tt,) (4.345)

2,0}_ i ]
N=20 T
E, 1
]
1,0 —1
]
]

0 ‘ . I L
0 0.5 1,0®:£1,5

t

4.107. abra: Egyenlo térfogatu reaktorokbol dllo kaszkad tartozkoddasi ido eloszlasfiiggvenyei

4.6.1.4. Diszperzids modell és reakcid

Amennyiben egy diszperzids modellel jellemezhetd reaktorban (bio)kémiai reakci6 jatszodik le, annak
az aramlasi, illetve keveredési viszonyokra gyakorolt hatisa is figyelembe veendd. Igy példaul
elsérendii kibernetikaju reakcio esetére — ilyen példaul a hépusztulas — felirva a viszonyokat, a
kovetkezd 0sszefliggés hasznalhato:

4yexpE
n(L) _ . 2 Y (4.346)
T ryy exp(eéy] ~(@-yy exp(— Zyj
1
4Da 2 _ ”
ahol y = (l+ P_eaj , amelyben Da =@ = kt, az elsdrendii reakci6 DAMKOHLER-szdma vagy
u

reakcidszama.
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Ha a dugdaramhoz eléggé kozeli viszonyok jellemzik a reaktort, akkor a kifejezés egyszeriisodik:

n(L Da’
Q = exp[— Da+ P J, ha pedig idealis dugdaram feltételezhetd, akkor w = exp(— Da).
n, e n,

(Lasd a sterilezéssel foglalkozo 4.7. fejezetet.)

46.2. Aerob fermentaciok bioreaktorai
4.6.2.1. Tartalyreaktorok

Az aerob fermentaciokhoz alkalmazott tartalyreaktoroknak két f6 tipusa van (lasd a 4.79. abrat). Az
egyikben csupdn levegObevezetés torténik a reaktorba valamilyen alkalmasan megvalasztott
levegdzteto-levegdelosztd rendszer segitségével, a masikban az elébbiek mellett mechanikus keverést
is alkalmaznak. Valdjaban e két alaptipusnak igen sok véltozata terjedt el a gyakorlatban. Ma mar
rendkivil sok, az alaptipusokba besorolhat6, valamint egyéb elveket felhasznal6 bioreaktort is alkal-
maznak a fermentacios iparokban. E sokféleség teljes korii megismerése messze tilhaladna e jegyzet
kereteit, ezért arra torekedtiink, hogy csak néhany jellemz6 bioreaktor—csoportot, ill. egyedi aerob
fermentécids berendezést mutassunk be. E reaktorok tobbsége olyan, amelyeket val6ban hasznalnak
Uzemi fermentéacios célokra, néhany azonban csak kisérleti tizemi 1éptékben (pilot plant) megvalGsult
fejlesztés.

Kozismert, hogy a legelterjedtebb aerob fermentor hossz évtizedeken at az elsdsorban gyogy-
szeripari fermentéaciok céljaira felhasznalt kevert-levegéztetett reaktor volt. Felmeriil a kérdés, hogy
milyen tényezOk, milyen célok vezették a bioreaktorgyartok konstruktoreit (jabb és 0jabb reaktor-
tipusok kifejlesztésére.

Amig a hagyomanyos gyogyszeripari fermentaciok dominaltak a fermentacios iparokban, addig a
néhany 100 m*-es maximalis térfogat kevert-levegéztetett reaktorok minden tekintetben kielégitették
a bioreaktorokkal szemben tamaszthato specidlis igényeket, amelyek a kovetkezOkben foglalhatok
Ossze:

— Finom diszperzié mind a géaz- és folyadékfazis, mind a szubsztratok vonatkozésaban
(j6 keveredesi viszonyok).
— JO anyag- és héatadasi tulajdonsagok.
— Biztonsagos, steril lizemmod lehetdsége.
— Mechanikai stabilitas.
— Minél egyszeriibb konstrukcio, lizemmaod, ill. iizemeltetés.
— JO ,,szamithat6sag”, azaz a tervezés és méretndvelés szempontjabol ismerni kell a rendszert.

A 1970-es években, elsésorban az SCP fermentacios technoldgiak kidolgozasakor a gazdasagos
{izemméret kérdése elétérbe keriilt, a néhany 100 m*-es fermentorok helyett akar néhany 1000 m*-es
reaktorok is szilkségessé valtak. Példaul az angol ICI 2300/1560 m®-es reaktort épitett metanol alapu
SCP eléallitasa céljara. Raadasul erre az idore tehetd az Un. nem konvencionalis szubsztratok
felhasznalasa iranti érdeklédés novekedése is (celluldz, szénhidrogének: metan, paraffinok, alkanolok:
metanol, etanol). Ha csupan a reaktorok méretndvekedéset tekintjik is, nyilvanvald, hogy valamennyi
fenti kovetelmény nem teljesiilhet a keverds reaktorok esetén. Példaul a mechanikai stabilitds nem
képzelhet6 el tobbezer kobméteres keverds reaktorok esetében. Ugyanigy az Uj szubsztratok is
felvetnek egy sor problémat a hagyomanyos keverds reaktorok alkalmazasakor.

Tekintstink példaként egy hipotetikus SCP Uzemet, amelyben metanol C-/energiaforrast
hasznalnak fel folytonos kemosztat technoldgidban. Egy ilyen eljaras akkor lehet gazdasagos, ha a
fermentlé mikrobakoncentracidja 2-2,5% koriili, és pl. D=p=0,2h™ higitasi sebességet alkalmaznak.
llyen korilmények kozott a folyamat produktivitisa J=Dx=0,2 h™*.25 kg/m°=5 kg/m*h. Ha a
metanolra vonatkozd eredd hozam Yxs=0,5, akkor ez 10 kg/ms'h metanolfelhasznalast jelent. Az adott
mikrobara jellemz6 Yo oxigénhozam alapjan becsiilhet6 a reaktor sziikséges OTR-értéke. Példaul
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Y=0,53 kg sejt/kg oxigén oxigénhozam esetén ez az oxigénatadas igény 9,4 kgO,/m>h. Ilyen oxigén-
atadas biztosan nem érheté el egy hagyomanyos gyogyszeripari reaktorban. Lattuk, hogy a
fermentacio soran képz6d6 metabolikus hé becsiilhetd az oxigénigény alapjan. Példank szerint ez azt
jelenti, hogy a képzodott és elvonando metabolikus ho mintegy
(9,4 kgO,/m*h)-(518KJ/mol)-(1000/32mol/kg) =152000 kJ/m*h (=42,2 kWh/m*h). Ez az igen nagy
hémennyiség a hagyomanyos duplikatoros, ill. a fermentor belsejébe szerelt cs6kigyos hiitéfeliileteken
a szokasos maximum At=10°C mellett nem igen vonhat6 el. Az ilyen intenziv, nagy oxigénigényii
fermentacios technoldgiak soran tehat Iényegesen meg kell ndvelni a hdatadasi feliiletet és/vagy az
eredd hoatbocsatasi tényezot. Csupan ezek a szempontok is elegenddek, hogy megértsiik, miért volt
olyan intenziv fejlédés a mult szazad utolsé negyedében ezen a teriileten.

Igaz, hogy mara a kivaltdé alapveté okok — azaz az SCP fejlesztések — megsziintek, belépett
ugyanakkor egy Uj terllet, amelynek szintén nagy reaktorok jelentik a gazdasagos mérettartomanyat.
Ez a fehér biotechnolégidval kapcsolatos ipari fermentécidk tertlete, itt 200-400 kobméteres
reaktorok felhasznalasaval érheték el gazdasagos eredmények. llyen alkalmazasok a bioetanol
(anaerob), a tejsav (részben aerob), az ecetsav (aerob), a borostyankdsav (aerob), az 1,3-propandiol
(aerob) stbh. fermentaciok.

A 4.37. tablazat Chisti miivébdl idézve® a kiilonbdzé tipusi nagyléptékii fermentaciok aerob
bioreaktoraival szemben tamasztott legjellemzobb igényeket, illetve miikodési tartomanyokat foglalja
0Ossze.

4.37. tdblazat: Bioreaktorokkal szemben tdmasztott igények a technoldgia szempontjabol

,» rermekes” fermentaciok Szennyviztisztitas

Sejttdmeg kg/m® 10-50 5

Fonalas gombak | Baktériumok | Vegyes tenyészet
Oxigénigény kg/m®-6ra 0,5-5 0,5-5 <0,5-1
K.a h* 50 500 10-20
Viszkozitas Pa-s 0,1-1,5 <0,1 <0,1
Metabolikus hdtermelés kW/m® 3-15 3-15 0,03-0,15
Teljesitményfelvétel ~ kW/m’ 3-15 <5 0,02-0,05

Ebben a jegyzetben legfoképpen a micélidlis, illetve bakteridlis és élesztéfermentaciok bio-
reaktoraival foglalkozunk, a szennyviztisztitas reaktorai csak érintélegesen jelennek meg.

A bioreaktorok logikus csoportositasa igen nagy szamuk, illetve valtozatossaguk miatt nagyon
nehéz feladat. Erdemi 6sszehasonlitasukat neheziti az a tény, hogy gyakran csak a laboratoriumi, ill.
kisérleti zemi lIéptékekre taldlhatok meg az ehhez sziikséges adatok (Uzemi titok), raadasul az
Osszehasonlitas alapjaul szolgdlo kvantitativ jellemzéket gyakran ismeretlen vagy nem Ossze-
hasonlithat6 korilmények kdzott mérték ki.

Lattuk, hogy az oxigénatadds szempontjabol nagy jelentésége van az egységnyi térfogatba bevitt
energianak a keverO0s reaktorok esetén, de ez ugyanilyen fontos kérdés a csak levegOztetett
reaktoroknal is. Az energiabevitel szempontjabol a kdvetkezo esetek kiilonboztethetok meg:

— energiabevitel mechanikusan mozgatott belsd reaktorelemekkel (keverds reaktor),
— energiabevitel kiilsé folyadékszivattyuval,
— energiabevitel a komprimalt gazzal.

Keveros reaktorok (STR, stirred tank reactor) esetén elsdsorban az els6 és harmadik mdodon
torténik az energiadtadas, mig a reaktorok masik f6 csoportja, a lécirkuléciés vagy hurokreaktorok
(LR, loop reactor) esetén foleg a masodik és/vagy a harmadik energiaatadasi mod a jellemzd. Utobbi
reaktorcsoportnal a lécirkulacio helye szerint beszélhetiink belsé vagy Kkiilsé 1écirkulaciorol, a 1émoz-
gatas megvaldsulasa szempontjabol pedig pneumatikus és mechanikus fermentlé- cirkulaciorol.

8 Chisti, M. Y.: Airlift Bioreactors, Elsevier, London 1989.
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Mielé6tt az egyes reaktortipusokat és egy-egy jellemzét részletesebben ismertetnénk, tekintsiik at a
4.108. és 4.109. abrat, amelyeken sematikus abrazolassal feltiintettiik a legjellemzObb reaktor-
tipusokat.

1 2
keverds reaktor
STR
dnfelszivo keverds
reaktor, STR
3 keverds tartalyreaktor .
belsé lécirkulacioval
STR+LR
levegbztetett tartalyreaktor, T
buborékkolonna l
airlift LR, ALR _
4
4.108. abra: Tartélyreaktorok 1.

; levegdztetett tartalyreaktor
levegdztetett tartalyreaktor kertulbvezetékkel (LR)
keruldvezetékkel (LR) mechanikus lémozgatasu
pneumatikus lémozgatasi air lift reaktor (ALR)
air lift reaktor (ALR) kilsd cirkuléeid
kil cirkulacié )

/7
9
mamutszivatty mertlésugaras

elvl air lift (ALR) jet reaktor (JLR)
pneumatikus mechanikus
lémozgatas lémozgatasu
belsé cirkuldcid kiilsd cirkulécid

jet reaktor (JLR)

mechanikus lémozgatas,

kulsé cirkulacid

4.109. abra: Tartélyreaktorok 2.

4.6.2.1.1. Keverds bioreaktorok (STR)

A keverGs reaktorokkal, a hagyomanyos kevert gyogyszeripari fermentorokkal a 4.5. fejezetben
részletesen foglalkoztunk. Ezeket hasznaljak fel elsGsorban a gydgyszeripari (antibiotikum), valamint
az un. finomfermentécids iparokban (enzimek, nukleotidok, aminosavak, modern biotechnoldgiai
termékek eloallitasa mikrobakkal (rekombinans idegen fehérjék) stb. eldallitasanal).

A kevert reaktorok néhany elényos tulajdonsaga meg is hatarozza felhasznalasi teriiletiiket:
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Sok célu felhasznalasra alkalmasak, flexibilisek. Benniik szakaszos, félfolytonos, rataplalasos
szakaszos és folytonos fermentaciok is megvalosithatoak, ezért az ilyen fermentorok esetén
viszonylag konnyii a termékvaltas, ugyanabban a reaktorban kiilonb6z6 fermentacios tech-
nologiék is realizalhatok.

Széles fermentléviszkozitas-tartomanyban, u>2 Pa.s viszkozitasd és nem newtoni fermentlevek
esetén is felhasznalhatok. Igy fonalas mikroorganizmusok, valamint poliszacharid
fermentécidk megvaldsitasara szinte kizardlag ilyen reaktorokat alkalmaznak.

A legismertebbek mind az anyagétadas, mind a méretndvelés dsszefiiggései vonatkozasaban is.
Hatranyos jellemz6ik kozott az alabbiak a legfontosabbak:

viszonylag kis, néhany 100 m? térfogatii fermentorok esetén valdsithatok meg. Régebben e
mérethatart 100150 m3-ben jelélték meg, ma ismeriink 350-450 m*-es kevers reaktorokat
felhasznalo fermentacios technologiakat is. Az elGbbiek esetén karcsd, nagy magassag/atméro
ardnyu reaktorokat alkalmaznak, mig a nagyobbakndl tomzsi, korpulens reaktoralakok a
jellemzoek, amint a 4.110. abra szemlélteti.

Az el6zé kérdéssel osszefiigg az a korlatjuk, hogy csak mintegy 2 VVM® levegbztetés
valésithaté meg maximalisan e reaktorokban. Nagyobb értékeknél a keverd “megszalad” (ez az
elarasztas), olyan mintha leveg6ben forogna, a gdzbuborékok diszpergalas nélkiil haladnak at a
reaktoron.

A héelvonas problémat okoz kildndsen nagyobb reaktoroknal, mert a reaktorok térfogatanak
novekedésével a fajlagos felulet csokken, és igy csak korlatozott nagysagi héatado feliilet
épitheté be. Bizonyos méret felett csak a fermentlé kiils6 hdcserélén torténd atvezetésével
oldhat6 meg a hdelvonas.

A kevert bioreaktorokban elérheté OTR-érték viszonylag alacsony, tipustol fiiggben 2-5
kgO,/m°h, és az oxigénatadas energiaigénye is magas, szintén tipustél fiiggéen 0,8-2 kg
0,/kWh® tartomanyba esik.

A kever6 hajtomiitengelyét (mind also, mind fels6 meghajtas esetén ugy kell a fermentortérbe
vezetni és csapagyazni, hogy a steril miikodés feltételei biztositva legyenek. Régebben ezt gy
oldottak meg, hogy két tomszelencét, ill. ajaktomitést alkalmaztak, amelyek kozé gozt
vezettek, és ez a g6zzar biztositotta a sterilitast. Ma a legelterjedtebb steril tengelyvezetést a
csuszogyliriis megoldas jelenti (lasd a 4.7.6. alfejezetet). A steril tengelyvezetés sziikségessége
a keverds reaktorok esetén fokozott gondot okoz a késziilékek lUzemeltetése és karbantartasa
soran.

Hppll
[
[HA]
Karesi korpulens
H /Dy 1,5-3 (150 m-ig) H, /Dy ~1 (200 m? felett)

4.110. &bra: Karcsu és korpulens reaktor

¥ A VVM a fermentaciés gyakorlatban alkalmazott legelterjedtebb megadasa a levegdztetés mértékének, az
egységnyi fermentlé-térfogatba bevitt leveg6térfogat percenként (volume/volume/min, m*m?®.perc).

8 Ez az OTR mellett a méasodik legfontosabb jellemzéje a levegbztetés hatékonysaganak, ez az Un. energia-
fajlagos, ami megadja, hogy egy kWh energiabevitellel mennyi oxigénoldodas érhetd el.
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A gybgyszeriparban legelterjedtebben alkalmazott keverds fermentor tipikus 6spéldajat mutatja be
a 4.111. &bra. llyeneket hasznaltak az 1950-60-as években. Ezek szerkezeti anyaga rendszerint még a
savaknak nem eléggeé ellenallo és sok iont leadd, és ezért sokszor a mikrobaszaporodéast befolyasold
szénacél volt. Ezekben a reaktorokban legtobbszor az egyenes lapatu, nyitott turbinakeverdket
hasznaltak fel kever6elemekként, és meg tomszelencés tengelytdmitéseket alkalmaztak. Az oxigén-
atadas hatékonysaga e fermentorokban elsGsorban a keverdsebesség, illetve a levegéaramlasi sebesség
fliggvénye, a levegbeloszto kialakitasanak (amely altalaban lyuggatott csdlira vagy egyszerli fivoka)
kisebb jelent6sége van. A gyogyszeripari fermentoroknal a karcstt H, /Dt 1,5-3 méretarany dominal,
mig a tobbszaz kobméteres keverds reaktoroknal ez az arany 1 koriili. A modern kevert levegbztetett
reaktorok megtartottdk az Ostipus fontosabb jegyeit, de szerkezeti anyagukat (rozsdamentes acél), a
tengelytomitést (csuszogyiiri) és a valtoztathatd fordulatszdmu keverdt tekintve eltérnek a régi
tipusoktol. Ilyen modern keverds reaktorokat lathatunk a 4.112a—4.112d. &brakon.

keveromotor

tengelytomités
tomszelence

o

P e

~~habtérdlapat

14150

I 4200 —
———hiitospiral
1 400 —

tengely : .
i ushton-turbina
csapégyhﬁs\ i D/R |

11700 7

4.111. &bra: Az 1950-60-as évek kevert/levegiztetett fermentora
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w mechanikus
! hablevalaszté
- = levegd

erelélemez

forditéhenger

fiifo/hiitd kdpery

== tengelytomités

= =
e meghajtomii SRR —

4.112a. dbra: ,, Standard” keverds fermentor és forditéhengeres valtozata®

Techfors TF-300
ilot plant bioreaktor

Infors AG,
Bottmingen, Svaje

New Brunsvick
Sci. Co (USA)
alsomeghajtasa
fermentor

4.112b. &bra: NBS-termeld és Infors kisérleti iizemi léptékii alsémeghajtasi keverds fermentorok

¥ Ez a két reaktor eredetileg a svajci Chemap cég invencidja volt. A cég ma nem létezik, a reaktorokat &tvette a
B. Braun cég. Gyakorlatilag a ma hasznalt alsomeghajtasu fermentorok standardjat reprezentaljak.
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BIOSTAT 300D also
1 4 meghajtasu 300 l-es
BIOSTAT U, als6 meghajtasi i = R Pilot Plant fementor és
25 l-es fementor keverdje
(B. Braun, Melsungen) (B.Braun, Melsungen)

4.112c. bra: Nagylaboratdriumi és kisérleti iizemi léptékii B. Braun alsomeghajtasii fermentorok

4.112d. abra: 240 kdébméteres izemi fermentorok natriumglutamat technolégiaban, Japan

A gaz/folyadék diszperzio, a keveredési viszonyok, ill. az oxigénatadas javitasa céljabol a keverds
reaktoroknak egy sor tovabbfejlesztett véltozatat is ismerjik. Igy a 4.113. abran a klasszikus
Vogelbusch-fermentor lathaté (VB-EB4), amelynél a komprimalt levegét a cs6b6l kialakitott
kever6tengelyen vezetik a késziilék aljan levd keverdelemekbe. Az elemek oldalan kiképzett
nyilasokon (hasiték) a forgési irdnyban levd oldalon torténik a levegdbuborékok kiaramlasa,
amelyeket azutdn a gyorsan forgd keverdelemek finoman diszpergalnak a fermentlében. Azért, hogy
megakadalyozzak a teljes fermentlének a keverdvel valo egyiittforgdsat, és hogy a turbulenciat
fokozzék, a keverdelemek felett egy fékezd lemezrendszert alakitottak ki. E reaktorban a levegd
térfogataramatol és a keverési sebességtl fiiggden 3,6-4,1 kg Oo/m*.h OTR érhetd el 1-4 kgO,/kWh
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energiafajlagossal®, és koriilbeliil 20% kihasznaltsaggal. E rendszerrel legfeljebb 6 m magas és 220
m® térfogat reaktorok készithetSk. Vogelbusch rendszerli berendezéseket elsdsorban a pékélesztd
eldallitasara hasznaljak.

fekezblemezek

pe—

levegdeloszto diszpergator
4.113. abra: Vogelbusch levegozteto

A valodi (azaz zart hdzban Uzemeld) turbinakeveréket alkalmazo fermentorok esetében kétféle
megoldas ismert. A felsé 1€gbeszivasa reaktoroknal a turbina onbeszivo, tehat a levegbztetéshez nem
szlikséges komprimalt levegé felhasznalasa, mig az als6 1égbefiivasiaknal természetesen komprimalt
levegot kell felhasznalni. Az elobbi esetre példat mutat be a 4.114. dbran lathato FRINGS acetétor,
amelynek turbinakeverd rendszerét ¢és lizemi reaktorat lathatjuk. Ilyen reaktorokat szintén els6sorban
élesztOgyartasi céllal, valamint alkoholbdl torténd ecetgyartasra hasznalnak fel (innen ered a neve).

E fermentor csak 0,3-1 VVM levegoztetésre képes, és az elérhetd OTR a turbina fordulatszamatol
fliggden jellemzGen 2-2,5 kgO,/m>.h., de mértek 5 kg O,/m3.h OTR-t is 100 m>-es reaktor esetében
2,2 kgO,/kWh energiafajlagossal. Az 6nbeszivd, valddi turbinés reaktorok esetében a reaktor mérete
limitalt, maximalisan 5 méter magas, és igy korilbelul maximélisan 150 m? térfogata lehet. Jellemzd
az igen magas oxigénkihasznalés, akar 35-45% is lehet.

% Az energiafajlagos az OTR mellett a mésik fontos jelz6szama egy levegdztetének: mennyi oxigén vihetd be a
rendszerbe egységnyi energiabevitellel. A harmadik jellemzd az oxigénkihasznalas, ami megadja, hogy a
rendszerbe bevezetett oxigénnek milyen hanyada hasznosul, azaz oldodik valéban a fermentlében.
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2 Frings Acetator

levegd
egyiittforgast
megakadilyozo

téréelemek

Frings Acetator
turbinaja

Heinrich Frings GmbH & Co KG
Biological and Chemical Technology

4.114. dbra: FRINGS keverdrendszer és tizemi fermentor képe

Als6 légbeszivasu turbinakeverd rendszert alkalmaz a 4.115. 4bran lathaté Electrolux®

s

LA 4
pp
A ++*$
A
¥ b4
+1* ¥ r*

< < levegd

4.115. &bra: Alsdmeghajtasu valodi turbina-keverdrendszer (Electrolux)

A keverés funkcidival foglalkozva megéllapitottuk, hogy annak egyik legfontosabb feladata a jo
gaz/folyadék diszperzid, azaz a nagymennyiségli kis atméréjii buborék eléallitasa. Ez a primer
gazelosztas un. nem koaleszkald (buborékegyesiilést nem eldsegitd) fermentlevek esetén elegendd, az
elsodlegesen képzodott buborékok athaladva a rendszeren egyesiilés nélkiil hagyjak el azt. Koalesz-
kalé fermentleveknél azonban a buborékegyesiilés nagymérvii lehet, ami csokkenti a giz hold up
értékét, és ezaltal rontja az oxigénatadast. Ennek megakadalyozasara gyakran olyan elemeket épitenek
a reaktorokba, amelyek az egyesiilt buborékokat ujra felaprozzak, azaz eldsegitik a masodlagos
gazdiszperziét. llyen megoldasokat lathatunk a 4.112a. abran, ahol olyan forditéhengert épitettek a
reaktorba, amely mind a keveréelemek sikjaban, mind két keverdelem kozépvonalaban nyilasokat
tartalmaz specidlis keveredési, ill. aramlési képet — a fermentlé kényszeraramlasat — létrehozva, amely

% A svéd Electrolux cég bioreaktor-gyartasara jelenleg mér nem talalhat6 utalés, a cég utéda a szintén svéd
NOVAFERM, ami gyart alsomeghajtasi magneses keverds fermentorokat.
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elosegiti a buborékok Ujraeloszlatasat. A 4.116. abran pedig egy szitatanyéros keverds reaktor lathato,
amelyben a szitatdnyérok buborékapritd hatasaval érik el ugyanezt a hatast.

G levegd
® '\

4.116. dbra: Szitatanyéros fermentor

4.6.2.1.2. Hurokreaktorok (LR)

A mechanikus keverést nem alkalmazd aerob bioreaktorok konstrukcids szempontbol legegyszeriibb
formaja a buborékkolonna (4.117. abra), amelyben a levegdztetés megvaldsitasa a késziilék aljan
elhelyezett gazeloszton torténik. Ezzel a tipussal részletesen nem foglalkozunk, a kdvetkezokben a
pneumatikus 1émozgatasu hurokreaktorokra elmondottak ugyanis jorészt érvényesek e tipusra is.
Annyit érdemes megjegyeznlnk, hogy a buborékkolonndk oxigénatadasa elsésorban a gazelosztd
kiképzésétdl, ezen keresztiil a buborékok nagysagatol fiigg (lasd késobb). Az egyszerii buborék-
kolonnak esetében a H_:Dt arany 3 tdl akar 20-ig is terjedhet, jellemzé OTR-tartomanyuk 1-4 kg
0,/m3.h igen jo energiafajlagossal: 1,5-2,5 kgO./kWh.

A buborékkolonnak egy 6sibb megvalosulasa az ugynevezett sugarcsoves levegoztetd, amelynél a
feliil bevezetett levegdztetd cs6 a fermentortartaly aljan egy perforalt csérendszerre oszlik szét, amint
a 4.118. abra vazlatosan mutatja. Ezekre a fermentorokra jellemz6, hogy nem til magasak, azaz a fenti
aranytartomany aljan van H:D+ aranyuk. Ma is alkalmazzak ket a pékélesztogyartasban.

elmend gaz
DT
HL
gazelosztod
Moy <+=levegd
e

4.117. abra: Buborékkolonna
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levegt-
bevezeticsd

tartaly fala

4.118. abra: Sugéarcsoves reaktor

A valddi hurokreaktorok alaptipusat a 4.109. abra 5. rajza szemlélteti, valamint a 4.117a. abra.
Miikddés kozben az utobbit a 4.6. videoklipen lathatjuk. Ez a levegdztetett tartaly ebben az esetben
reaktortér gaz/folyadék diszperzidjanak a keriilovezetékben levé buborékszegény folyadéknal kisebb
stirlisége szolgaltatja. A folyadék fétomegében felszalldé buborékok jo része ugyanis a fermentlé
fEISZinén SZétpattan! igy pﬁitémeg< Pkeriildvezeték alaku' kl

E reaktort és a hasonlo felszallo buborékmozgassal jellemezhetd hurokreaktorokat airlift vagy
Iéglift reaktoroknak is nevezik.

AlR-LIFT

AKTOR
CONES

4.6. videO: Airlift reaktor miikodése
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A hurokreaktorok (beleértve az egyszerii buborékkolonnat és a sugércsdves reaktort is) szamos
elénnyel birnak a kevert reaktorokkal szemben. Ezek az elénydk a kovetkezok:

— Konnyebb a sterilitas fenntartisa, mivel nincs keverétengely-bevezetes.

— Nagyon nagy fermentorok is készithetdek, ui. nincs motorméret, keverdtengelyhossz €s ezek
sulya okozta felsé statikai hatar.

— Hitési igény 20-35%-kal kisebb, mert nincs mechanikus eneregiabevitel (természetesen
pneumatikus Uton van energiabevitel itt is).

— Mivel nincs keverémii, nincs eréatvitel, kevesebb acélfelhasznélas jellemzi, ezért olcsobb a
bioreaktor.

— A meghajté motor, attétel, csapagyazas és tomités fenntartasi koltségei hidnyoznak.

— A valtoztathatd levegdztetésii reaktor olyan, mint egy valtoztathatdé keverésii, de motor és
meghajtasi zaj nélkul. Tehat csendesebbek is.

— A légkompresszorok akar gbézmeghajtdsuak is lehetnek: ez koltséghatékonysdgot novelhet,
illetve révid aramsziineteknél sincs kiesés az oxigénellatasban.

E reaktorok esetében az oxigénatadas elsGsorban a folyadéktulajdonsagoknak, a folyadékmozgas
intenzitdsdnak és a buborék hold up-nak a fuggvénye. A folyadéktulajdonsagok tekintetében a
hurokreaktorok jellemzdje az, hogy csak kis viszkozitasi (< 2 Pa.s), elsdsorban newtoni viselkedésii
fermentlevek kezelésére alkalmasak, ezért elsOsorban egysejtii mikrobak tomegtenyésztésére
hasznaljak fel 6ket (éleszt6fermentacio, SCP-fermentécio).

crer

hetlink, amelyekben felfelé vagy lefelé térténé elsédleges buborékmozgast hoznak létre. A levegd-
bevezetés megvalodsitasa, ill. az energiaatadas céljabol az air lift rendszerti hurokreaktorok (ALR)
esetén Un. statikus levegdelosztokat alkalmaznak. Ezekre jellemzd, hogy a komprimalt levegét lehe-
téleg minél kisebb méretii lyukakon vezetik at, hiszen a hold up forditottan ardnyos a buborék-
atmérdvel.

A leveg6 nyomasesése az air lift rendszerekben

Ap = Apg + APy, (4.347)

ahol  Aps a leveg6eloszton mérheté nyomasesés,
App a levegdzteto feletti fermentlé hidrosztatikai nyomasa.

A Ap; fiigg a statikus levegdeloszto lyukméretétol. Minél kisebb lyukak lennének kedvezbek az
oxigénatadas szempontjabol, de ekkor a gazbevezetés energiaigénye igen megné Aps ndvekedése
miatt. Az ilyen reaktoroknal nagy folyadékmagassagot alkalmaznak (H /D arany akar 20 is lehet),
hogy C* novekedése kedvezden befolyasolja az OTR értékét, ez azonban szintén az energiabevitel
ndvelését igényli. Lathatéan tehat e reaktortipusok esetén is az egységnyi térfogatba bevitt energia-
értéknek van dont6 hatasa a jo oxigénatadasra. Ez az érték az air lift reaktorok esetében

2
Pg:':pg(MJ,RTszJ, (4.348)
V V 2 M P

ahol  F a gazsebesség (m%s),
pg a gaz slirlisége,
o~0,06 a gaz Kinetikus energidjanak ekkora hanyada adddik at a folyadéknak a gazelosztén,
azaz mindgsszesen 6%-a.
V), a linearis gazsebesség a levegdeloszton és
Py a bemend levegd nyomasa a levegdelosztonal, és P a 1égkori nyomas,
M=29, a levegd moéltdmege.
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A hurokreaktorok egy masik csoportjanal an. dinamikus gazelosztokat alkalmaznak, az ilyen
reaktorokat jet hurokreaktoroknak nevezzik (JLR). Itt a fentieken kivil tébbletenergia-bevitel is
torténik. Nem elsésorban a gaz, hanem a folyadéksugar kinetikus energiaja az, ami a gazeloszlatast,
ill. az anyagatadast meghatarozza. Ebben az esetben tehat az el6z0 egyenlet energiakifejezéséhez
hozzé kell szamitanunk a folyadéksugar-energiat is, ami a kovetkez6 kifejezéssel adhaté meg:

PL_8 R (4.349)

V nVD} Pr

amelyben F_ a folyadéksugar térfogatarama és Dy a folyadéksugar injektor atméréje.

Mindkét alaptipusnal (ALR és JLR) a gaz hold up az anyagatadas els6dleges meghatarozdja. Azt
talalték, hogy a hold up

n
Hgy oc Ug. (4.350)
ahol uq a linearis gazsebesseg.

Kis gazsebességnél (<0,05 m/s), ha tehat statikus levegdelosztot alkalmaznak, akkor ugynevezett
buborékos aramlas jon létre, és n 0,7-1,2 kozotti értéki, mig nagy gazsebességeknél (>0,05 m/s),
vagyis dinamikus levegbelosztok, ill. 1 mm-nél nagyobb lyuku statikus levegdelosztok esetén (példaul
a sugarcsoves esetben is) Ugynevezett ,,habz6” turbulens buborékmozgas alakul ki, és n 0,5- 0,7
kozott lesz. Minél nagyobb a gazsebesség, annal kevésbé novelhetd tehat a hold up a gazsebesség
novelésével. A statikus és a dinamikus leveg6elosztok néhany példajat mutatja be a 4.119. abra.

DINAMIKUS

LEVEGOZTETOK 1( ﬂ_

STATIKUS LEVEGOZTETOK

INJEKTOROK >

SZURO SZITATANYER FUVOKA CSOLIRA
4.119. abra: Air lift és jet reaktorok dinamikus és statikus levegéelosztoi

Igen intenziv levegoztetest b12tos1t az ICI altal egysejtfeherje eloalhtasara kialakitott un Pressure
tonna SCP-t tudtak eloalhtam évente metanol szubsztrat felhasznalasaval AZ 5-15 kg/m>.h OTR-
értéket az intenziv cirkulacio és a nagy magassag okozta nagy hidrosztatikai nyomas biztositja.

A készillék aljan adagolhatdk a friss tapanyagok, ahol a legnagyobb az oxigén abszorpcidja, mig a
deszorpcid a késziilek tetejen a legnagyobb, és igy itt szabadul fel az araml6 fermentlébdl a szén-
dioxid legnagyobb része. Az eredetileg pilot plant léptékiinek szant reaktort késébb (1980-as évek
veége) Fusarium gombénak human téplélkozési célt] tenyésztésére alkalmazték (QUORN)

2300 m®, és amelyben 70 000 t/ev SCP volt eloalhthato metanolba21son. (ennek a terméknek
PRUTEEN volt a kereskedelmi neve). A 60 m magas késziilék 55 m magassagig van feltdltve
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fermentlével. Az dramlési viszonyok és az oxigénatadas javitasa céljabol a készilékben 19 szitatanyért
helyeztek el, amelyek a gazbuborékok intenziv rediszperzidjat biztositjdk. Ezek nélkil ugyanis a
hosszu buborékut alatt erételjes lenne a buborékegyesiilés (a csokken, az oxigénatadas romlik). Mivel
ilyen hatalmas térfogatban igen nehéz gyorsan és egyenletesen eloszlatni az atalakitandé C-
/energiaforrast, ezért mintegy 1000 (!) helyen adagoljak egyidejiileg a szubsztratot a reaktorcsd
mentén. A PCR igen jO oxigénatadasat els6sorban a kedvezé aramlasi viszonyok (buboréksebesség:
0,015-0,03 m/s; léforgatasi id6: 6-30/h; lésebesség: 0,2-1 m/s), méasrészt az oxigénoldhatosagot
néveld 5-6 bar hidrosztatikai nyomés biztositja.Az oxigénatadas mértéke 8 kg/m>.h, amelynek
energiaigénye is kedvezd, csupan mintegy 0,3 kWh/kgO, értékli. A késziilék méreteit jellemzi, hogy
2-10 perces cirkulacios idejl a folyadékmozgas.

Egy valoban extrém méretli hurokreaktort mutat be a 4.122. dbra. Ezen az ICI Deep Shaft
reaktorat (amelyet id6nkét Vertical Shaft néven talalhatunk a szakirodalomban) abrazoltuk, amelyet
bioldgiai szennyviztisztitas céljaira fejlesztettek ki. A reaktorcsé 136 m hosszisagh és atméréje 0,5 m
alatti (féldbe asva ,,allitottak fel” Ithacaban az USA egy szennyviztisztito telepén).

Miikodése teljesen hasonld a PCR-hoz, kivéve, hogy ebben a levegd nagy részét a lefelé aramlo
agba vezetik. A cirkulacié meginditidsahoz és stabilizalasahoz a kiils6, felfelé aramlo agba is vezetnek
kevesebb mennyiségii leveg6t. A buborékok nagy tartozkodasi ideje, a nagy nyomas és a turbulencia
j6 oxigénatadast biztosit, amelyet mintegy 2 kg/m>.h OTR-érték jellemez. A bevezetett oxigénnek tobb
mint 90%-a ténylegesen oldddik a fermentlében, és az energiafajlagos mintegy 3 kgO,/kWh. Ossze-
hasonlitasul megemlitjik, hogy a szok&sos eleveniszapos szennyviztisztitoknal az oxigén- hasznosulas
csak 10% korll van. Egy ilyen reaktorral megtisztithatd egy kb. 50 000 lakost varos kommunalis
szennyvize. Hagyomanyos modszerekkel tobb ha teriiletii szennyviztisztito telepre lenne sziikség.*

ELME Fﬁ GAZ

e ST
INDITO
LEVEGO [ %8m

v
TERMEK

30m

LEVEGO
i <afm

HOCSERELO I

TAPOLDAT

4.120. abra: Pressure Cycle Reactor (pilot plant méret)

% Az ICI 1990-t31 ZENECA néven miikodétt, ,,nagy-biotechnoldgiai” tevékenységével valosziniileg felhagyott.
A 2300 m*-es reaktorban a Pruteen-termelés hamar abbamaradt, késébb PHA-termelésre hasznaltak (BIOPOL),
de ennek a biopolimernek a gyartasat is atvette 1999-ben a MONSANTO.

2006-ban még a mérnoki teljesitmény csucsai kozott emlitik. Jelenleg nem sikerilt az eredetileg az angliai
billighami iizemben felallitott PCR nyomara bukkanni, feltehetdleg lebontottak. Szennyviztisztitd Deep Shaft
reaktorok ma is miitkodnek.
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4.121. abra: Az ICI Pressure Cycle reaktora metanol alapu SCP gyartasra
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4.122. abra: Deep Shaft PCR szennyzviztisztitsra

Kiils6 1écirkulcioju mechanikus Iémozgatésu jet reaktor a VVogelbusch 1Z reaktora (4.123. abra)
és a magyar gaz/folyadék érintkeztetési szabadalom alapjan mitkkédé HTPJ (High Turbulence Plunging
Jet) meriil6sugaras bioreaktor. Utdbbinak steril izemii prototipusa a BME Mezégazdasagi Kémiai
Technoldgia Tanszékén lett felallitva 1987-ben.

Az 1Z reaktor esetében specidlis keringtetd szivattyit alkalmaznak a valtozo stirGiségi
gaz/folyadek diszperzid szallitdsara. Ebbe egy szeparatorrészt épitettek a fermentlé gaztartalmanak
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csokkentésére. A késziilék tetejére felnyomott 1¢ egy fuvokan (amelyhez a friss levegd hozzavezetése
is torténhet, de ,,06nfelszive” mddon is zemelhet) szabad sugar formajaban 6mlik ki és csapddik be a
folyadék f6tomegébe. A berendezés nagy elénye az elérheté 12 kgO,/m*.h OTR, amely sejttémeg-
tenyésztésre is alkalmassa teszi. A kiils6 cirkulacios korbe épitett cs6koteges hécseréld biztositja a
metabolikus ho elvezetését.

—
levegd
b [
fﬁvw//
hécserélo
folyadéksugar .

@ szivattya

4.123. abra: Meriilésugaras Vogelbusch 1Z reaktor

A meriilésugaras fermentorok legfontosabb jellemzdje és az oxigénataddst meghatarozo
paramétere a fuvoka és a folyadékfelszin kozotti tAvolsdg, a folyadéktartaly geometriai kialakitasa, a
favdka kiképzese és atmérdje, a kialakulo folyadéksugar atméréje és sebessége, valamint a sugarnak a
favokatol a folyadékfelszinig torténd kiszélesedése, felbomlasa. Valamennyi ilyen reaktorban az
oxigénatadas harom régiodja kiilonboztethetd meg:

— a gazfazison keresztulhalado szabad folyadék sugarba torténé anyagatadas,
— anyagéatadas a folyadék felszinen, és
— buborékbol torténd oxigénatadas a folyadék fétomegében.

Mikdzben a szabad folyadéksugar eléri a folyadékfelszint, bizonyos mértékben felbomlik, fellilete
felborzolodik, és a sugarfelszin kdzelében levé gazmolekulakat magaba zarja, illetve felgyorsitja, és
igy nagymennyiségli gazt visz a folyadékfelszin ala. igy tulajdonképpen a harmadik hatis az
oxigénatadas meghatarozodja e reaktorokban. A magyar berendezésre (300 literes, Pilot Plant 1éptékii
valtozatanak fotdi a 4.125. abran lathatok) kiilondsen jellemz6 a kis atmérdjii koherens folyadéksugar,
valamint az, hogy a becsapddo6 sugar a folyadék belsejében kavitacios (folyadék-nyomas-ingadozas,
pulzélas) hatasok révén nagymennyiségl kis atmérdjli buborékot hoz létre. Azt talaltak, hogy a
meriilésugaras reaktorokban a keveredési idé kisebb, mint a folyadéktartdlyban mérhet atlagos
tartozkodasi 1d6, igy e reaktorok igen jol atkevertek. Mindezek a tényezOk biztositjak az igen intenziv
oxigénatadast. A magyar HTPJ berendezésben vizes modellrendszerben 35-55 kgO,/m*.h OTR is
elérhetd.

A meriilésugaras levegOztetési elv nagy elonye kiilondsen szennyviztisztitdsi célra torténd
felhasznalas esetén, hogy a reaktorok korlatlan méretiiek lehetnek, lehetséges pl. egy tobb ezer m*-es
reaktor paldstja mentén korben tébb favoka, ill. cirkulaltatd kor elhelyezése, vagy nagyobb
levegOztetett kadak esetében a szegmensenkénti levegbztetés (172. abra).
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4.124. dbra: Folyadékbehatolas és buborékképzédés a meriilésugaras reaktorban
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4.125. abra: 300 literes HTPJ reaktor a BME MGKT Tanszéken
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reaktorterek

4.126. abra: Meriildsugaras levegoztetok elhelyezése nagy reaktorok esetén
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4.6.2.2. Oszlopreaktorok, csoreaktorok

A tartélyreaktorok jelentik a biotechnoldgiaban hasznalt reaktorok leginkabb hasznalt és legtdbbet
tanulmanyozott tipusat. A bioldgiai eljarasok kozott azonban szamos olyan rendszer ismeretes,
amelyeket dugoszerii aramlassal jellemezhetiink. A dugéaramlasu reaktorokban a fluidum- részecskék
hosszanti (horizontalis) iranyban nem keverednek az aramlas soran, ez az egyik {6 kiilonbség a STR és
a PFR kozott. Ezért altalanossagban nem tokéletesen kevert rendszerként irhatdak le. A bedramlé
kozeg Osszetétele a tengely mentén egy bizonyos koncentracio- gradiensnek megfelelen valtozik. A
rendszer tehat, amint azt lattuk, hasonlo egy végtelen sok elembdl allo kevert tartalyos rendszerhez,
ahol az elemek k6zott az aramlas folyamatos.

Korabban a csdreaktorok alkalmazasa a bioeljarasokhoz nagyon nehéznek, ha nem egyenesen
lehetetlennek tiint, kiilondsen az aerob folyamatok esetében, ahol a levegdztetés miatt a vissza-
keveredés szerepét jelentdsnek gondoltak. Azonban a kémiai reakciok viselkedésének térvényei analo-
gidjara megfogalmazott elméleti meggondolasok a PFR-ok szamos lehetséges elényére mutattak ra. A
dugdaramu reaktorok egyszerli berendezések, jol meghatarozott aramléssal, holt terek nélkil, ezért
viszonylag koénnyebben méretnovelhetok. Szamos biotechnologiai eljarasban jol alkalmazhatoak, igy
rogzitett enzimes, bizonyos egysejtfehérje és antibiotikum, valamint poliszacharid eldallitasoknal és
szennyviztisztitasi eljaradsoknal, valamint olyan komplex folyamatok esetében, amelyek esetében
inhibicio vagy katabolit represszié 1ép fel. Ezeknél a PFR-k alkalmazasa esetenként kedvezébb
hozamot és magasabb konverzi6t eredményezhet, mint kevert tartalyreaktorok esetén. A tartaly falara
lerak6d6 szilard részek (falndvekedés, szilard szubsztratok, polimer metabolitok), a mechanikusan
kevert tartdlyokban kialakuld erds nyiroerdk hatasara bekovetkezd esetleges sejtkarosoddsok és a
habzas nem jelentkeznek dug6arami reaktoroknal. A dugdszerii aramlast folytonos reaktorok
bizonyos egyszerii novekedési folyamatoknal kedvezobbek, mint a folytonos kevert tartalyreaktorok,
kilondsen komplex kinetika (S- és P-inhibicid) és bizonyos termékformak esetén (pl. ahol a sejtek
Oregedésével szamolni kell).

Erdemes megemliteni, hogy a cséreaktorok a természetben elterjedtek, ezeknél gyakran a folyadék
aramlasaval parhuzamosan zajlik a reakcio (pl.: folydk, kapillarisok, névényi és allati szervezet
szallito rendszerei: érrendszer, nyirokrendszer). Habar a természet a technologiatol eltéré optimaliza-
lasi stratégiat kovet, azért ez az analdgia jol mutatja a csOrektorok térhoditasanak lehetdségeit a jelen

A csdreaktorok esetében hatranyokkal is szamolnunk kell. llyen hatrany az, hogy kereskedelem-
ben nemigen kaphatoak, eléallitasuk komplikaltsaga ez idaig gatja volt a dugéaram elméletének ipari
alkalmazasa elétt. Ez kiillonosen igaz az aerob tenyésztésekre, mivel itt intelligens berendezésre van
szilkség a dugoszerii aramlas és a jo levegbztetés egyidejii megvaldsitasahoz. Tovabba a pH konstans
értéken tartdsa is nehézségeket okoz. Ezen tilmenden, biztositani kell a rendszerbdl kimosddott
mikrobak folyamatos potlasat vagy visszavezetését is, azaz allanddan ujra kell oltani a rendszert. Ezek
a hatrdnyok ahhoz vezettek, hogy a cséreaktorok nem terjedtek el az iparban annyira, mint a folytonos
kevert tartalyreaktorok.

A csoreaktoroknak két alapvetd tipusa van: a toltet nélkiili csdreaktor és a toltott agyas cséreaktor
(oszlopreaktor is lehet) amint a sematikus 4.127. 4bra szemlélteti.

PFR Dugdaramu csdreaktor Packed Bed bioreaktor—Toltott agyas
toltet nélkiili bioreaktor

4.127. abra: Toltet nélkiili és toltott csoreaktor
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Ha us a linearis feliileti sebesség, azaz a csOben aramld fluidum térfogatiramanak ¢s a
csOkeresztmetszetnek a hanyadosa, akkor felirhatjuk a sejttémeg-névekedést kifejez6 konstitutiv
egyenletet:

r :M, amelyben u, :E (4.351)
dz A
us= lineéris fellleti sebesség, A = a reaktor keresztmetszete, F = a térfogataram a reaktorban.
A szubsztrét fogyasara is felirhatjuk a konstitutiv egyenletet:

_y, 2 duS) (4.352)
dz
Abban az esetben, ha us= allandé, azaz az dramlo fluidum siirtisége allando, akkor
dx | ds
r=u.—=®€es—-r.=u,—. 4.353
7t dz 7 dz ( )
Bevezetve a dimenziomentes (karakterisztikus) idé fogalmat (0), felirhato, hogy
o=, X, _05 (4.354)
u do do

N

A kezdeti és végso peremfeltételek az alabbiak, amelyekkel, ha a konstitutiv egyenleteknek valodi
tartalmat tudunk adni, meg lehet oldani a mérlegegyenleteket:

Z=0 Z=L
6=0 6=L/u
X=Xo X=X
S=S, S=5

Ha 6sszehasonlitjuk a szubsztratkoncentracio, mikrobakoncentracio és a termékkoncentracio
valtozasat az idOben az idedlis csOreaktor és a folytonos lizeml kemosztat kevert reaktor esetén, azt
allapithatjuk meg, hogy az ideélis kevert tartalyreaktornal a kezdeti szubsztratkoncentracié pillanat-
szeriien lecsokken a végsd kilépési koncentraciora. A csoreaktor esetén ez nem igy van, hanem a
kezdeti koncentracio szép lassan egy folytonos fliggvény szerint csokken le a végsd kilépési kon-
centraciora a csO hossza (az abra szerint a karakterisztikus id6) fiiggvényében. (4.128. abra). Ezért
olyan fermentaciok esetén, amikor szubsztratinhibicio 1ép fel, akkor nyilvan a CSTR, ha pedig
termékinhibicio jellemzi a rendszert, akkor a PFR az ideélis reaktormegoldas.

Az egyik alapvetd probléma a tenyésztéses csObioreaktorok alkalmazéasanal a sejtpopulacio
biztositasa a bioreaktor bemenetén, azaz a folyamatos twjraoltas. Ez a reaktorbol kilép6 tenyészet
részleges visszataplalasaval oldhat6 meg.

S »

t 0
(Z)

CSTR (allandésult allapot) PFR (allandésult allapot)
4.128. abra: Szubsztrat- és termékkoncentracio-valtozas CSTR és PFR rendszerben
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A toltott oszlopreaktoroknak elsGsorban a rogzitett enzimes technologidk esetében van
jelentésége, és ez raadasul folyamatosan novekszik. Fermentacids rendszerek esetében példat csak a
szennyviztisztitas teriiletén taldlunk, illetve bizonyos rogzitett sejtes atalakitasok esetén. llyen
értelemben az itt kévetkezok csak részben képezik ennek a fofejezetnek a targyat, az enzimes reak-
torokhoz is értelemszertien rendelhetdk lennének.

Ertelemszerti, hogy a toltott agyas reaktoroknal a fluidum tengely menti aramlasi sebessége nagy-
mértékben fiigg a toltet mindségétdl s attol, hogy az egyes tdltetszemcsék kozott mekkora szabad tér
all rendelkezésre az aramlashoz. igy a toltott oszlopoknal az aramlasi sebesség nagyobb lesz, mint az
Hires” csOreaktoroknal. A toltétt csére, illetve oszlopra felirhatunk egy & hézagtérfogat-tényezdt,
amely definici6 szerint:

. szabad reaktortérfogat _, teljes részecsketérfogat
teljes reaktortérfogat teljes reaktortérfogat

Definidlhatjuk a v; hézagkdzotti fluidumsebességet is, ahol a V/L nem mas, mint az oszlop
keresztmetszete, ekkor

F
=, 4.355
v, v (4.355)
8-7
L

Definialhatjuk tovabb4 a t tartozkodasi id6t, amelyben viszont V/F a linearis 1ésebességet jelenti:

T=g — (4.356)

Az ¢ jellemzo értékei immobilizalt sejtek, gdmbdlyli hordozok esetén 0,4 koriili. Oldott enzim
esetén ugyanez az érték 1. Ezek utan feltételezve, hogy egy rogzitett enzimes rendszert vizsgalunk, és
az enzim kdveti a Michaelis—Menten-kinetikat, felirhato a téltott oszlopra a reakcio sebessége:

V= M (4.357)
K, +S,

ahol  S;: a lokalis szubsztratkoncentracié valamely Z helyen,
Vmax: & Maximalis reakciosebesség egységnyi katalizator-térfogatra vonatkoztatva,
v: a reakcidsebesség egysegnyi katalizator-térfogatra vonatkoztatva,
Kmn: Michaelis-Menten-allandé.

A o szubsztratkonverzid és V., ebben az esetben (vo. a 2.71 sz. egyenlettel):

(4.358)

Egy adott konverzi6 eléréséhez sziikséges tartdzkodasi id6 tehat:

18Ky +5,0-0)
5=V f9) (4.359)
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Fermentacios rendszerben természetesen (4.357) helyett a megfelel6 konstitutiv egyenletekbdl kell
kiindulni.

Az aerob rendszerekben a dugészerli dramlés létrehozasanak bonyolultsiga miatt egy Neg = 5
elemes CSTR kaszkad rendszerrel is kozelithetjilk a dugdszerii aramlasi tulajdonsagokat.

Az alabbiakban néhany csoreaktortipust mutatunk be vazlatosan.

A folyokban vagy hosszu nyitott csatorndkban (a szennyvizkezelési technoldgidk oxidalo tavai
maznak. Példaul bizonyos soripari technologiakban a nagy konverzid és a j6 mindség elérése érdeké-
ben az élesztovel érintkezés helyén kivanatos sorcefregradienst hozzak igy 1étre. Néhol dontdtt (emel-
kedd) csoveket is alkalmaznak. Ezt az egyszerli csdrendszert némileg bonyolultabb valtozatdban, a
gazelvezetokkel ellatott csOreaktort mutatja a 4.129. dbra, amelyet élesztd termelésére hasznaltak. A
rendszerbe a levegbt vagy oxigént injektorokkal vagy venturi csdveken keresztil juttatjak be minden
szekcio elejénél (ilyen értelemben ez egy jet reaktor), mig a CO,-ot és az el nem hasznalt oxigént
légeltavolitd szivattyukkal veszik el. A turbulens aramlast a csérendszer hosszisaga (kb. 250m)

biztositja.
t
- Elmené levegd \/‘ﬂ\
\ \
—&-‘—k\/ — \j/
@ 4

bemend friss komprimalt levegd

—

Z

4.129. abra: Gazelvezetokkel elldtott levegoztetett csoreaktor

Szennyviz aerob kezelésre fejlesztették ki a biofilmmel miikddoé ,,biodisc” reaktort. A késziilek
egy sor egymashoz kozel elhelyezett tarcsat tartalmaz, amelyeket kézvetlen(l a folyadék felszine felett
egy tengelyhez ersitettek. Igy a biologiai iszap egységnyi teriilete felvaltva meriil ala a folyadékba a
tapanyagok felvételéhez, és emelkedik ki a Iégtérbe felvett komponensek oxidaldsadhoz (4.130. &bra).

Levegd be

Levegd ki

Tenyészet ki

4.130. abra: ,,Biodisc” csoreaktor
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Ezeket a forgd tarcsas csoreaktorokat nagyon régen alkalmazzak az iparban. Kiilonb6z6 cégek
gyartottak, kiilonb6z6 névvel, mint példaul RBC (rotating biological reactor), RBS (rotating biological
surface) stb.

Néhany tipikus adatot az aldbbiakban adunk meg egy ipari berendezésre, hogy fogalmat
alkothassunk egy ilyen ipari berendezés méreteirdl:

Fordulatszam: 2-5 min™*

Tarcsaatméro: 1,72 m

Térfogat: 3,65 m*

Toltott térfogat: 1,58 m?

Osszes tarcsafelilet: 414 m?

Mikroba éltal képzett film vastagsaga: 0,3-1,6 mm

Ehhez hasonlé kivitelii reaktor a biofilm nélkiili, fonalasgomba-fermentaciok megvaldsitasara
alkalmas 0n. tobbkéses reaktor (Multiple Blade Horiontal Reactor — MBHR) (4.131. abra). A cs6
kilenc hengeres rekeszbdl all, amelyek a végiiknél kapcsolodnak Gssze, de amelyek a szomszédaiktol
egy-egy tanyérral vannak elvalasztva. Az elvalasztd tanyérok fels6 részén egy-egy tulfolyd nyilas van.
A fermentor minden egyes rekeszében fiiggdlegesen forognak a tengelyre rogzitett lyuggatott tarcsak
(a ,,kések’), amelyek egyszersmind a terel6lemezek. A forgo kések és a tanyérok kényszeraramlast és
megeleld keveredést hoznak 1étre és csokkentik a lerakodasok mértékeét.

4.131. abra: MBHR csoreaktor

A kovetkez6, 4.132a. abran bemutatott elsé reaktor a vizszintes forgoreaktor (Horizontal Rotary
Reactor — HRR), amely tereldlemez nélkiili forgédobbal rendelkezik, melyet eredetileg az oxigén-
atadasi sebesség pontos mérésére terveztek. A HRR-t a BIOENGINEERING AG (Svéjc) fejlesztette
ki és rotaschon reaktor-nak is nevezik. Az abra masik reaktoraban (b) egy forgo henger ragadja fel a
folyadékot, és vékony film alakjiban keni el, ez a ,vékonyréteges reaktor” (Thin- Layer Turbular
Reactor), amelyet Danckwerts a folyadékmegujulési elméletének igazolasara hasznalt. Ennek szintén
volt, illetve lehet biotechnoldgiai alkalmazésa, mivel itt csak Kis habzés tapasztalhatd. Ezeknek
tovabbi valtozatai is elterjedtek, amelyekben mechanikus elemekkel segitik el6 az oxigénatadast.

A 4.132. abran lathatd pneumatikusan levegdztetett cséreaktort a bioldgiai szennyviztisztitashoz
terveztek. Az ilyen reaktoroknak specialis tulajdonsaga, hogy nincsenek benne mechanikus alkatre-
szek, és hogy a leveg6t vagy oxigént a reaktor teles hosszan adagoljak. Ennek koszonhetéen a leveg6/
/oxigén mennyiségét a fogyasztasnak megfelelden lehet beallitani, amivel az oxigénlimit elkeriilheto.
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o L il

b

o—_-

4.132. abra: Vizszintes forgo (a) és vékonyréteges (b) cséreaktor

levegd

4.133. abra: Pneumatikusan levegoztetett vizszintes csoreaktor

A hurokreaktorok és egyben cséreaktorok egészen specialis, csak kisérleti célokra megvaldsult,
igen intenziv oxigénatadast biztositd példajat mutatja be a 4.134. &bra, amelyen igen nagy H,:D aréa-
nyu csdreaktor (Tubular Loop Reactor — TLR) lathatd, amelyben szitatanyérok biztositjak a gaz/
[folyadék diszperzié megujitasat. Egyben jet hurokreaktor is. Az 50 1-es berendezésben a fermentlevet
centrifugalszivatty cirkulaltatja. A levegObevezetés a szivatty utan elhelyezett fivokan torténik, a
héelvonas pedig a csokoteges hdcseréloben. A centrifugalszivattyuba ciklonban buborékmentesitett
fermentlé keriil. E berendezéshen 20-40 kgO,/m>h oxigén- abszorpcid-sebességet sikeriilt elérni. Ugy
talalték, hogy a hagyomanyos STR-hoz hasonldan viselkedik, ha szakaszos technikaval Uzemeltetik. A
TLR az aerob rendszerekben kozeliti a dugodszeri aramlast az egy ciklus alatt rendelkezésre allo
levegd jobb kihasznalasaval 22 m-es cs6hossz esetén kb. 2—-3 m/s-os folyadékaramlasi sebesség
mellett. Egyértelmii, hogy egy ilyen recirkulaltatott reaktort CSTR-nek kell tekintentink a folyadék-
fazisban 1év6 szubsztratok szempontjabdl, ha a visszaforgatasi arany magas.

A 4.135. abran egy hasonl6 csoéreaktor lathatod, amelynek az az érdekessége, hogy a reaktorcs6
maga a hdécseréld is. Ebbdl is csak nagylaboratoriumi 1éptékii 34 literes késziilék sziiletett, amelyben
azonban igen magas 30-50 kg O./m°h OTR-értékeket tapasztaltak.
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—H RAAKTOR
HOCSERELO
GAZSZEPARATOR
CIKLON
:‘ /eLmem'i gaz

levegd )
TAPOLDAT |

5

pH- \\
szabalyozas
e

keringtet szivatty

4.134. abra: Csoreaktor (JLR), amely hurokreaktor is egyben

TERMEK CIKLON

LEVEGH —

He
[ rAroLDAT

[] pH-SZABALYOZG

4.135. abra: Csoreaktor, hurokreaktor (JLR) specialis hécserélovel
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46.2.3. Aerob bioreaktorok 6sszehasonlitdsa

Amint a fejezet bevezet6jében emlitettiik, a rendkivil sokféle levegdztetési rendszer csoportositasa és
Osszehasonlitasa nehéz feladat. Az Osszehasonlitas gatja elsdsorban az, hogy kevés jellemz6 adat all
rendelkezésre, valamint az egyes hozzaférheté adatokbol sem deriil ki mindig, hogy a jellemz6 érté-
keket milyen korulmények kozoétt hataroztdk meg. Mégis legaldbb tajékoztatas céljabol érdemesnek
tartottunk néhany dsszehasonlitd tablazatot e helyitt kézdlni.

A 61. tablazat néhany reaktortipus gazsebesség, fajlagos anyagatadasi felilet és gazvisszatartasi
értékeire nyujt tajékoztatast. A 62. tablazatban a méretekre, a K a és OTR értékére, valamint az
energiaigényre és a fermentlé viszkozitastartomanyara kaphatunk felvilagositast, mig a 63. tablazat
egy sor bioreaktor energiafajlagosat mutatja be. Az egyes reaktorneveknél eléfordulo tobbféle, esetleg
nagysagrendjében is kiilonb6z6 adat is azt jelzi, hogy egyrészt a tipusnév jelenthet kiilonb6zo
tényleges reaktort is, ill. egy reaktor esetén a szdmbavett adatok fliggenek a meghatéarozés, az lze-
meltetés koriilményeitdl.

4.38. tablazat: Gaz/folyadék érintkezteték (aerob bioreaktorok) jellemzdi

,, , GAZ-
LEVEGOZTETES | oo\ ENTORTIPUS | GAZFAZIS | sEBESsEG |2, | Ho
TIPUSA ms'L m %
lyuggatott tanyér Pressure Cycle diszperz 0,6 50 50-90
el csepegtetdtestes
toltott oszlop (szennyviztisztitas) folytonos 0,9 16 90
buborékkolonna - diszperz 0,02 7 8
STR - diszperz 0,06 25 15
4.39. tablazat: Aerob bioreaktorok dsszehasonlitasa
M_ecr]anl’kus TeIJeS|t_meny- K.a OTR V max
c u teljesitmény- bevitel
TIPUS . p
Pa.s bevitel leveg6vel b ka/mh
kW/m?® KW/m?® g m?
STR (flat blade) >2 2-5 45 200 3 450
. 80—
STR (tirbina) <2 3 1) 720 5 160
Levegdztetett
tartaly 1) 3 2-300 6 400
kertilévezetékkel
, 2,5 160
Buborékkolonna 5 400 2 500
1 3-4000
8
Pressure Cycle 5 400 5 15 2300
Meriilosugaras <0,1 3,5 1 600 45-12 300
e 300-
Szitatanyéros 3,5 1000 5 80
JLR <0,1 1,5 3,5 700 8 200
JLR (mammut-
szivatty) <0,1 3,5 350 7 400
JLR (csoreaktor) 30-50
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4.6.3. Ujabb tendenciak a bioreaktorok teriiletén

Az elbz6 alfejezetekben megismert bioreaktorok — és ez kilondsen a klasszikus kevert-leveg6ztetett
ferrnentorok esetében igaz — uraltidk a biotechnoldgiai kutatés és az ipari termelés tertletét az elmalt
50-60 évben. Ma azonban ujabb tendencidk észlelhetok ezen a teriileten is, amelyekre az jellemzd,
hogy az alkalmazott méretek egyre kisebbek (a kutatoreaktorok teriiletén), valamint elterjedtek az
eldobhato, egyszer hasznalatos reaktorrendszerek.

Mint minden teriileten, a bioreaktorok teriiletén is a miniatiirizalas az egyik tetten érhetd
tendencia. Ennek sziikségességét a rendkiviil rohamosan fejlodo torzsfejlesztési technikak, illetve a
biokatalizatorok tomeges és gyors elsé szkriningjének (ez egy technologia kifejlesztésének elso
1épcsdje) igénye vetette fel. Szazaval és ezrével kell vizsgalni torzseket minél gyorsabban a jobb
termelés, illetve a tenyésztési koriilmények elsé durva optimalasa céljabol. Ezeket HTP (high through
put), azaz nagy ateresztOképességii modszereknek nevezziik.

Eddig a legkisebb tenyésztési méretnek a razott lombikos technika bizonyult. Ennek nagy
hatranya, hogy jelent6sen eltérnek benne a tenyésztési koriilmények a nagyobb reaktorokéitol. fgy
rendszerint sokkal kisebb példaul az oxigénatadas sebessége, és igy gyakran oxigénlimit alakul ki.
Minél kevesebb azonban a hasznos térfogata egy razott lombiknak, annal jobb lesz az oxigénatadas. A
legnagyobb K a-t razott lombikban 50 ml-es Iéptékben mérték 560 h™ értékkel, amikor 450 min™-es
razatasi sebességet alkalmaztak, és a létérfogat minddssze 2 ml volt (1). Tovabbi hatrany, hogy réazott
lombikban csak szakaszos Gzemmdd lehetséges, és a mintavételezés a tenyészet megzavarasaval jar.
Mara kialakitottak 16 parhuzamosan mikddé razott lombikbol allo ,,miiszerezett” rendszert, amelyben
rataplalasos szakaszos tenyésztést pH-szabalyozdssal meg lehetett valdsitani ugy, hogy a pH-
elektrodokat be lehetett szerelni a razott lombikba. Ez azonban korulbelul a maximuma, amit ezzel a
tenyésztési technikaval és csak korlatozott parhuzamos (16) egyidejti alkalmazasaval el lehet érni.

A modern mikrotiter lemezes technikdval azonban szinte korlatlanna valt az egyidejiileg igen kis
Iéptékben futtathatd kisérletek szama, igy megval6sulhatott a htp-modszerek elterjedése.

Kiilonb6z6, 24, 48 vagy akar 96 lyuka mikrotiter lemezeket hasznalnak ma mar mikrobak tenyész-
tésére. Ezeket is razatjak (mint a razott lombikokat), azonban még nagy sebességnél és kilendulésnél is
csak kis tolcsér alakul ki (a lyukakban 1év6 folyadék nagy fellleti fesziltsége miatt), ami gatja a jo
oxigénétadasnak. 96 lyukd mikrotiter lemezzel maximum 144 h™ K a érték érhetd el, 300-1000 min™
rdzogépfordulatszam-tartomanyban. Ezért kialakitottak un. mély lyuku lemezeket, mégpedig szogletes
fallakat (azaz egy kis hasab a bioreaktor) az aramlas megtorése és a megengedhetd fordulatszam
novelése céljabol. Ezekben 800 h™ K a-t is elértek, ami igen jo oxigénatadast jelent.

Az oxigénatadason kivil a nagy felulet/térfogat arany miatti beparlddas is gondot okoz, ezért a
lemezeket befedik az oxigénre ateresztd, de a parakra nem atereszt6 foliaval.

A pH- és DO-mérés kérdését is megoldottak fluoreszcens szenzoroknak a lyukak fenekére torténd
rogzitésével (lasd a 4.8. fejezetet). Ez viszont Uj problémat vetett fel: csak lassabban lehetett a razatast
végezni a fotométer miatt, igy romlott az oxigénellatds. Ezt ugy oldottdk meg, hogy a fotométer is a
rdzogépre van szerelve, annak forgasaval egyutt forog. Tovéabbra is megoldatlan a szubsztratok
tenyésztés kdzben torténd adagolasa ebben a tenyésztési technikaban.

Mas megkdzelitésként az eddig megismert bioreaktorok tényleges lekicsinyitése eredményeként
kifejlesztettek igazi mini kevert levegOztetett reaktorokat is. Egy ilyen példdul a 16 mm atmérdvel
rendelkez6 minifermentor, amelyben egy tengelyen harom 7 mm atmér6jlii egyenes lapati nyitott
turbinakeveré van, amelyet akar 15 000 min-1 fordulatszam( motorral hajtanak meg. Ebben csak a
folyadék felilletérdl torténd levegdbeoldodassal csak 36, de egy miniatlir levegdeloszton keresztili 1
vvm-es levegztetéssel mar 400 h! K, a értéket is elértek.

A torekvés ezekkel a mini reaktorokkal az, hogy minél nagyobb szamu ilyen (és ehhez hasonld)
reaktor parhuzamos mitkodtetése legyen megvalosithato, mégpedig jo levegdztetéssel, jo0 miiszerezett-
séggel, és a tenyésztés kozben sziikséges adagolasi lehetdségek megoldasaval. Egy ilyen, 48 db tiz
egynéhany milliliteres reaktort tartalmazo blokk képe lathaté a 4.136. abran. Az ilyen miiszerezett
mini reaktorok mar alkalmasak lehetnek a technologiafejlesztés masodik 1épcséjének, az eljaras
optimalésa (pl. tapoldat optimalasa) sorozatkisérleteinek megvaldsitasara.
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T/

4.136. abra: Minifermentor blokk folyadékkezelo automatikdval (robot)

A miniatiirizalds mellett napjainkban jellemz6 masik bioreaktor-fejlesztési trend az eldobhat6,
egyszer hasznalatos bioreaktorok elterjedése. Ma mar a kereskedelemben kaphato egy sor kiilonb6zo
elven miikddo egyszer hasznalatos bioreaktor, akar néhany szaz literes 1éptékig is, amelyeknek kozos
vonasa, hogy a reaktor maga egy mianyag ,,zsak”, amelynek levegéztetése, kevertetése a legkiilonbo-
z6bb modokon valosulhat meg. Igy vannak tn. hullimkeveredésii (wawe agitated) rendszerek, de
vannak eldobhat6 kevert/levegdztetett és air lift reaktorok is. Ezeket elsGsorban emlds sejtek tenyész-
tésének céljara fejlesztették ki, ezért e jegyzet kereteiben részletesen nem foglalkozunk velik.

Megjegyezzik, hogy tulajdonképpen ebbe a kategdriaba kell sorolnunk az treges szél (hollow
fiber) reaktorokat is, amelyeket alapvetden enzimes, de sokszor sejtes technoldgidkban is felhasz-
nalnak.

47. A sterilezés és dezinficialas miiveletei
47.1. Bevezetés

A sterilezés az egyik legfontosabb miivelet minden biotechnologiai eljaras soran, és a hétkdznapi élet
egy sor teriiletén is jelentGséggel bir: az élelmiszerek egy részének csiramentességét (tej, sor, bor stb.),
a gyogyszerkészitmények és gyogyaszati eszkozok sterilitasat (injekcidk, infuzidk, protézisek, oxigén
sth.), az egyes kozmetikai készitmények és az ivoviz csiratlanitisat, a szennyviztisztitas utani tisztitott
viz fertdz6anyag-mentesitését, ¢s Ugyszintén egy biotechnologia végsd elontendd hulladékainak és
vizeinek csiramentességét kiillonbozo sterilezési eljarasokkal biztositjuk. Ugyanakkor a fermentacios
tapoldatok oltas el6tti él6esira-mentesitése az egyik legfontosabb elékészité miivelete a fermentacids
alapanyagoknak. Biztonsagos végrehajtasa legalabb olyan fontos, mint az optimalis mikrobandveke-
dés és termékképzddés biztositasa vagy a termék hatékony kinyerése. Egy-egy rosszul mikrobamente-
sitett tapoldatsarzs mind kis léptékben (kutatas-idéveszteség), mind nagy 1éptékii ipari fermentacid
esetén (idoveszteség, anyagveszteség, gazdasagi kar) tetemes veszteséget okoz.

Minthogy targyalasunk a biotechnoldgiai eljardsokra irnyul, a sterilezés miiveletét a tapoldat
sterilezésén keresztil, valamint a bioreaktorok steril (izeme néhany aspektusanak megvilagitasan
keresztiil mutatjuk be, és végiil kitériink az aszeptikus iizemelést lehetdvé tevd néhany dezinficialési
maodszer ismertetésére is. Nyomatékosan hangsulyozzuk azonban, hogy az alabb ismertetettek nem-
csak a fermentaciok, hanem minden terllet sterilezési eljarasainal érvényesek és hasznalhat6 ismeretek
(élelmiszerek, kozmetikumok stb).

Csiramentesitésre elvileg a kovetkez6 modszerek hasznéalhatok:

fizikai modszerek:
- mechanikai modszerek, szlrés (gazok és folyadékok csiratlanitasara)
—  elektromégneses besugérzés: UV, rontgen és gammasugarzés (helyiségek és fluidumok
csiratlanitasara)
- hoéhatas;
kémiai modszerek: dezinficialas.
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A kérdéskorrel kapcsolatban sziikséges harom alapfogalom tisztazésa. Sterilezésnek nevezzilk az
adott rendszerben 1évo (fert6z6) mikroorganizmusok elpusztitasat. Ennek a definicidnak a fenti
modszer-felsorolas minden eleme eleget tesz, kivéve a sziirést, mert az csupan eltavolitja a
mikrobakat, de nem pusztitja el, a sziiréssel torténd kezeléseket ennek ellenére rendszerint sterilezeés-
nek nevezzik (levegd sterilezése stb). Ugyanigy kis kiegészitésre szorul a dezinficialas fogalma,
hiszen (mint majd latjuk) nemcsak mikrobicid, azaz 616 hatast szereket, hanem példaul mikrobiszta-
tikumokat (szaporodast gatlé szereket) is alkalmazunk.

Amikor sterilezésr6l beszéliink, az aszeptikussag fogalmat is érinteni kell. Ez a csiramentes alla-
potra utal, annak fenntartdsa a célja. A mikrobak tavoltartasa a rendszertél jelenti az aszeptikus, steril
mitkodést.

A fogalomkér harmadik eleme az elszigetelés vagy izolalas, kontéinment®. Ez azt jelenti, hogy a
mikddtetett biotechnologiai rendszerben felhasznalt mikrobakat benn tartjuk a rendszeriinkben, nem
engedjiik, hogy azok a kornyezetbe kikeriiljenek. Ennek fokozott jelentésége van akkor, ha patogén
mikrobékkal dolgozunk, vagy ha génmanipulélt organizmust tenyésztink. Ilyen esetekben a bioldgiali
biztonsag igen szigort eldirasait kell betartani.**

A fentiekben felsorolt eljardsok kozul valamennyit kisebb-nagyobb mértékben, kiilonb6z6
esetekben (laboratoriumi léptékben, élelmiszeriparban) valdban alkalmazzak csiramentesitési célra, a
fermentécids iparban tapoldat-csiramentesités céljara azonban szinte kizardlag a hével torténd €16 sejt
elpusztitast, a hésterilezést hasznaljak fel. A tovabbiakban sterilezés alatt ennek megfeleléen a hével
torténé csiramentesitést értjuk és azzal foglalkozunk részletesen.

4.7.2. Mikrobak hopusztuldasanak torvényszeriiségei

Ismert tény, hogy a kiilonb6z6 fajokhoz tartozd mikroorganizmusok szamara ndvekedésiik
szempontjabdl egy-egy széles hémérséklet-tartomany jelent lehetdséget és egy szitk héfokintervallum-
optimumot (4.137. &bra). Az optimum homérseklet felett a generacios idé nd, a mikroba egyre kedve-
z6tlenebb homérsékleti viszonyok koz¢é keriil. Az dbra szerinti p=0 pontoknak megfelelé hémérséklet
felett el6bb-utdbb a pusztulas is elkezd6dik, és még a termotolerans mikrobakrol is elmondhato, hogy
80-90 °C-on mar mérhetd sebességgel pusztulnak. E héhatasra bekdvetkez6 pusztulas kivaltd oka egy
vagy tobb, az életmiikodéshez elengedhetetlen enzimfehérje hddenaturalodasa, illetve a
citoplazmamembran és a tobbi membranszerkezet irreverzibilis dezintegralédésa, hédenaturalodasa.

A hépusztulassal kapcsolatban néhany altalanos megallapitds megjegyzésre érdemes:

— A hoérzékenység fiigg a mikroba fajtdjatol (lasd 4.138. abra).

— Egy speciesz esetén a vegetativ sejtek sokkal érzékenyebbek a hohatasra, mint a ,.kondenzalt
létformé;ju" (csokkent szabad viztartalm()® baktériumsporak.

— A hoéérzékenység adott speciesz vegetativ formaja esetén tobb tényezotdl fliigg, példaul az adott
sejt elééletétol, koratol: az exponencialis novekedési fazis sejtjei érzékenyebbek a stacionarius
fazis sejtjeinél.

— Valamennyi sejt szenzitivebb nedves, mint szaraz h6vel szemben.

— A hoéérzékenység (a hopusztulas) né a homérséklet emelkedésével,

— A héérzékénység fiigg a mikrobasejtet hordozd kdzeg (tapoldat, porszem, edény falanak
felllete) tulajdonségaitdl, tapoldatok esetén a t&poldat pH-jatol, viszkozitisatdl, ozmdzis-
nyomasatol, védokolloidok jelenlététol.

% Az angolszasz szakirodalom szakkifejezése: containment.
% példaul: OECD-direktiva: Recombinant DNA Safety Considerations (1986)

EC Council Directive on the Contained use of GMOs (1990)
% Az endospérak hérezisztenciajat megérthetjiik, ha arra gondolunk, hogy a denaturacié az oldott fehérje
konformaciovaltozasa, azaz a molekula h6mozgasa kovetkeztében eldallo nem természetes konformacio kiala-
kuldsa. Vizmentes, illetve csokkent viztartalmu esetben a molekula hdmozgasa és igy mas konformacio 1étrejotte
korlatozott.
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Adott homérsékleten (és adott egyéb koriilmények kozott) egy speciesz hépusztulasa elsérendi
Kinetikat kovet:

dN _
at - kKN, (4.360)

ahol N az 618 csiraszam [db/cm®], k az un. hépusztulasi sebességi allandé [min™]%.

Alland6 k esetén (allandé hdmérsékleten) a (4.360) egyenlet integralhato:

|n|\'|\':—kt
0

N N t

[ON = dinN=—[kdt (4.361, 4.362)
N

NO N0 0

— —kt
N=Ng,e

Ha tehat a talélok szamat a hokezelési id0 fliggvényében abrazoljuk, egy exponencialis gorbét
nyerlnk, amely a 4.139. &bra szerint — megfelel6 kisérleti modszer esetén — a hépusztulasi sebességi
allando értékénék meghatarozasara is alkalmas.Vegyuk észre, hogy a gorbe aszimptotikusan kozeliti
meg az abszcisszat, tehat a zérus talél6 koncentraciot soha sem éri el.

M EXTREM MODON
TERMOFIL

TERMOFIL

MEZOFIL

PSZIHROFIL

N I T T A AR T A A |
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°oC

4.137. dbra: Mikrobdak novekedésihémérséklet-tartomanyai

% Thermal decay constant
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4.138. dbra: Mikrobacsoportok relativ hétiiré képessege

MODSZER k
N ] N/N, meghatarozasara
N, = ]
1071 -
teo=k
102 -
[8:4
103 7
t o t

4.139. abra: A hépusztulas exponencidlis lefutdsa. A hopusztulasi sebességi dallando meghatdrozdsa

Mint emlitettiik, a homérséklet novekedése noveli a mikrobak héérzékenységét, s ez a hdpusztulas
kinetikajaban ugy nyilvanul meg, hogy k maga is a hdmérséklet fliggvénye (tobbek kozott).
E hémérsékletfiiggést az Arrhenius-egyenlettel irhatjuk le:

E
k:A.e_ﬁ% (4.363)
Ej 1
_ _Eal
Ink =InA R T

ahol A egy empirikus allandé,
Ea a hopusztulas latszolagos aktivalasi energidja [KJ. /mol]*’.

A (4.363) egyenlet a szokasos Ink-1/T abrdzolasban egyenest ad, amelynek segitségével az
allando6i meghatarozhatoak (4.140. 4bra).

Néhany mikroorganizmus esetében a 4.7. tablazat szolgaltat a k hOpusztulasi sebességi allandora
és az E, latszdlagos aktivalasi energia értékeire tdjékoztatd adatokat. A 4.8. tablazat néhany tap-

% A KJ/mol mértékegység formalitas, nincs koze a 4.3.1. fejezetben tanult mikroba mol-hoz!
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oldatkomponens hoéhatasra végbemend atalakulési, illetve bomlasi reakcidjanak aktivalasi energiajat
kozli, és ez felhivja a figyelmet arra, hogy sterilezés soran szamolni kell a cukrok és N-tartalmi anya-
gok kozotti reakciokkal, és foként néhany héérzékeny vitamin, bioszanyag bomlasaval is. Ezért ért-
hetd, hogy sterilezési feladatoknal adott hdmérsékleten mindig a biztonsagos, de minimalis hokezelési
1d0 beallitasa a cél.

Modszer az Arrhenius-egyenlet konstansainak meghatarozasara

E, 1

lnk :lnA—TT

B
A empirikus allando Tl(OK_l)
(Geobacillus stearothermophylus : 9,5-10°7 min'l)
E_: hépusztulas latszdlagos aktivalasi energiaja [KJ/mol]
(Geeobacillus stearothermophylus : 70 kcal/mol)

4.140. &bra: A hépusztuldsi sebességi allando hofokfiiggése Arrhenius szerint

Az Arrhenius-egyenlet alapjan tehat, ha két homérsékleten ismerjilk k értékeit, tetszdleges
kdzbensé homérsékletre is ki lehet szamitani azt. Vigyazni kell azonban minden extrapoléacidval,
mivel sem A, sem E, nem fliggetlenek a hémérséklett6l. Nagy héfokintervallumban a 4.140. abra
gorbéje emiatt elhajolhat. Vagyis nem minden esetben a 4.139. abra szerinti idealis hopusztulasi
gorbét kapjuk, sokszor a k adott homérsekleten a kezelési idonek is fliggvénye. Az idealis esetektdl
valo eltéréseket a 4.141. abran szemléltetjik. A nem logaritmikus hépusztulas magyarazatara sokféle
probalkozas tortént. Ertelmezték példaul baktériumsporak esetén a sporacsirazassal, rossz mérési
technikékkal, a pusztulas torténéseinek egymasutanisagaval.

Utdbbi esetet a kovetkezd séma szemlélteti:
Kr Ksz
NR — NSZ — NH

Vagyis a hérezisztens spora kg sebességi allandoval jellemezheté folyamatban elébb szenzitiv
sporava alakul, majd Ksz sebességli folyamatban pusztul el. A séma szerinti differencialegyenletek a
kovetkezoképpen irhatok fel, ha mindkét 1épésre elsérendii kinetikat tételeziink fel:

dN
T R_
. kRNR (4.364)
dN
sz _
gt~ XrRNR ~KgzNgz (4.365)
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A (4.364, 4.365) egyenletrendszer megoldasa a kovetkezo alaku:

N _

N

0 Kr—Ksz

exp(kszt) - l:(SRZexp(—k Rt) ,

(4.366)

amelyben N = Ng + Ngz barmely idében. Ez a modell sokszor jol magyarazza a 4.141. abra szerinti

N/Np - t gorbék idedlistol valo eltéreset.

110

t (min)

4.141. abra: Eltérések az idedlis hopusztulasi kinetikatol

4.7. tablazat: Néhdany mikroba hépusztulasdinak Arrhenius-allandoi

MIKROBA T[°C] k [min] E.[KJ/mol]
Bacillus subtilis 110 27 310
(vegetativ)
Bacillus subtilis 121,1 3 -
(sporak)
Bacillus stearothermophilus | 104 0,051 283
(sporék)
125 6,06 283
130 17,52 283
Clostridium botulinum 104 0,42 344
(sporak)
Hemoglobin 68 6,3.10-3 312
(hoédenaturacio)

4.8. tdblazat: Tapoldatkomponensek hébomlasanak latszolagos aktivaldasi energidja [kd/mol]

Szénhidratok és fehérjéek

kS ZOtti reakci6 (Mailiard-reakcio) 130.6
B1.vitamin bomlasa 87,9
Bo-vitamin bomlasa 98,8

A hoépusztulasi sebesség reciproka az atlagos élettartam. A tizedelési id6 fogalmat a 4.141. abra
értelmezi: az az id6, ami alatt az €16 sejtszam egy tizedére csokken.
Bigelow definialt egy z értéket, amit a 4.143. dbra magyaraz.
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2.3
> = Tizedelési idéo = decimal reduction time
k
N
T
= N
1000
100
10 LN
2 ol t
D
4.142. abra: A tizedelési ido értelmezése
1
lgq)z — 1g®1 = ; (T,-T,) BIGELOW

Hémérséklet @ (min) 2

10 feeees ) B. stearothermophilus 115°C 22,6 7.1

Salmonella typhimurium 56 °C 0,5 4,2

— T (°F)

zZ
4.143. abra: Bigelow mddszerének értelmezése

4.7.3. A hépusztulds valosziniiségi értelmezése

Az eldzdekben felvazolt kinetikai leiras nagyon nagy szamu hékezelendd mikrobasejt, baktériumspora
esetén a hdopusztulas folyamatanak helyes képét adja. Minél kisebb azonban a kiindulési csiraszam,
annal nagyobb eltérések tapasztalhatok e megkozelitéstl. Ennek oka az, hogy a hépusztulas valojaban
egy olyan sztohasztikus folyamat, amelyben az egyedi csirak eltéréen viselkednek, s a teljes
populdciot csak eloszlasfuggvenyekkel lehet leirni.

Definicio: egy csira élettartama alatt azt az adott héfokon értelmezett idétartamot értjiik, amely
alatt a csira még életben marad.

Minden sejt, baktériumspora adott koriilmények kozott jellemezhetd egy élettartamértékkel,
kovetkezésképpen egy populacié (sporaszuszpenzid) ezen élettartamok eloszlasaval jellemezhetd.
Természetesen a populacio élettartam-eloszlasat jellemezhetjik az atlagélettartammal is:

t= Y Nit: (4.367)

ahol: ¢ populéci6 atlagélettartama,
N az é16 csirak kezdeti szama,
N; a t; élettartamu csirak szama.
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Konnyen belathatd, hogy t reciproka megadja a populacidt jellemzo k atlagos hdépusztuldsi
sebességi allandot:

%:E (4.368)

Tekintsiink egy olyan hdpusztuldsi folyamatot, amelynél a sterilez6 edényben a homérséklet
mindeniitt azonos, névekedés nincs®, az egyes csirak sorsa fiiggetlen a kérnyezetiikben levé tobbi
csiraétol. Ilyen helyzetben, valoszinlségszamitasi megfontolasok alapjan levezethetd, hogy annak
valoszintisége, hogy adott t idépontban a tuléldk szama éppen N (ahol N = 0,1,2,...Ng), binomialis

eloszlast kovet, és a kdvetkezdképpen fejezhetd ki:

Fa(1)= mj (0] [1-p(0]™ " (4.369)

ahol p(t) annak a valdszintisége, hogy egy csira az adott t iddpontban még taléld. A p(t), felhasznalva a
k sebességi allandot, kifejezhetd p(t)= ekt forméban. Ezt (4.369)-be helyettesitve a kovetkez6

(0 gna® ) e (4370

kifejezést nyerjik a Py(t) valdsziniiségre.

A fentiek alapjan mekkora annak a valésziniisége, hogy mar valamennyi mikrobasejt elpusztult
egy t idopontban? Vagyis Py(t) értékét keressik N=0 esetben. A keresett valosziniiség (4.370)
alapjan:

Po(t)=(1—e’“)N° <1, (4.371)

vagyis (4.371)) semmilyen t esetén sem 1, mas szoval mindig 0-nal nagyobb annak a valdszintisége,
hogy legalabb egy tuléld csira marad:

1Py (1) =1-(1-¢ )" 50 (4.372)

Ha N>>1 (ami természetesen sterilezési feladatoknal mindig igaz), akkor (4.372) kozelitése az
alabbi kifejezéssel torténhet:

1-P, (1) =1-e™ a7
amelyben N=N e ™. '

Hangstlyozzuk tehat, hogy tokéletes sterilezés nem érhetd el, még igen hosszu sterilezési ido
elteltével sem, amint az a (4.371-4.373) egyenletek alapjan belathato. Igy a sterilezési feladatok
megoldaséanal, sterilezési technoldgidk tervezeésénél arra kell torekednink, hogy a tulélés
valoszinlisége igen kicsiny legyen. A biotechnolégiai iparokban altalaban az 1 — Py(t) = 10%-10™
értékeket fogadjak el a sterilezés (vagy sterilitas) kritériuménak.*® Ha példaul 1 — Po(t) = 103, ez azt

% Ami nyilvanvalo, hiszen valdszintleg 100 OC feletti hémérsékleten vannak a sejtek. Ez a feltételezés csak a
matematikai precizitas miatt sziikséges.

% A gyo6gyaszati iparokban ez a kritérium szigortbb, ltalaban 10°~10, mig az élelmiszeriparban akar 10™2 is
lehet.
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jelenti, hogy 1-10°=0,999 annak a valdsziniisége, hogy valamennyi mikroba elpusztult, méas széval
valészinli, hogy csak minden ezer sterilezésbol egy nem sikeriil, azaz tulélé(k) marad(nak) a
rendszerben.

Vegylk tekintetbe tovabba, hogy

kt

1-P(t)=1-e™ ~ N ™, (4.374)

miszerint a sterilezés kritériuma egyszersmind a végso ¢él6 csiraszamot adja meg.

4.7.4. A sterilezés technikai megvalositasa

Laboratériumi  1éptékben a szaraz hdével torténé sterilezést 0Gn. holégsterilizatorokban
(széritoszekrényekben) végzik 140-160 °C hémérsékleten. Ez a modszer alkalmazhaté szaraz
iivegaru, palackok, lombikok, pipettak stb., illetve fémarak hosterilezésére. Nedves hovel ugyanezeket
az eszkozoket, illetve a kismennyiségii tapoldatokat és taptalajokat (kémcsé, Petri-csesze, razolombik,
laborfermentor stb.) autoklavokban gbzzel sterilezik, 4ltaldban 121-123 °C-on, jellemzSen 20-45
percig. Ilyen elektromos flitésti laboratoriumi autoklavokat mutat be a 4.144. és 4.145. abra.

~

4
L 4
gz B,
4
latszakasz ) { ]
viz
]
elekiromos fittés _—
o= o
Nns ﬂ
Oo—

4.144. abra: Hagyomanyos laboratoriumi sterilezo autoklav
Goziizema elGltélios autoklav

ooz ki

1 ! | | ajlo

<
B
J- X

kipen

eiz be

4.145. abra: Modern laboratériumi autoklav

100 (4.374) a e-x ~ 1-x+... sorfejtés szerint kozelitheto.
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4.74.1. Fermentacios tapoldatok szakaszos sterilezése

A hépusztulas torvényszeriiségeinek megismerése utin foglalkozzunk most a tapoldat-sterilezés
gyakorlati megvalositasdval. A fermentécids tapoldatok sterilezésére a néhany tiz liter-néhéany tiz
kobméteres merettartomanyban gyakorlatilag kizérolagosan a fermentorban in situ torténd
hésterilezést alkalmazzak. Ekkor a tapoldatot magaban a fermentorban készitik el, majd felmelegitik a
hésterilezés héfokara (hagyomanyosan 121, illetve 123 °C), a kivant ideig ezen a hémérsékleten
tartjak, majd lehiitik a fermentdcid6 homérsékletére (4.146. abra). A fiités és hiités megoldasa a
fermentor konstrukciojatol fligg, néhany példat a 4.147. dbra szemléltet.

Mivel a fiités és hiités idétartama Gsszemérhetd a hontartas idétartamaval (mindegyik fiigg a
fermentor méretétdél és a hokozlés-hdelvonas modjatol, valamint a tapoldattol), ezért az ezen
id6tartamok alatti hépusztulast is figyelembe kell venniink a biztonsdgos, de minimalis tartasi ido
meghatarozasanal.

120-130 °C

P a8 . o
i fermentacio homersel_‘(_lete

20-25°C

£ b L

4.146. abra: Hobehatoldsi gorbe szakaszos sterilezésnél

52 hitsviz —=
52 — =t | T
Y il
===
<>
]
== |
kondenz k jnden Zz
- B [ o [ [—
Sa i ¥ N N\~ hiitbviz
direkt géz hiitéviz

4.147. abra: Szakaszos sterilezés flitési-hiitesi megoldasai

A pusztulas mértékének kivaldo jelzoszama a kezdeti és végsé csiraszam hanyadosanak
logaritmusa. Ezért az egyes szakaszokban tortént hépusztulasok a kovetkezok:

t
hépusztulas a fiités alatt: In m _
N,

=

t kdt = Vf

o —
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hépusztulas a hontartas alatt: In N, _ k
2

t)=v

tartés'(tZ B tartas

N
hépusztulés a hiitési szakasz alatt: In N—2 = Jkdt =V,

Az egyes szakaszokban tortént hdpusztulasok értelemszeriien, de matematikailag is nyilvanvaloan
OsszegezOdnek:

V= Vf + vtalrtéls + Vh
(4.375)

.n&:.n[mm&}:.n%m&m&

1 2 \

A (4.375) egyenletek alapjan barmiféle szakaszos sterilezési probléméat meg tudunk oldani, ehhez
csupén a 4.146. abra szerinti, az adott fermentorra, illetve tapoldatra érvényes hobehatolasi gorbét,
valamint a rendszerben el6fordul(hat)o legellenallobb baktériumspora hdépusztulasi sebességi
allanddjanak hofokfiiggését kell ismerniink. Szakaszos sterilezésnél a felflitési, tartasi és hiitési
szakasz hozzajarulasa a sterilezéshez tipikusan a kdvetkezd lehet egy ipari szakaszos sterilezésnél:

L = 0’2 —V$’tés = 0,75 % = 0,05

Lathatoan valoban Osszemérhetok a fités, tartds és hiités sterilezéshez vald hozzajarulasai,
kiilonosen a felftités alatti mikrobapusztulas szamottevo.

4.7.4.2. Fermentacios tapoldatok folytonos sterilezése

A fentiekben lattuk, hogy a szakaszos tapoldat-sterilezés esetén a felfiitési és hiitési szakaszok
Osszemérhetd hosszusaguak a tartdsi szakasszal, a teljes sterilezési ciklus hosszi id6t, 60-180 percet
vesz igénybe. A sterilezéshez sziikséges id6 raadasul né a fermentortérfogat ndvekedésével, mivel a
héatadasi viszonyok egyre romlanak. A fermentortérfogat az atmérével kobosen novekszik, mig a
palast felulete csak négyzetesen, s a fermentortérbe, illetve a palastra szerelt héatado feliilet sem
novelheté minden hataron til. Van tehat egy fermentor-mérethatéar, amely felett szakaszos tapoldat-
sterilezés egyaltalan nem képzelhetd el, hiszen a hossza felfiitési-tartasi-hiitési idék a fermentor-
kihasznalast nagyon lerontanék (kg termék/fermentor m®.év).

E problémaék folytonos tapoldat-sterilezés esetén kikiiszobolédnek, raadasul a folytonos sterilezés
tovabbi eldnydkkel is rendelkezik a szakaszos sterilezéssel szemben:

— Nagyobb hémérsékleten (130-150 °C) végezhet a rovidebb idejii sterilezés, és ez noveli a
sterilezés biztonsagat, és kiméletesebb a tdpoldatkomponensek hébomlasa szempontjabal,

— A folytonos folyamat reprodukalhat6, egyforma mindségli steril tapoldatot szolgaltat (ez
bizonyitottan ndveli a fermentacids hozamot),

— A rovidebb id6 alatt kisebb mértéki a tapoldatkomponensek bomlasa,

— Nem kell keverni a sterilezés alatt, azaz a keverés energiasziikséglete kiesik a koltségtényezok
kozul.

— Fehérjéket és cukrokat kilon lehet sterilezni, azaz a tpoldat barnulasa elkeriilhetd.

— A folytonos sterilezd berendezések és maga a mivelet konnyen szabalyozhatok,
automatizalhatok.
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Hozzéatessziik még, hogy a fermentacios folyamatok is — ahol lehet — a folytonositas irdnyaban
fejlédnek, s nehezen elképzelhet6 egy folytonos fermentacio kiszolgalasa steril tpoldattal szakaszos
tapoldat- sterilezessel.

A legelterjedtebb folytonos tapoldat-sterilez6 berendezéseket a kovetkezé 4.148-4.151. &brak
mutatjak. Jegyezziik meg, hogy ezen esetekben a f6 kiillonbségek a fiitési-hiitési szakasz hdocseréldinek
megoldasaban vannak, de minden esetben sziikséges a megfeleld tartisi szakasz beiktatasa is.

A 4.148. abréan lathatoé rendszer a pillanathevitOs-pillanathiités folytonos sterilez0 megoldas. A
tapoldatot elomelegitik, majd a pillanathevitébe keriil, ami egy keverdszelep, amelybe direkt gozt
injektalnak, s ahol a tapoldat homérséklete szinte pillanatszertien felemelkedik a sterilezési hémér-
sékletre (130-140°C). A tapoldat ezutdn 2-3 percig a tartasi szakasz szigetelt cs6kigy6jan halad
keresztul, majd expanzids szelepen at a pillanathiitébe keriil, ahol az expanzié soran elparolgd viz
latens héje pillanatszertien lehtiti 80 °C koriili hémérsékletre. A fermentécié héfokara torténd hiités
egyszerl hocserélében a hideg, nem steril tapoldattal torténik.

gdz
L — 7 oC } 2-3 min
]
1
tapoldat : 1
1 : vakuum
; ]
! 1
1 1
1
i ] ]
tartasi szakasz
expanzios szelep ido
steril tapoldat

4.148. abra: Gozinjektoros folytonos tapoldat-sterilezo

A 4.149. dbra megoldasa a lemezes hicserélds folytonos sterilezé berendezés, amely 1ényegében
harom lemezes hdcserélobdl és a tartasi szakasz csokigydjabol all. Itt a fiités indirekt médon, de
szintén gbzzel torténik, a masik két hocseréld funkcioja az elomelegités és a lehiités. Az itt bemutatott
valtozat esetén is jellemz6 az energiatakarékos fiités és hiités és ezek rovid ideje (lasd a 4.148.. dbra
hémérséklet-idd diagramjat). A lemezes hécserélok képe a 4.150. képen lathatd. Ez felépitése miatt
nem a legkedvezObb a fermentacios tapoldatoknal, mivel azokban rendszerint kdnnyen kitilepedd
szilard részek is vannak, amelyek a lemezelemek bedmlési és kiomlési pontjain keletkezé sebesség-
valtozasok miatt konnyen Killepednek (az &ramlés irdnya lemezenként kétszer megvaltozik) és eltom-
hetik a lemezeket. Ez inkabb a homogén fluidumok (viz, tej, sor stb.) sterilezése esetén a jé megoldas.
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4.149. abra: Lemezes hocserélds folytonos tapoldat-sterilezé

dsszeszerelt
lemezes hocseréld

lemezek zarolemez

4.150. abra: Lemezes hdcseréld

A 4.151. abran egy spiralis hécseréldvel ellatott valtozat technologiai kapcsolasat lathatjuk, a
4.152. abra magat a spiralis hécserélot mutatja, mig a 4.153. abra egy ilizemi szerilezd allomas
fényképe. Ezt azért dolgoztak ki, mert e spirélis hécseréldkben torésmentes az aramlas, igy bizton-
sadgosabb az iizemelés, sokkal kisebb a kitilepedés és eltomodés veszélye.
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Spiralis hécserélé modellje és a szétszerelt modell
4.152. abra: Spirdlcsoves hdcserélok

4.153. abra: Spirdlcsoves folytonos tizemii sterilezd allomas
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A bemutatott megoldasoknal kozolt homérseklet-idé diagramokbol nyilvanvald, hogy a felfiitési-
lehiitési szakaszokban toltott id0 csak 1-2%-a a tartasi szakaszban vald tartdzkodasi idOnek, ezért
folytonos tapoldat-sterilezés esetén csupdn a tartasi szakaszban torténé hépusztulast kell figyelembe
venni:

InNo _par—k = (4.376)
N w

\ R

q

ahol: L a tartési szakasz hossza [m],
w a tapoldat térfogatarama [m*/min],
q a tartési szakasz csékeresztmetszete [m?].

Ha azonban a fenti modon szamitanank a tartasi cs0szakasz hosszat, igen nagy hibat kévetnénk el.
A tartési szakaszon ataraml6 tapoldatnak ugyanis nem minden térfogateleme tartézkodik ugyanannyi
ideig a rendszerben. Laminaris aramlési viszonyok esetén az atlagsebesség (U) a maximalisnak (Umax)
csupan fele, turbulens esetben pedig mintegy 82%-a. Mindkét aramlasi profil esetén tehat a cs6fal
kozelében halado folyadékrész (baktériumspora!l) tovabb, a csé kdzepén halado pedig kevesebb ideig
lesz kitéve a hohatasnak. Csupan dugdaram esetén fogadhato el biztonsagosnak a fenti szamitasi mod
(lasd a 4.154. abrat). A gyakorlatban azonban a dugdaram nem mindig valdsithaté meg, ezért a
sziikséges tartasi szakasz a tartozkodasiid6-eloszls, ill. a diszperziés modell segitségével hatarozhato
meg (tervezhetd) biztonsaggal.

Ha a diszperzios modellt (4.6. fejezet) a sterilezésre alkalmazzuk (ne felejtsik el, hogy a
hépusztulas elsérendii kinetikat kovet ), a tartasi szakaszra érvényes a mar targyalt alabbi 6sszefliggés:

N(L) ) 4y.exp(Pe/ 2)
Ny, (1 N y)2 exp(y;e) _ (1 - y)z exp(— sze)

A Da és Pe szamok, mint paraméterek, fuggvényében a fenti egyenletet nomogram formajaban
abrdzolva a 4.155. abrat kapjuk, amely hasznos segitséget nydjt a folytonos tapoldat-sterilezés
szamitasanal. Az abrabdl latszik, hogy minél nagyobb a Pe szam, vagyis minél inkabb dugbszerli az
dramlas a tartasi szakasz csOvezetékében, anndl rovidebb tartasi szakasszal lehet elérni a kivant
sterilitast.

(4.346)

Dugdaram (plug flow)

U=Umax

Turbulens aramlas

——— . .
——3 Laminaris dramlas

= O,S*umax

4.154. abra: Sebességprofilok kiilonbozo tipusu aramlasok esetén
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4.155. abra: Nomogram folytonos sterilezok szamitasahoz

Mas szoval a sterilezd rendszert ugy kell tervezni és/vagy iizemeltetni, hogy minél kisebb legyen a
tapoldat &ramlas kozbeni diszperzidja. A dugdéaramtdl valo kis eltérés esetén (1/Pe kicsi) a fenti
egyenlet hasznalhatobb alakot 6lt, egyszerisodik:

2
N(L) _ exp(_Da . Da j (4.377)
Ng Pe
Ha pedig Pe = «, azaz dugdaram jellemzi az dramlasi viszonyokat, akkor
N(L L -
I\(I)exp(— Da) = exp(—k) = exp(— kt) , (4.378)
0 u

ami megfelel az egyszerii atlagsebességgel torténd szamitasnak. A valdosagban Pe 0 és oo kozotti
értéket vesz fel, ilyenkor az eredeti egyenletet, illetve a nomogramot alkalmazzuk. A diszperzios
modell alapjan torténé szamitashoz (a nomogram hasznalatdhoz) ismernlnk kell k, , L és D értékét.

A Kk értékére ugyanaz érvényes, amit a szakaszos rendszer szdmitdsanal elmondottunk: az
el6fordulhatd legellenallobb mikrobasporat kell feltételezniink, vagy kisérleti adatokra kell
tdmaszkodni.

Az atlagsebesség és L cséhossz tervezési paraméterek, ismertek, vagy éppen ezek meghatarozasa a
cél. A D axidlis diszperzids koefficiens meghatarozasa az egyeduli probléma, itt irodalmi adatok
segithetnek. Példaul Levenspiel 1958-ban kdzzétett egy 0sszefiliggést grafikus formaban, amelyben kor
keresztmetszetli csovekben aramlo fluidumok axialis diszperzios koefficienseit adta meg a kiillonb6zo
aramlasi viszonyok fiiggvényében. E diagram j6l alkalmazhat6 a tervezési szamitasoknal.’®*

Ha a tapoldatnak a tartasi szakaszban mérheté aramlasi viszonyai nem reprezentalhatok a fenti
diszperzios modellel (ezt alkalmas ,tracer” technikaval kapott valaszfliggvények alakjanak elem-
z¢sébol megallapithatjuk), akkor az altalanos tartozkodasiidé-eloszlas koncepcioja alkalmazhatd.

191 0, Levenspiel: Chemical Reaction Engineering, J.Wiley, N. Y. 1999. 310. oldal, 13.15. &bra.
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A fert6z6 mikrobakat tartalmazo tapoldattal ataramoltatott sterilezd, mint reaktor, igen szegregalt
tipust kepvisel, hiszen az eldlni kivant sejtek, illetve spdrak valoban kis — egymastol teljesen fliggetlen
— csomagocskakat jelentenek a hobehatas (tehat a reakcid, a pusztulds) szempontjabol. Igy feltéve,
hogy sem a tartési szakasz belépési, sem kilépési pontjan nincs az €16 sejteknek visszaaramlésa (s ezt
batran feltételezhetjik), irhatd, hogy

N = T N, (tE(t)at, (4.379)

ahol E(t) a sterilez6 reaktor (a tartasi szakasz) tartdzkodasiidé-eloszlas fliggvénye, N, pedig a taléld
mikrobak szdma egy megfeleld szakaszos reaktorban, vagyis

N, (t)=N,e™, (4.380)
aminek alapjan most mar

N _ [E(t)e™dt. (4.381)

NO 0

Ennek az egyenletnek konkrét esetben torténé megoldasahoz segitség, ha utalunk arra, hogy a jobb
oldala nem maés, mint az E(t) flggvény Laplace-transzforméltja (ahol k=s, a Laplace-transzforméacid
paramétere).

A tapoldatok hosterilezésének attekintése soran lattuk, hogy szakaszos ¢€s folytonos sterilezés
esetén milyen szempontokat és hogyan kell érvényesiteni a hatékony sterilezési miivelet megtervezése
soran. Mindezekhez azonban hozzatesszik kiegészitésiil, hogy — kulondsen folytonos sterilezési
miivelet esetén — gazdasdgi szempontokat is figyelembe kell venni. Nem mindegy ugyanis, hogy a
flitéshez milyen homérsékletli gézt alkalmazunk, milyen a sterilezés homérséklete, mennyire szigoru
sterilitasi kritériumot valasztunk.

Lattuk, hogy ezek kozvetleniil befolyasoljak a miivelet hatékonysagat, de tudni kell azt is, hogy
kozvetleniil és legtobbszor forditott értelemben befolyasoljak egy sterilezd telep évi miikddési
koltségeit is. Igy tehat a sterilezés nem csupan bioldgiai-kémiai hatésai, de gazdaséagi értelemben is
optimalandé fermentacios miivelet.

475, Dezinficialas

A kémiai fert6tlenitést dezinficialasnak nevezzik. A fertStlenitd hatds fokozatait az aldbbiakban
foglaljuk 6ssze: csiraszamcsokkentd hatas (szanacios effektus)

baktériumszaporodast gatlé hatas (bakteriosztatikus hatas)
gombak szaporodasat gatlé hatas (fungisztatikus hatés)
baktériumolé hatas (baktericid effektus)

fungicid hatas (gombaolé effektus)

sporadlo hatas (sporocid effektus)

virusinaktivald hatés (virucid effektus)

gombaelemeket pusztitd hatas (fungicid effektus)
parazitakat pusztito hatas (paraziticid effektus)

Antiszeptikumoknak nevezzilk azokat a dezinficialé &agenseket, amelyek emberre kevéssé
veszélyesek, a bor- és nyalkahartya-irritacio kisebb mértékii, ezért akar borre is alkalmazhatoak (de
nem cheték meg!). Ezek k6z¢ a dezinficiensek kozé tartoznak példaul az alkoholok, a Hg-sok, az
ezlstnitrat, 1,-oldat és a kiilonboz6 detergensek.

Ezzel szemben a valodi dezinficialdszerek azok, amelyek meg6lik a mikrobékat, de sporaikat
nem feltétlenl. Ezek az emberi szévetekre sem veszélytelenek, elsGsorban élettelen feliiletek, padlo,
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falak stb. kezelésére alkalmazzak oket. Ezek kozé tartoznak a hipokloritok, a CuSQO,, a kvaterner
ammonium vegyliletek, a formalin és a fenolok.

A legfontosabb kémiai dezinficidlo hatdoanyagok a kdvetkezok:

Etilénoxid

Ozon

Alkoholok

Fenol

Formaldehid
Glutaraldehid
Guanidinek
Hidrogénperoxid
Jodoférok

KI6r és klorvegyiiletek
Kvaterner ammoénium vegyletek
Ortoftalaldehid
Perecetsav

A fenol és a formaldehid klasszikus dezinficiensek, elébbi a 19. szazad végétdl forradalmasitotta a
steril korhazi praxist, durva kornyezetszennyez6 hatasa miatt (nagyon nehezen bomlik le) ma nemigen
alkalmazzak. A formaldehid az egyik univerzalis dezinficiens, massziv mikrobialis vagy bakteriofag
fertézések esetén alkalmazzak, formalin oldat vagy paraformaldehidbdl felszabaduld formaldehid gaz
formajaban.

Gézsterilezésre az etilénoxidot (ETO) hasznéljak. Ennek forraspontja 10,4 °C, azaz
szobahomérsékleten gaz halmazallapoti. Mint alkilez6 szer, reagal a fehérjék aminosavaival, a DNS-
sel, akadalyozza a reprodukciot. Ugynevezett zért gazsterilizator késziilékekben alkalmazzak. Mivel
az emberi egészségre is artalmas, sterilezés utan gondos kilevegdztetés sziikséges a gaznyomok
eltavolitasara.

Miianyagba csomagolt edények, mint eldobhaté miianyag Petri-csészék, pipettak, injekcids
fecskenddk, és tiik, valamint egyéb orvosi felszerelések sterilizalasara alkalmazzak.

Szintén féként gazsterilezésre hasznaljak az 6zont, de oldatban is alkalmazzak.

Eléallitasa oxigénbdl torténik elektromos mezd (kisiilések) alkalmazasaval, amely elGszor
atomjaira bontja, majd haromatomos 6zonna alakitja at. Elsésorban viz (ivo- és szennyviz), valamint
¢lelmiszerek (hus, tojas) dezinficidldsara alkalmazzdk. Ma jellemzdéen palackozott vizek, illetve
uszodak vizének fert6tlenitésére hasznaljak klor helyett, példaul Los Angeles a vilag legnagyobb
6zonosviz-kezel§ tizemét lizemelteti.

Az Okor 6ta ismert bizonyos nehézfémek, mint a réz, higany és eziist dezinficialé hatasa:
sebesuléseket réz- vagy ezustlemezekkel fedtek be a fert6zések elkeriilésére, a vizet ilyen edényekben
tartottak tartdsitasi céllal, stb. Mind séiknak, mind a fémeknek maguknak van csiradlo hatasa. Az
eziistot finom hidroszol forméjaban ma is alkalmazzak még belsdleg is. A higanyvegytiletek a 19.
szazad végén bizonyos bakterialis fert6zések egyediili gyogyszerének bizonyultak. Ezek a nehézfémek
igen kis koncentréacioban is hatnak, innen a hatasuk elnevezése: oligodinamias hatas.'%

Szintén sok-sok éve ismert az alkoholoknak, els6sorban az etanolnak és az izopropanolnak a
dezinficiald hatasa. Erdekes modon mindkét alkohol 70%-0s tdménység esetén a leghatékonyabb.
Hatasuk a fehérjedenaturélasban nyilvanul meg, valamint a membranlipidek oldaséban.

Egy sor oxidaldszer is alkalmas dezinficialoszerként. Ilyenek a Klortartalma vegyiletek, a
hidrogénperoxid és a perecetsav.

192 Carl Nageli (1893) irta le elészor az oligodindmids hatast. A gérog oligo=kevés és a dynamis= er6teljes, azaz
igen kis koncentracioban hato kifejezésekbdl.
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A klor vizben az alabbi reakcioban hipoklérossavva alakul, a hipoklérossav pedig pH-tol fiiggéen
disszocidl hipoklorid anionokka. Utobbiak nem aktivak, csak a disszocialatlan hipoklérossavnak van
csiradlé hatasa, ezért a viz klérozasa rendkiviil pH-érzékeny miivelet: alacsonyabb pH kedvez a
disszociécio visszaszoruldsanak.

Cl, + H,O ——=HOCI + HCI

A NaOCI viszont 9-nél magasabb pH-n hatékony. A kalciumhipoklorit (kl6rmész) szintén haté-
kony dezinficidlészer. Ma gyakran nem ezeket, hanem klorleadd szerves kldrvegyiileteket alkal-
maznak.

A Na-dikldr-izocianuratot példaul semleges pH-n 0,5-1% toménységii oldat formajaban
hasznaljak.

A klordioxidot (ClO,) protozodk ellen is hasznéaljak.

Antiszeptikumként a szintén erés oxidaloszer jodot (jodtinktura: 2% I, 70%-0s alkoholban) is
hasznaljak.

A hidrogénperoxidot 4%-0s, a perecetsavat 3%-os oldat formajaban alkalmazzak. Mindketté erds
oxidaloszer, a vizben oxigénfelszabadulas kdzben bomlanak, ez az oxigén felel6s a csira6lé hatasért.

A kvaterner ammoniumvegyilet detergensek a sejtmembrant roncsolva fejtik ki hatasukat. llyen
vegyuleteket alkalmaznak mint benzalkénium-klorid, alkil-dimetilbenzil-ammadnium-kloridok
keverékei, polivinilpirrolidon-jodid alkoholos oldata, Na-lauriléter-szulfat stb. Ezek s
antiszeptikumok, kéz fert6tlenitésére is alkalmasak.

A glutéraldehid sporicid, baktericid, virucid és fungicid hatast 2%-os lagos pH 8,3 oldatban.
Hatésat a fehérjék szerkezete dezintegralasaval éri el, aldehid csoportjai rendkivil reakcioképesek.

A Klorhexidin (4.156. &bra) is kémiai antiszeptikum. Klorhexidin-diglukonat forméajaban
alkalmazzak leginkabb. Elpusztitja a gram-pozitiv és gram-negativ mikrobakat is, emellett nagyobb
higitasban bakteriosztatikum is (0,05%). A klérhexidin is a sejtmembran roncsolasan keresztil fejti ki
hatasat. Nagy koncentracioban emberre is artalmas (szemt6l, fiiltd] tavol kell tartani), ugyanakkor
0,005-0,006%-0s koncentracioban kontaktlecsék steril eltartdsara hasznaljak.

A P-Propiolakton egy karcinogén'® dezinficialoszer, amelyet széleskoriien alkalmaztak
vérplazma, kiilonb6zé vakcinak, sebészeti berendezések, enzimek és fermentacidoknal labor-
bioreaktorok kémiai sterilezésére. Vizzel hidrolizal, és a veszélytelen 3-hidroxipropionsavva alakul.

HM \ _{_{NH
HN %N N NH
N H H NJ
HN H H 'NH
Cl Zl

4.156. abra: Klorhexidin

4.7.6. A bioreaktorok steril miikodtetésével kapcsolatos gyakorlati szempontok és
megfontolasok

A sterilezéssel foglalkozo alfejezetiinkben eddig a tapoldatok sterilezésével foglalkoztunk részletesen,
egy biotechnologiai folyamatnak, egy fermentacionak azonban ennél Iényegesen tobb sterilezessel és
sterilitassal kapcsolatos aspektusa van. gy szolni kell a bioreaktorok felépitésének a steril miikodéssel
kapcsolatos kérdéseirdl €s a gazok, jelesiil és els6sorban a levegdnek a sterilez€sérol is.

El6szor a bioreaktor-sterilezés €s steril mikodés tervezési, izemeltetési vonatkozasairdl szolunk.

103 £zt a karcinogén hatast nem tekintik bizonyitottnak manapsag.
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»A gozsterilezés alapjai jol ismertek, de egy aktualis, jol miikdodoé rendszert megtervezni (€s mi
tegylik hozza: lizemeltetni is) mégis nagy kihivas”'® — irta W. D. Wise, az Eli Lilly Co. munkatarsa
30 évnyi sterilezési Uzemi tapasztalattal a hata mogott. Mit tegyunk, és mit ne tegylnk? — tette fel a
kérdést, és tapasztalatainak legfontosabb elemeit tomoren a kdvetkezokben foglalhatjuk dssze.

— Minden autoklavban, illetve bioreaktorban torténd sterilezés esetében, akar az iires bioreaktor,

akér a tapoldatot tartalmazo bioreaktor sterilezését végezzik el, a Iégtelenitéssel kell kezdeni a
miveletet.
A telitett g6z nyomasa ugyanis meghatarozza a hdmérsékletet, de ha levegé is van a térben, a
nyomas hamis homérsékleti értéket sugall, a levegé mintegy higitja a gbzt. Ezért kilevegoztetés
szlikséges, a légzsakok kialakulasat el kell kertilni. Ennek érdekében a sterilezés elején an.
»prevakuum” ciklusokat iktatnak be, ekkor a csdvekbdl, pordzus alkatrészekbél, vattadugobol,
gézbdl stb. eltavolitjak a levegot.

- Minden gbzbevezetéshez a legalacsonyabban fekvé pontjan a rendszernek kondenz edényt
vagy automatikus (sz&mitogép vezérelte) kondenz lefavat6t kell alkalmazni. Ezekhez tébb
gb6zhozzavezetés esetén sem szabad kozos elvezetd csoveket alkalmazni (pangd, stagnalo
kondenz zsakok, azaz fert6zési gocok johetnek 1étre).

- Minden cs6é a legalacsonyabb pont felé lejtsen, mintegy 1%-os lejtéssel, a hémérdket is a
legalacsonyabb pontra kell beszerelni.

- Ne higgyik el, hogy a kicsiny repedések, lyukak esetén a készllékben alkalmazott tulnyomas
segit. SOt, az un. Venturi-effektus miatt itt inkabb beszivas, azaz nem steril levegének a
rendszerbe szivasa torténhet.

- Szinte a legfontosabb sterilezési szabaly, hogy a hiitési ciklus kezdetekor azonnal levego-
tulnyomast kell adni a rendszerre, és az allandoé nyomast végig fenn kell tartani a hiitési ciklus
soran. Ellenkez6 esetben a kihiil6 g6z lekondenzalvan vakuum keletkezik, és készilékiink vagy
annak flité kdpenye Gsszeroppanhat!

- Bioreaktorok cséterveinek elkészitésénél (vagy elfogadasanal) ligyelni kell a kozismert 6D (ma
mar inkabb 2,5D) szabaly érvényesilésére.'® Ez azt jelenti, hogy egy cs6bdl torténd
ledgazasnal, a leagazas hossza nem lehet a cs6atméré hatszorosanal (2,5-szeresenél) nagyobb,
mert akkor olyan dramlasmentes vagy csokkent aramlasos holt terek alakulhatnak ki, amelyek
stagnalashoz, tehat fert6zodéshez vezethetnek.

A steril bioreaktor-lizem egyik sarokpontja a keverdtengelynek a reaktorba vezetése, az ehhez
alkalmazott tomités. Ennek kiilondsen az alsé meghajtast keveréknél van nagy jelent6sége. Ma szinte
kizarolag az un. csiiszogytiriis tormitéseket alkalmazzak, rendszerint kett6t'®. A dupla cstiszogyfirts
tengelytomités rajza a 4.157. adbran lathatd. A csuszogylrl egyik eleme a tengelyre, a rajta forgd
maésik eleme a tomités hdzéban van rogzitve, és egymashoz rugoéval vannak szoritva. A finoman
Osszecsiszolt surlodo feliiletek (az egyik fémbdl, a masik keramiabol vagy fémkarbidbol készil)
végzik a steril tomitést. A kenés és hiités, valamint a steril zaras biztositasara a két-két csuszogytri
kozé steril vizet vezetnek, amelyet tiszta g6zbol torténd kondenzacioval allitanak eld és levego-
talnyomassal juttatjak a tengelytomitéshez.

A tengelytdmitést magat is sterilezni kell. Amikor Uresen torténik a készlléksterilezés, akkor
bizonyos ideig gozt vezetnek a steril viz helyett a két tomités kozotti tirbe, amikor pedig tapoldattal
egydtt torténik a készulék sterilezése, akkor maga a tomités is értelemszeriien sterillé valik.

14 WILLIAM D. WISE, ELI LILLY AND COMPANY: SUCCEED AT STEAM STERILIZATION.
www.chemicalprocessing.com/articles/2005/592.html?page=1 (let6ltve:2010)

15 Bz egy kotelez6 GMP-szabaly is.

1% Double mechanical seal
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tengelyhez

. s tenéely
CSUSZOFELULET motor, attétel

4.157. abra: Dupla csuszogyiriis tengelytomités

A biotechnologiai lizemben tobb helylitt is alkalmaznak szlir6elemeket, errdl €s a kiilonb6zo
célokra felhasznalt sziir6elemekrél tajékoztatd Osszefoglalast nyajt a 4.9. tdbladzat. A tablazat
elsOsorban a steril muveletekre, illetve sterilezésre vonatkozoban tartalmaz adatokat. Lathatéan a
levegdnek a sterilre sziirése a legfontosabb eleme ezeknek: mind a fermentort levegdztetd gazt, mind
az abbdl tavozd gazt sterilre kell sziirni. Erre a célra a fermenticié héskoraban szénnel (koksszal)
toltott oszlopokat, majd meég a 20. szdzad 60-70-es éveiben is szalasanyaggal (vatta, (veggyapot)
toltott oszlopokat alkalmaztak. Ma kizarolag abszolut (tehat nem mélységi) membransziirdket
hasznalunk a leveg6 steril szlirésére. A cserélhetd szlir6elemeket rozsdamentes acél sziirohazakba
foglaljak, amelyeket, illetve a szlir6ket magukat, szintén sziirt tiszta telitett gézzel sterileznek. A steril
levegdsziirének a bioreaktorhoz torténd bekotését, a sterilezés megvaldsitasat kovethetjiik a 4.158.
abran. Meg kell jegyezni, hogy hasonloan kell bekétni az elmend levegd oldalon is a steril sziirdket.
Laboratoriumi, illetve kisérleti tizemi 1éptékben egy elmend levegdsziiré elegendd, lizemben kettot
alkalmaznak sorba kétve, és ha patogén mikrobakkal vagy GMO-kkal dolgoznak, akkor a kontéinment
szabalyainak megfeleléen a masodik sziiré utan még egy 500 °C-on miikodé elektromos égetét is
hasznalni kell.

4.9. tablazat: Sziirék alkalmazésa a fermentécios eljarasokban

Alkalmazasi teriilet Sziirétipus Abszolut sziirbképesség (um)*™®’
GOz: késziilékek tisztitasahoz és | Porozus rozsdamentes acél 1,2
és sterilezéshez
Levegt elGsziirése Cellul6z szlir6szovet 8,0
Fermentorba bemend levegé Hidroféb membran 0,2
steril sziirése
Levegd buborékoltatasa Porézus rozsdamentes acél 3,0
(levegodeloszto air lithez)
A tavozd gaz elOszlirése Polipropilén sziirébetét 1,2
A tavozo gaz sterilre sziirése Hidroféb membran 0,2
(containment)
Adalékanyagok, viz és Polipropilén mélységi
nyersanyagok elésziirése (pozitivan toltott), 1,0
gyantakotéses Uivegszal
szlirObetét
Tartalyok kilevegézése Hidrofob membrén 0,2

197" Abszolit sziirGképességnek (ami 100%-o0s eltavolitast jelent) nevezzilk annak a legnagyobb (kemény és
gomb alaku) részecskének az atmérdjét, amely (mar) képes athaladni a sziir6n, adott vizsgalati koriilmények
kozott. Ez a jellemz6 a szliré legnagyobb nyilasanak, porusanak atmérdjét adja meg.
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4.158. abra: Steril levegosziird és bekétése a bioreaktorhoz

Egy mikodésben 1évé bioreaktoron egy sor ugynevezett forré pont van, amelyek a sterilezés,
illetve a sterilen tartds szempontjabdl kulonds odafigyelést érdemelnek. Ezeket réviden a kdvetkezok-
ben foglalhatjuk 6ssze, illetve a fogalom megértéséhez tekintsik meg a 4.159. abrat, amely bemutatja
a forrd pontokat, illetve a sterilen mitkodé bioreaktor steril mitkodésének hatarait (a kiemeld zo6ld
vonalon belll minden steril!). Foglalkoztunk mar a legkritikusabb ilyen forré pontokkal, vagyis a
keverbtengely-tomitéssel és a steril levegd bevezetésével, illetve az elmend levegd sterilezésével.
Ezeken kivil forrd pontoknak szdmitanak a szenzorok, elektrodak csatlakoztatésai a bioreaktorhoz, az
ingrediensek, azaz a sav, a 14g, a habzasgéatld olaj és a szubsztratok adagolasi pontjai (tarolotartalyok,
azok csOvezése, szivattyuik és szelepeik). Ezeken kiviil a forré pontok, illetve kritikus miiveletek kozé
sorolhatjuk a mintavételi pontokat, illetve a bioreaktor tartalmanak lefejtését lehetdvé tevéd rendszert
(sterilezhetd leereszté szelep és csatlakozd szerelvényei), és végll az tgynevezett inokulumvonalakat,
azaz az elOtenyészeteknek a fotenyészet reaktoraba juttatdsat, az oltds megvalositasat. Ezeknek egy-
egy korrekt, steril megvalosulasat a kovetkezd, 4.161. dbran mutatjuk be, avval a megjegyzéssel, hogy
nem csak egyféle jo megoldas létezik. A példakat azért kézoljuk, hogy figyelmesen végiggondolva
azokat, sajat gyakorlatunkban otletekkel, gondolatokkal szolgaljanak tervezés és kereskedelmi
rendszerek vasarlasa esetén. Kiilonos jelent6sége van a steril miikddtetés szempontjabol a késziilékek
anyaganak és felliletkezelésének, valamint az alkalmazott szerelvényeknek. Ezekkel itt részletesen
nem foglalkozunk, csak a sterilen miikodtethetd szelepek leggyakrabban alkalmazott valtozatait, a
membranszelepeket mutatjuk be a 4.160. abran. Ezeknek az az elénye, hogy sterilen mitkodtethetdk, a
szallitott fluidum nem érintkezik a szeleporsoval, valamint sima €és az aramlast nem megtord belso
feliiletiilk meggatolja a szallitott anyagban 1év6 lebeg6 részek kitilepedését, az eltomddést. Ezért ezeket

a szeleptipusokat széleskortien alkalmazzak a biotechnologiai iparokban (beleértve az élelmiszeripart
is).
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4.159. abra: Forro pontok és a steril mitkédés hatarai
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4.160. abra: Membrénszelepek
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4.161. abra: Fermentorok oltasa

A bioreaktorok lizemeltetésének egy igen fontos eleme azok megfeleld tisztitasa, elokészitése egy
kovetkezd felhasznaldsra. A régi kézi tisztitasi modszereket mara felvaltottak az automatikus, illetve
automatizalhatd Ugynevezett CIP'®-rendszerek, amelyek a berendezések rendkiviil hatékony és
alland6 mindségii, valamint reprodukalhatd, azaz rutin eljarasként egy GMP'®-gyakorlat részévé
tehetd és validalhato tisztitasi protokolljat teszik lehetdvé. Egy modern biotechnoldgiai izemben a
CIP-rendszer csatlakozési pontjait épitik ki, és amikor a tisztitsra szlikség mutatkozik, ezekhez
csatlakoztatjdk a mozgathaté CIP-rendszert. Ez egy szamitogép altal vezérelt algoritmus el6re
meghatarozott programja szerint végzi a tisztitast a tisztitdo kemikalidkat tartalmazo folyadékok, a g6z,
az 0blit6 folyadékok ¢és tiszta (esetleg steril) vizes Oblitések egymas utani alkalmazasaval, megfeleld
nyomasu és hémérsékleti fluidumok segitségével. Egy bioreaktor megfeleld tisztitasahoz a reaktorba
nagynyomasu (de 2,5 barnal kisebb nyomasesésii, hogy az aeroszolképz6dést megakadalyozzak)
szorofejeket épitenek be, rendszerint egy fedél kdzeli pozicioba (és néha a keveréelemek ala is),
amelyek a késziilék falarol, de még a reaktorba beépitett kiilonb6z0 elemek rejtett feliileteirdl
(keverdelemek, aramlastoré elemek, benyuld szondarészek ) is képesek eltavolitani a rajuk rakodott
szennyezOdéseket (taptalajrészek, sejtek, habgatldé olajok). A CIP-rendszerek vezérlésének az un.
TACT (temperature, action, chemical concentration, time) paraméterek megfelel6 beallitasaval kell
gondoskodnia az effektiv tisztitasrol, azaz a megfelelé hémérséklet, a mechanikai hatds (szoréfejen
kiaraml6 anyag ereje), az alkalmazott kemikaliak fajtaja és koncentraciojuk, valamint a hat6id6 azok a
paraméterek, amelyekkel a CIP hatékonysaga biztosithatd.

A 4.162. és 4.163. abrén egy CIP-rendszer vazlatat lathatjuk. A bioreaktor szempontjabdl a CIP-
folyadékokkal ellatd csdvezésnek, az elosztdfejeknek, valamint a CIP-oldatok visszatér6 csovezésének
van jelentdsége, ehhez csatlakoztathato az un. CIP-konyha (ez az, ami mobil), amelyben a vegyszer-
oldatok elkésziilnek, illetve ahol ezeknek és a visszatéré folyadékoknak a tarolotartalyai vannak
elhelyezve, a megfelelé matrix-szeleprendszerrel és szivattytkkal, valamint hdcserélével. Egy
tipikus'™® tisztitasi ciklus a kovetkezékbél all:

108 CIp = cleaning in place, azaz helyben tisztitas, a késziilék szétszerelése nélkiil.

19 GMP = good manufacturing practice, azaz megfeleld gyartasi gyakorlat, a modern lizemmenet egyik
meghatdrozo eleme. A kdvetendd eljarasok rendszere.

10" Az alkalmazott kemikalidk nagyon fiiggenek a szennyezédések természetétdl. Pl a bemutatottakon kiviil
klértartalm( vagy detergens tartalmu oldatokat is alkalmazhatnak.
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— tisztitds csapvizzel,

— egy tisztitd oldattal torténé meghatarozott idejii mosas (az oldat cirkulaltatdsa). Ez rendszerint
egy lag.

— Ugyanez egy savas oldattal,

— Oblités vizzel,

—  ©blités desztillalt vagy deionizalt vagy WFI'™ vizzel.

Az egyes fazisok kozott légbeflvassal tavolitjdk el a maradék folyadékot. A végsé oOblités
hatékonysagat a visszatérd folyadék vezetOképességének ellendrzésével allitjak be a kivant értékre.

g6z levegd
CIP-konyha CIP oldat
csapviz
F S 2‘.(5\‘:
™
mﬁzosé- c1 2 || C3 ae oo
Aa st ']
hécseréld ‘_y-/d
| CIP-oldat
vigsza

4.162. dbra: Egy egyszerti CIP-rendszer felépitése

BreENGINEERING

Bicengineering AG engedélyével
Sagenrainstrasse 7, 8636 Wald, Switzerland

4.163. abra: A BIOENGINEERING cég CIP-szoréfejei

A sterilezéssel kapcsolatban tanultakat ellendrizziik a 4.16. animacio feladainak megoldaséval.

ML \WFI = water for injection, a gydgyszeripari gyakorlatban alkalmazott legtisztabb, pirogénmentes viz.
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4.16. animdcié: Onellendrzés: sterilezés

4.8. A bioreaktorokban folyd térténések mérése és szabalyozasuk elemei

A fermentacios folyamatok kovetésének, mérésének sziikségessége magatol értetddd és emiatt az is,
hogy szinte lehetetlen a szdmtalan alkalmazott vagy alkalmazhaté modszert maradéktalanul ismertetni.
Az aldbbiakban csak egy rovid attekintést adunk a leginkabb és elterjedten alkalmazott modszerekrol,
valamint azokrél, amelyeket a tArgyhoz kapcsol6do laborgyakorlatokon alkalmazunk.

A fermentécids folyamat az aldbbi séméval irhat6 le, és ez megmutatja, hogy méréseink foku-
szaban miféle, a rendszert jellemz6 valtozok vannak. A mérések tehat kiterjednek a séma elemeire:
mindig érdekel benniinket, hogy a tenyésztés soran hogyan hasznosul a szén-/energiaforras, aerob
esetben az oxigen, a nitrogénforras és esetenként az egyéb tapoldatkomponensek némelyike is érdek-
16désre tarthat szamot. A séma jobb oldalan vitathatatlanul a sejttomeg, illetve sejtszam alakulasanak
mérése a legfontosabb, illetve termékes fermentaciok esetében a termék képzddése. De a mikroba
gazanyagcseréjének, azaz a szén-dioxid-képzodésnek és a mindig kiséré hoképzOdésnek is nagy a
jelentésége, kiilondsen, ha kvantitativ mérlegeket, illetve matematikai modelleket kivanunk késziteni.

CIE + O + N + Zegyéb tt. Komponens —

AX |+3ZP; + CO,+ AHO

A 4.164. abran egy attekintd Ossszeallitast lathatunk az alkalmazott modszerekr6l a mikroba-
novekedés kovetésének kivételével, evvel ugyanis kissé részletesebben foglalkozunk az alabbiakban.

*QOnline is: pl. FIA

offline kémiai elemzés

kolorimetria*
NH,*- és NH,-elektrod DO és DCO,
pH-sztat: NH,-fogyas gazelemzés indirekt: O,-fogyasztasbol
NO, elektrad MS hémérleg
NH,-N (antibiotikumok) K;a kalorimetria
\ A

C/E + 0, + N + Zegyéb tt. komponens

\ ¥>| AX |+ YP, + CO, + AHO

offline kémiai elemzés ra—p— -

3 : kémiai elemzés,
kolorimetria® - H, viszkozitas
refraktiv index P, )
viszkozitas Kt Mp PO kromatografia
kromatografia: HPLC, offline kémiai elemzés MS" MS_G_?
gazkromatografia: EtOH,MeOH... . - katas alapjan:
indirekt mérések kolorimetria Biologiai titralas

ionszelektiv elektrodok agardiffizio

4.164. abra: A fermentacid kdvetési modszereinek attekintése
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A fermentacié nyomon kovetésére hasznalt méréseket tobbféle szempont szerint csoportosithatjuk.
Aszerint hogy a mikroba tevékenységérdél adnak-e felvilagositast, beszélhetiink bioldgiai, vagy ha
csupan a kornyezet valtozésait kovetik, nem bioldgiai, azaz fizikai, illetve kémiai valtozokrol.
Bioldgiai valtozok a mikrobakoncentracio, a metabolikus sebességek és fajlagos sebességek és a
kiilonb6z6 metabolikus kvociensek, mig fizikai valtozok a homérséklet, a levegdztetés és a keverd
sebessége sth. Kémiai valtozonak tekintjik a szubsztratok kiindulési és szabalyozott koncentracidit,
illetve a fermentlé pH-jat vagy az oldott oxigén szintjét (DO).

A valtozok lehetnek folytonosak, illetve idénkéntiek, azaz diszkrétek.

Megint mas szempont szerint beszélink on line. azaz a folyamatrdl kozvetleniil valés iddben
informaciot nydjté (néha in line-nak is emlitik) valtozokrél, ha pedig a rendszerbdl (idénként) kivett
mintat masutt, a rendszeren kiviil analizaljuk, akkor off line mérésekrél, illetve valtozokrol beszéliink.

Primer mért valtozoknak vagy kozvetlen valtozoknak nevezziik azokat, amelyeknél maga a mért
érték az érdeklédésre szamot tartd valtozo. Ilyenek a pH, DO, hémérséklet, szubsztrat- koncentraciok,
névekedési sebesség, stb. Indirekt, szamolt valtozoknak'*? nevezzilk ezzel szemben azokat, amelyek
esetében a valtozd értékét mas (direkt vagy indirekt) valtozokbol szamitjuk ki. llyenek példaul a
respiracios kvociens, amelyet a szintén indirekt szén-dioxid-képzodési és oxigénfogyasztasi sebes-
ségekbdl szamolunk ki, vagy a hozam, amelyet a mért mikroba- és szubsztratkoncentracio-valtozashol
lehet kiszamitani. Mind a direkt, mind az indirekt valtozok lehetnek szabalyozokorok inputjai is.

Egy fermentacios folyamat elvarhaté minimalis mérési és szabalyozasi szintjeként a kdvetkezék
tekinthetok:

Legaltaldnosabban mért fizikai valtozok (minimalis mérési *és minimalis szabalyozasi** szintek):

*hémérséklet **
*nyomas **
*aramlasi sebesség (folyadékok, gazok)**
térfogat és/vagy tdmeg
*keverbsebesség **
*teljesitményfelvétel
*habszint**
viszkozitas
turbiditas
Legéaltalanosabban mért kémiai valtozok:
*pH **

*DO (**)
DCO;,
sejtkoncentracié

4.8.1. A mikrobanovekedés kovetése

A novekedés mérésére igen sok modszert alkalmaznak. Attekintd osszeallitast nydjt errél a 4.165.
dbra. Klasszikus és anyagmerleg-készités szempontjabdl legfontosabb modszer a szarazanyag- mérés.
A fermentlébdl vett ismert térfogatl mintat membransziirdn lesziirjiik (0,2 pm porusi membran-
baktériumok esetén is megfeleld), desztillalt vizzel kimossuk a tapoldatnyomokat, majd témeg-
allandoségig szaritjuk 105 °C hémérsékleten. A visszamért membran nettd tomege térfogategységre
vonatkoztatva a sz. a.-koncentracid. Alkalmazzuk baktérium és élesztd, valamint fonalas mikrobak
esetén is, ha a tapoldat nem tartalmaz lebeg6 részecskéket.

12 Az angolszasz szakirodalom ezeket ,,gateway sensors” névvel illeti.
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Indirekt v. Szarmaztatott
modszerek

biolumineszcencia**
kemilumineszcencia* *®
radiometria
sejtkomponens-analizis
MS**

NMR

IR, NIR **
anyagmeérleg

(massbalancing)
sztohiometriai modell

D= destruktiv modszerek
Legtibb offline néhany online ** is

4.165. abra: Sejttdmeg- és sejtszammérési modszerek

Az optikai modszerek alapja az, hogy ha egy sejtszuszpenziét monokromatikus fénnyel
megvilagitunk, akkor a fény utjaba kerild sejtek azt kiilonb6z6 iranyokba szoérjak. Ha a valamilyen
irdnyban szort fény intenzitasat mérjik, nefelometriardl, ha az ates6 fény abszorbanciajat mérjik,
turbidimetriardl beszélunk. Utobbit alkalmazzuk szinte kizarélag. Ha a Lambert-Beer-torvény
érvényes, akkor a mért extinkcio aranyos a sejtkoncentracioval:

|n|L = —eXL, (4.382)
0

rrrrr

X a mikroba tdmeg szerinti koncentracioja és L a fényut hossza, azaz a mérdkiivetta szélessége
(rendszerint 1 cm), € pedig a fajlagos fényelnyelés (sejttipusfiiggo).

A klasszikus optikai denzitds meghatarozas esetében szinte kiz&rdlagosan 600 nm-es fényt
alkalmazunk, és optikai denzitasnak, a sejtkoncentraci6 mértékének definialjuk a higitassal meg-
szorzott extinkcio értékét. A fényelnyelést vakkal szemben mérjik, amelynek a sejtmentes fermentlé
hasonléan higitott oldatanak illene lennie, a valdsagban rendszerint desztillalt vizzel szemben mérink.
A 600 nm-en torténd off line OD-mérésnél vigyazni kell arra, hogy a sejtszuszpenziot kell6 mértékig
meghigitsuk, azért, hogy a fenti linearis Osszefliggés érvényességi tartomanyaban mérjink. Ma
rendszerint 1, néha 2-es extinkciotartomanyban is linearis az 6sszefliggés.

A Klasszikus optikai denzitas mérésnek off line modszerével szemben ma mér alkalmaznak on line
OD-méré eszkozoket is, két ilyennek a felépitését lathatjuk a 4.166. aran. Ezek ,,elektrod” kiillemi
szondak, amelyek a fermentorok standart csonkjaiba szerelhetéek, és rendszerint 1000 nm hullam-
hosszi kozeli NIR-fénnyel operalnak. Mind ates6, mind tiikr6zott (azaz nefelometrias) valtozatu
szondak ismertek.
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ablak

1000 nm
—

nefelometrias turbidimetrias

4.166. dbra: On line OD-méré szonddk felépitése

A szaloptikdk elterjedése szélesre nyitotta az optikai elvii mérési lehetdségek kapujat. A
nyolcvanas évek 6ta olyan fluoreszcenciamérésen alapuld, a reaktorba standard csonkokon keresztill
beilleszthetd miiszerek is elérhetdek, amelyek egyszerre tobb hullamhosszisaga 1ézerfényt bocsatanak
a sejtszuszpenziora, OD-mérésre alkalmasak, de ugyanakkor a sejttartalom bizonyos elemeinek
fluoreszcenciamérését is elvégzik. Az alapja ezeknek a detektaldsoknak az, hogy a redukalt koenzim
NADH és NADPH 340-360 nm-en gerjesztve 460 nm-es fluoreszcens fényt emittalnak, amely fény

crer

allapota is, valamint a tapoldat esetleges zavard elemei, mint pl. a buborékok).™

A fluoreszcencias mérést hasznéljak ki akkor is a sejtndvekedés kovetésére, amikor a sejtek
Jlathatéva tételére” génmadositassal beépitik az Gn. GFP™*-termel6-képességet a sejtekbe, amelyek
azutan 375 vagy 470 nm gerjeszt6 fénnyel megvilagitva 509 nm-en emittalnak és mérhetéek. Ha ezt a
GFP-termelést a haszontermék (fehérje) termelésével kotik oOssze, akkor a termékképzodés
eldrehaladasa kovethetd ilyen modon.

Az optikai szalak, a ledtechnika (megvilagitas) és a miniatirizalas (piciny fotodioda detektorok)
méara oda vezettek, hogy razott lombikokban is lehetséges OD-mérés, s6t a néhany cm® térfogat(
mikrobioreaktorokban és a mikroplate lyukaiban is.

A sejtek egyenkénti megszamlalasanak is szamos madszere ismert. Csak megemlitve itt az off line
mikroszkopos sejtszamlalasi modszereket (pl. a Blrker-kamras modszert), az elektronikus részecs-
keszamlalas modszerét ismertetjik'™®. A 4.167. abran lathat6 a miiszer elvi felépitése. A sejteket kény-
szeraramban egy kapillarison vezetjik at, amelynek két oldalara valtéfesziltség van adva. A lyukon
(sejtfajtatol fliggden 5-50 wm) athalado sejtek ellenallasa mas, mint a (NaCl) hordozé elektrolité, ezért
egy aramcsucs jelenik meg minden egyes sejt athaladasakor. Ennek szamlaldsa a sejtszamot,
nagysaganak diszkriminatorokkal torténd szétvalogatdsa pedig a sejtek méreteloszlasat képes
megjeleniteni. Elvileg csak egysejtli, leginkabb éleszt6-, kevésbé baktérium- sejtek szamlalasara
alkalmas az eredetileg vérsejtszamlalasra kifejlesztett modszer. Csak off line mérés lehetséges.

113 Megemlitjiik az aramlasos citometriat (flow citometry) is, amely rendkiviil draga, és ezért a fermentaciés
rutinban nem elterjedt modszer, amely szintén egyidejiileg egy sor on line optikai: turbidimetrias és fluoreszcens
mérésre alkalmas.

14 GFP=green fluorescent protein

115 Eredeti markaneve, amely médszernévvé is valtozott: Coulter Counter.
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vakuum

z 5' ellenallas

méretfilggo

- Sejt utja a kapillarisban
elektrodak Kapillaris

1-50 pm

4.167. abra: Elektronikus részecskeszamlalo elvi mitkodése

Sok probalkozas van egyéb sejttomeg- és sejtszammeérési eljarasok kidolgozasara is. Igy példaul
az ultrahangnak a felhasznalasaval is fejlesztettek ki modszereket. Ezen modern miiszeres sejttomeg-
mérési madszerek egyike példaul az akusztikus rezonancia denzitometria. Elve az, hogy ultrahanggal
sugarozzak be a kiivettaban 1év6 sejteket, amelyek rezonancidja a szenzor piezoelektromos cellajaban
fesziiltséget gerjeszt, ami mérheto.

Az ¢ép sejtmembrannal rendelkezd sejteket ugy tekinthetjiik, mint kicsiny kondenzatorokat,
amelyek elektromos mezd hatdsa alatt — a membran nem vezetd 1évén — feltoltédnek. A kialakulo
kapacitanciat mérni lehet (pF/cm egységben): értéke fligg a sejt tipusatol, valamint az él6 sejtek
koncentracidjatol. Olyan ,.elektrodat” fejlesztettek ki, amely egy standard csonkba beszerelhetd
testben 4 Pt elektrodat foglal magaba. Kis kezdeti sejtkoncentracional az elektrodékra adott radio-
frekvencias mez6 kicsiny aramot jelez, ahogy né a sejtkoncentracio, a jel is er6sodik, mikozben a
halott sejtek, valamint a gazbuborékok lathatatlanok az elektrod szamara. Ily mddon a rendszer az €16
sejttémeggel aranyos jelet szolgaltat."'® Elénye az elektrodnak, hogy nem névik be a sejtek, nagy
sejtkoncentracioig linearis a jel, és egyarant alkalmazhat6 egy sor sejttipushoz, baktériumok, élesztok,
allati és novényi sejtek és rovarok sejtjeire is.

Ma a kereskedelmi forgalomban kaphatok a bioreaktorba standard csonkra beszerelhetd in line
mikroszkopok is, amelyek fluoreszcencias vagy egyszerli mikroszkopos képeket kozvetitenek digitalis
kameraba, és mind a sejttartalom, mind a sejtszam, mind a morfoldgia kovetésére alkalmasak. Ezek
vagy mechanikusan, vagy elektronikusan definialt mérési zénaban (lasd a 4.166. abra masodik
példajat) képesek az 6sszes sejt megjelenitésére.

4.8.2. A hémérséklet és a pH mérése

A fermentlé homérsékletét szinte kizarolag Pt100™ ellenallas-hdmérdkkel mérjiik. A szabalyozasat

pedig a hdatadod rendszerben (rendszerint a reaktor kdpenyében) cirkuldltatott hiitéviz gbézzel torténd
fiitésével és hideg vizzel torténd hiitésével (PID-szabalyozokkal) oldjak meg.

A pH mérésére a 60-70-es évek Ota a cserélhetd elektrolittal feltoltott, sterilezhetd kombinalt
uveg/kalomel elektrodokat alkalmazzak. Ma inkabb egyszer hasznalatos, nem regeneralhato,
gélformaju elektrolitokkal feltdltott elektrédak hasznélatosak. A pH szabalyozésat két iranyban
miik6d6 szabalyozdkkal végezzilk, a szabalyozdk sav vagy llg ingrediensek adagolasat vezerlik.

A hoémérdket, a pH-elektrodékat és a fentiekben emlitett optikai szondakat stb. Un. standard
csonkokba lehet csatlakoztatni. Egy ilyen 25 mm belsé atmérdji csonk, valamint a szondamentes
esetben szlikséges zarasra alkalmas vakdugd képét mutatja a 4.168. abra.

116 Bjomass Monitor, 2002-ben keriilt piacra, egyszerre négy fermentorban is képes kovetni a sejtszaporodést.
1170 °C-0n 100 Q, 60 °C-on 123,2 Q ellenallasu a Pt.
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4.168. abra: Standard szondailleszto csonkok

4.8.3. Az oldott oxigén koncentracioja és az oxigénabszorpcié mérése
4.8.3.1. Oldott oxigén mérese

Az oldottoxigén-szint mérésenél két probléma merll fel: mivel az oxigén egy csekély mértékben
oldédé gaz, koncentracioja a fermentlében alacsony, ugyanakkor a koncentracié valtozasanak
sebessége (kilondsen a 4.8.3.2.-ben ismertetendd dinamikus K a mérés esetén) nagy, ezért érzékeny és
gyors reakcioju mérérendszerre van sziikség. Probalkoztak a multban tobbféle modszerrel, példaul az
un. ,,tubing” modszerrel. Ennél a fermentlébe egy oxigénre atereszto (pl. szilikongumi) csdvet meri-
tettek, amelyen keresztill N,-gazt dramoltattak. Ebbe az oldott oxigént bediffundalva és a gazaramot
gazelemzObe vezetve, lehetséges lett az oldott oxigén szintjének meghatarozasa. A modszer koriil-
ményes, lassu, ezért nem terjedt el.

A oldottoxigén-szint mérésére ma kétféle amperometrids elvii elektrokémiai rendszert alkal-
maznak (4.169. abra). Az elterjedtebb Clark-elektrod esetében kiils6 fesziiltségforrassal polarizaljak a
Pt katodot, amely koril helyezkedik el az Ag henger andd. Az elektrolit 3 mol/l KCl-oldat. Az
elektrodokat, illetve elektrolitot oxigénre atereszté polietilén-, szilikongumi- vagy teflonmembran
valasztja el a mérendd kozegtél. Allando polarizal fesziiltség (kb 0,6 V), valamint jol definialt
membranvastagsag és membran-katod tavolsag esetén az elektrodok kozott folyd aram erdéssége
aranyos a kiilsé térben mérhetd oldott oxigén parcialis nyomasaval:

| =kD.S.pO,/X =nFAS/X.p0O, (4.382)

ahol  pO, az oldatban 1év6 O, parcialis nyoméasa
D az oxigén diffuzios allandoja a membranban
S az oxigén oldhat6saga a membranban
X a membran vastagsaga
F Faraday-allandé (9,648.10" Coulomb/mol)
A katodfellet

Mivel az elektrodban valamennyi tobbi mennyiség konstans, csak a parcialis nyoméas véaltozhat,
ezért az &ramjel a parciélis oxigénnyomassal lesz aranyos.

Az oldott oxigént mérd elektrod tehat nem oxigénkoncentraciét mér, hanem az oldott oxigén
parcialis nyomasaval aranyos aramjelet szolgaltat. Ezért minden ilyen miiszer 0 és 100%-0s telitettségi
szint kozotti értékeket mutat. A tovdbbiakban azonban tovabbra is koncentraciordl fogunk beszélni
(ami, a Henry-térvény értelmében aranyos a parcialis nyomassal).
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A 4.170. abra taniséga szerint legalabb harom difflzids hatéarréteg jelent ellenéllast az oxigénnek
a katod feliiletére jutasakor, ezért érthetd, hogy van id6késése a rendszernek, a mért érték egy el6z6
idépontban érvényes valodi értéknek felel meg. Ismerniink kell tehat az elektrod dinamikus
viselkedését, az idokésés mibenlétét, hogy — kiilondsen dinamikus méréseknél — ezt a késést kom-

penzélhassuk.

iiveghot

— Clark elektrod (PUA(KCD)

~~

katé dfolyamat:
O, +2H,0+2¢ ==p H,0, +20H
H,0,+2¢ =» 20H"
anédfolyamat:
4Ag + 4C1 =»-4AsCl + 4o

amperometrias

Mackereth—-Johnson—Borkowski-elektréd
AWPb (AcOH+Pb(OAC))

membran

PE.PTFE
10-100pm™, Py — Ph2t + 2e

1120, +H,O+2¢ — 20H

galvanikus

1720, + Pht+ H,O— Ph(O
elektrolit © g =

Pt katéd

4.169. dabra: Oldott oxigént méré amperometrids elektrodok felépitése

ELEKTROLIT FOLYADEK

FILM FOTOMEG
Katod I

1,2,3: DIFFUZIOS HATARRETEGEK

membran

4.170. &bra: Diffuziés hatarrétegek az oldott oxigén elektrédjéban
4.8.3.2. Az oxigénabszorpcid sebességének meghatarozasi modszerei

Szulfitoxidaciés modszer

A szulfitmérés soran az oxigénabszorpcid sebességének mérését egy kémiai reakcio sebességének
mérésere vezetjik vissza.

Az oxigeénabszorpcié szempontjabol vizsgalni kivant bioreaktort Na,SO;-oldattal toltjuk meg és
levegdztetjiik (és kevertetjiik). Ekkor katalitikus mennyiségii Co®* vagy Cu®* ionok jelenlétében a

8032_ + ]/202 i SO4 =

reakcio jatszodik le. Ez a reakcio nehany fontos tulajdonsaggal rendelkezik:
— Nulladrendii a reakci6 az SO;” ionokra nézve (0,1-1 Na,SOs—koncentraci6-tartoméanyban)
ha van 107~ 10 mol/I koncentracioju katalizator.
— Gyakorlatilag irreverzibilis.
— Qyakorlatilag pillanatszert.

E tulajdonsagokbdl kovetkezik, hogy egyrészt amig szulfitionok vannak jelen, addig az oldott
oxigén koncentracidja zérus, masrészt a szulfatosodasi reakcid sebeségét tehat csak az oxigén-
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abszorpcid sebessége hatarozza meg (a reakcié sztohiometriajat is figyelembe véve egyenld vele!),
azaz az r oxidaciosebesség

?j—ct: =K,a(C*-C)=K,aC* »>r=K aC* (4.383)

Ha tehat megmérjlk a reakcio sebességét, akkor megmeértiik az oxigénabszorpcio sebességét is.

A reakciosebességet a szokasos modon mérhetjiik: a reakcididd elérehaladtaval mintakat vesziink,
amelyekben meghatérozzuk a meg el nem reagalt szulfit koncentraciojat, majd ezeket az értékeket
abrazoljuk az id6 fliggvényében, és meghatirozzuk az egyenes iranytangensét. A fenti egyenlet
értelmében ugyanis a sebesség allando, tehat a koncentraciok az idében egyenes mentén csokkennek.
Ezt a meredekséget (reakcidsebességet, ami maga az OTR) mmol oxigén/I-6ra, méginkabb g O,/I-6ra
(vagy régebben mg SO,/I-6ra ) egységben kifejezve kapjuk az Un. szulfitszamot.

Valgjaban a reakciorendszer viselkedése 1ényegesen bonyolultabb a fent vazoltnal, tébbek kdzott
mivel a levegdbuborékok gaz/folyadék hatarfeliiletén 1évo stagnald folyadékfilmben is van szulfit,
tehat ott is folyik az oxidacid, és ez a kémiai reakcié mintegy ,,megszivja” az oxigéndiffaziot a
hatarrétegben, meghamisitva a viszonyokat. Ezt a gyorsitd hatast az Un. ,enhancement faktorral”
szoktak leirni. A szulfitszam tehat kissé¢ nagyobb oxigénabszorpciot jelez. mint ami egyszer( Vvizes
oldatban (vagy fermentlében) lenne, azonban arra kivaléan alkalmas, hogy értékeivel reaktorok
oxigénatadasi viszonyait, és adott reaktor esetén a kiilonb6z0 technoldgiai paraméterek mellett torténd
levegdztetés hatasait 6sszehasonlithassuk.

A szulfitoxidaciés modszert csak tisztavizes modellrendszerben lehet hasznalni, tapoldatban és
méginkabb 1élegzo tenyészetben nem!

Hasonl6 modszert fejlesztettek ki az oxigénnek hidrazinnal torténd reakciojat felhasznalva is, de
az kevéshé terjedt el a szulfitmérésnél.

Kilevegéztetéses (,, Gassing out”’) modszer K a meghatarozasara

E mddszer sordn N,-arammal kihajtjdk az oldott oxigént a bioreaktorban 1évé vizb6l vagy
mikrobamentes tapoldatbol, majd a N,-gaz bevezetését megsziintetik, és atkapcsolnak levegOztetésre.
Ekkor az atviteli fuggvény az ismert

dC .
=~ -K,alc'-c)
dt

Alaku, és ha folytonosan mérni tudjuk az oldott oxigén koncentrécidjanak a ndvekedését a
telitdés soran, akkor e differencialegyenlet megoldasa rajzolddik elénk (pl. egy kompenzogréafon),

c

*

amelyet az 4.171. dbra mutat. A C-t gorbébol a —In(l— ): K, a.t megoldasi forma alapjan K.a

meghatarozhato.

K;a

Levegd indul

4.171. dbra: A kilevegdztetéses K a-meghatarozasi modszer elve
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Dinamikus K a-meghatarozasi modszer

A K|a dinamikus meghatarozasanak modszerét tenyészetekben torténé mérés céljara dolgoztak ki.
Alapja az, hogy amint az a 4.77. &bran lathatd, szakaszos mikrobatenyésztés soran mindig dinamikus
egyensuly van az oxigénoldddas és a fogyasztas kozott. Ez az egyensulyi oldottoxigén- koncentracid
az &bra szerinti profil szerint valtozik minden szakaszos fermentacio soran.

Ha a gorbe mentén barhol ledllitjuk a levegdztetést a 4.172. abra szerint (és csak egy csokkentett
intenzitassal kevertetiink, hogy a fermentlé homogén maradjon), akkor a C egyenes mentén fog
csokkenni mindaddig, amig el nem éri a kritikus oxigénkoncentraciot, ugyanis afelett alland6 a
fajlagos légzési sebesség, Qmax Valamint a mérés rovid ideje miatt az x mikrobatdmeg novekedése
elhanyagolhatd. Ebbdl az egyenesbdl meghatarozhatdé a 1égzés sebessége, az ugyanis az egyenes
meredekségével egyenld (xQ).

Levegdztetés leallitasa

= l

\ I\ J t
A Y
dC dC *
P —=K,alC" -CJ}-x
dt = aE ( ) %
Levegdztetés
ujraindul

4.172. dbra: A dinamikus K a-meghatérozas elve tenyészetekben

CJ
C* |-,

xQ dC j
—+X
( o Q)
4.173. dbra: A dinamikus K a-meghatérozas: linearizalas

A leszallo egyenes mentén barhol, ha Gjra visszakapcsoljuk a levegdztetést, akkor a teljes
differencialegyenlet érvényes, és az abran lathaté gérbe mentén all vissza az el6zd egyensulyi
oldottoxigén-szint. A gérbe néhany pontjabdl az alabbi linearizalasnak megfelelé abrazolast (4.173.
abra) elvégezve, a kapott egyenes reciprok iranytangense megadja K a-értékét.

1 (dC .
C=- — 44X C 4.384
KLa[ dt ’ Q)+ ( )
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A dinamikus K a-mérés eloénye, hogy tenyésztés kozben nyujt informaciot a bioreaktor oxigén-
atadasi viszonyair6l. Probléma azonban, hogy az oldott oxigén mérésére hasznalt elektréd nem
valosideji jeleket szolgaltat, dinamikus viselkedése miatt mindig késésben van a valdsidejli oxigén-
szint értékétol. Ennek kikiiszobolése érdekében tobbféle eljaras is lehetséges.

Az eredeti grafikus modszer is lehet6séget nyjt K, a-nak az elektrod idéallanddjanak ismeretében
torténd meghatarozasara.

Ha mérémiiszert (mérderdsitdvel, esetleg processzorral és természetesen az elektroddal egyiitt)
egytarolds tagként tekintjuk (lasd a Folyamatiranyitas c. targy anyagat is), azaz

T(L—C;+C’:AC, (4.385)

crcr

mérhetd valodi koncentracio, és T az egytarolos tag idéallandodja. Esetlinkben nyilvanvalo, hogy A=1.
Derivaljuk ezt az egyenletet:
d’C’ dC’ dcC .
~ = =22 =K,alC" - C)-xQ (4.386)
dt dt dt
Egyenletek alapjan a kovetkez6 linearizalast és a 4.174. abran lathato abrazolast elvégezve K, a
meghatarozhato.

' 21 !
C=Td£+C'=— ! Td S’ +d—C+xQ +C (4.387)
dt Kal a2 dt

Ekkor természetesen a kisérletes gorbének nemcsak az elsd, hanem a masodik derivaltjat is meg
kell hataroznunk, ami mar meglehetésen nehézkes.

dcn’ III
T HE

dt
C e,

i\\ 1
: T
! : K, a

L

XQ 2 '
{ Fc'de
T

4.174. dbra: A dinamikus K a-meghatdrozas: linearizdlds idéallandéval

Egy masik megkdzelités szerint a fenti differencidlegyenlet meg is oldhatd, és a megoldas C’(0)=0
és dC’(0)/dt =0 kezdeti feltételekkel

C'(t)=C" |1+ 1 (4.388)
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Ebbdl a formulabol az 6sszetartozo (t, C’(t)) adatok birtokaban nemlinearis regresszioval a K| a és

T keresett paraméterek elvileg meghatarozhatok. Ha azonban jobban megnézzikk az egyenletet, azt
tapasztaljuk, hogy abban Kja és 1/T teljesen szimmetrikus, azaz felcserélve Oket ugyanazt az

Osszefuiggést kapjuk. Ez azt jelenti, hogy a regresszid végrehajtasa utdn nem lehet megmondani, hogy
melyik becsilt érték az 1/T, és melyik a K a."*®

Az elébbi két modszer felveti a kérdést, hogy hogyan hatarozzuk meg az elektrod idéallandojat.
Erre az egyik ismert mddszer az egységugras-zavaras hatasara Kivaltott dinamikus valaszfliggveny
felvétele. Sajnos nem ismert olyan modszer, amellyel egy 0% — 100 % oldott oxigén egységugras
kisérletileg pontosan kivitelezhetd, ezért ezt egy 100% — 0% egységugrassal helyettesitjiik. Ez
megoldhatd, ha a dinamikus modszert egy kisseé modositva a szulfitméréssel kombinaljuk.

Kombin&lt médszer a K A meghatérozasara

E mddszerrel a szulfit oxidacios reakciod tulajdonsagait kihasznalva hatarozhatjuk meg az elektréd
idéallandojat, és egyidejiileg dinamikus moédszerrel Ky A-t is meghatarozunk. Természetesen a kémiai
reakcid miatt itt nem lehetnek jelen mikroorganizmusok.

Az oxigénatadas szempontjabol vizsgalandd bioreaktort vizzel toltsiik meg, és a kovetkezo
kisérletet végezziik el: inditsuk el a levegbztetést és keverést olyan paraméterekkel, amelyek mellett a
K a-t meghatarozni kivanjuk. Varjuk meg az oxigénnel valo telitddést. Ekkor ontsiink a reaktorba
szulfitoldatot, amelynek legkisebb hanyada is azonnal 0-ra csdkkenti az oldott oxigén koncentraciojat.
Az mindaddig 0 is marad, amig szulfit ionok vannak a rendszerben. Ha a szulfitszdmra kivancsiak
vagyunk, most idénként vehetiink mintakat, és a fent leirt modszerrel meghatarozhatjuk a
szulfitszdmot is. Amikor a szulfit ionok elfogytak, az oldott oxigén koncentrécidja elkezd emelkedni
az atviteli fliggvénynek megfelelé gérbe mentén.

A Kkét gorbét normaljuk, és az elektrod-valaszfiiggveny 1-C’ transzformacidjaval egy koordinata-
rendszerben abrazoljuk, és 0—w intervallumban integralva a 4.175. abranak megfelelden megkapjuk
K_a értékét.

Egységugras: Na,SO,

t ¥ 100%

Kisérlet diagramja

s = ¥ i ."'."--_-1 s il 2 2 2 3 8 8 02
T . '-.-_

Kisérlet diagramja

s jc'dt—jcdt

1
Kia

rendszer

A J

4.175. abra: A dinamikus K a-meghatérozas kombinalt modszerrel

118 £7 valéjaban azt jelenti, hogy 1/K, a is idéallando.
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4.8.4. A gézanyagcsere mérése

A bioreaktorba levegéztetéssel bekeriilé gaz oxigéntartalmanak altalaban kevesebb mint 15-20%-a
oldodik, azaz hasznosul, nagyobb része az elmend géazzal tavozik. Az oldodo oxigén helyébe szén-
dioxid kertl, de természetesen nem pontosan akkora moléaris mennyiséggel, mint amennyi oxigén
elfogy (kivéve, ha az RQ=1). Ezért a bemend és a kimend levegbaramlasi sebesség rendszerint
jelentésen kiilonbozik.
Ahhoz, hogy a légzési sebességet, a szén-dioxi-képzédési sebességet, valamint az ezekbdl

szamithatd respiracids hanyadost merni tudjuk, elvileg a kovetkezdéket kell primer mdédon mérniink:

bemend és elmend levegd térfogatarama,

hémérséklet és nyomas a bemeneti és a kimeneti ponton,

valamint ugyanott a bemenod, illetve a tdvozo levegd Osszetétele.

Az aramlasi sebesség mérését régebben rotaméterrel, kijelz6s rotaméterrel oldottdk meg, ma az
igynevezett tomegaramméréket alkalmazzuk.'® Ez egy fiitott csdszakasz (4.176. &bra), amelynek
hémérsékletét allando értéken tartjuk, és az ehhez sziikséges elektromos fiitteljesitményt mérjiik. Ez
aranyos a csdszakaszon athalado levegd tomegaramaval. A miszert rendszerint egy szabalyozoval és
szabalyozdszeleppel egybeépitve hasznaljuk.

A gazfazis oxigéntartalmat az oxigén paramagneses tulajdonsagain alapuld gazelemzével mérjiik,
mig a szén-dioxid-tartalmat infravorés elnyelésével (hdvezetésével) kovetjilk. Ezt a kétféle elven
miikodé gazelemzo rendszert altalaban egyesitve, egy muiiszerként hozzék forgalomba. Ha gazdasagos
(tobb reaktor mérése), a tomegspektrometria is alkalmas a levegéztetd gaz Osszetételének
meghatarozasara.

Nézziik ezek utan, hogy hogyan lehet egy gazanyagcserét kovetd rendszert felépiteni. Tételezziik
fel, hogy mind a bemend levegé jellemzodit, mind a kimenééit mérjikk. Azaz mérjik Ty, pg, g €S O2;,
valamint CO,; és Ty, p2, 02 €S Oy, valamint CO,;, értékeit, ahol sorrendben a jelolések a hémérsékletet,
nyomast, térfogataramot és a gazosszetételi értékeket jelentik a bemené és a kimend levegSben. Irjuk
fel a bemend 1égarammal érkezé molaramot:

o?:%ﬁ%oﬂ co?:%%%com N?:%ﬁ%a-coﬂ—oﬂ) (4.389)

Hasonldképpen irhaté fel a kimend 1égaram oxigén, szén-dioxid és nitrogén molarama is:

or-Bdko, cor-Plico,  ny-Pdig-co,-0,)

(4.390)

Megkonnyithetjiik a dolgunkat, ha észrevessziik, hogy a bemend és a kimend légaramban a
nitrogén molarama biztosan nem valtozik (ha mar telitédott a fermentlé nitrogénnel). Azaz

%—%(1- COZl - 021) = %-?-22 (1' Cozz - 022)

(4.391)

q, = RTz p1q1(1_021 _C021)
Ebbél a g2 kifejezheté: RT, p,(1-0,-CO,,) (4.392)

Ha ezt felhasznéljuk a 4.390 egyenletekben, akkor felirhatjuk a 1égzési sebesség és a szén-dioxid-
képz6dési sebesséqg ertékét:

OUR = P1Q; 021 _ 1- 021 — C021 022 6s CER = P10 1- 021 — C021 C022 _ C021 120
RT, 1-0,,-CO,, RT,(1-0,, - CO,,

(4.393)

19 Mass flow meter
120 OUR=0xygen uptake rate, CER=carbon dioxide evolution rate, 1égzési és szén-dioxid-képzédési sebesség.
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Ebbdl lathatjuk, hogy a gazanyagcsere sebességi értékeinek kovetésehez kevesebb mérési helyre
van sziikség, mint elézéleg feltételeztiik, azaz elegenddé minden értéknek csak a bemend levegd
oldalon torténd mérése. Ha pedig a respiracios hanyadosra vagyunk kivancsiak, a 4.393 egyenleteit
osztva a kovetkezot nyerjiik, amely szerint RQ mérését a be- és kimend levegd Osszetételi adatai
meghatarozzak:

12927 0, —co
RO CER 1-0,,-CO,, 22 2
OUR [ 1-0,-COy, 0 J

21 _1_022 _Cozz 22

(4.394)

4.85. Nem invaziv fluoreszcens médszerek*

Az utébbi években, a mikrobioreaktorok és az Un. nagy ateresztOképességli szlir0 modszerek
elterjedesével lattak napviladgot olyan fluoreszcencian és lumineszcencian alapulé maddszerek, amelyek
optikai utra terelték nemcsak az optikai denzitas, hanem a pH, az oldottoxigén- koncentracid és az
oldott szén-dioxid-koncentracio kis helyigényii, nem invaziv és gyors meghatarozasat.

Az oldott oxigén (s6t a gazfazisu oxigén) optikai mérésének az az alapja, hogy az oxigén
dinamikusan kioltja valamely fluorofér fluoreszcencidjat, mégpedig 10 ns-nal nagyobb (néha tdbb
szaz ns, azaz jOl detektalhatd) félélettartammal. Az oxigén nélkil mért fluoreszcens fény inten-
zitasanak és az oxigén jelenlétében mért fluoreszcens fény intenzitdsanak hanyadosa az Gn. Stern—
Volmer-egyenlettel adott:

E T

==l Kevlco, | (4.395)
ahol Eg és E az oxigén nélkiili és az oxigén jelenlétében mért emisszidintenzitas, 1-K az élettartamok
ugyanabban a sorrendben. Ksy a Stern—\VVolmer-allandé és co, az oxigénszint. A reaktor fenekén egy
foltban taldlhaté a finoman eloszlatott fém-ligandum fluorofér komplex (a fém gyakran palladium,
platina vagy rubidium, mig a fluorofér példaul 1,10-fenantroline vagy 2,2’-bipiridin), amely egy
oxigénateresztd polimermembranban van rogzitve, ami megakadalyozza a festék kioldodasat a
fermentlébe. A kapcsolodd miiszer ugyaniugy 0-100% kozotti értékeket mutat, mint a klasszikus DO-
mérd elektrodak esetében,.

A pH mérése is megvalosult hasonlo elveken: fluoreszcens festéket rogzitenek a bioreaktor aljan

(pl. 8-hidroxiprén-1,3,6-triszulfonsav natriumsoja vagy szeminafto-rodafluor (SNARF) festéket
rogzitenek polimerhez). A fest¢k bazikus és savas formdja kiilonbozé abszorpciés maximummal
rendelkezik, valamint extinkcios koefficiendekkel, mig az emissziés maximumot a pH nem
befolyasolja'®. Mérik tehat a két gerjesztési hullamhosszon az emisszié intenzitasat, és ezek aranya
lesz a pH fliggvénye. A mérhet6 pH-tartomany csupan 5,5-8,5 tartomany egyelére.

Megemlitjuk, hogy oldott CO,-méré rendszert is kifejlesztettek.

Ezen eszkdzok esetében tehat a reaktor fenekére vannak rogzitve a fluoreszcens foltok
(érzékelok), mig a megvilagitast biztositd led fényforrasok és a fényintenzitast mérd fotodiddak a
reaktoron kiviil vannak elhelyezve. Ez lehetévé teszi, hogy egyrészt sok reaktorbeli torténést lehet
Iényegében egyidoben kdvetni, masrészt a reaktorok méretének radikalis csokkentését, valamint akar
razott lombikok monitoralasat is.

Meg kell azonban jegyezniink, hogy ezek a moddszerek elsdsorban gyors és nagysorozati
szlirfvizsgalatokra alkalmasak, mérési pontossaguk elmarad a hagyomanyos miiszeres modszerekéitol.
Azaz kinetikai modellezésre, technologiafejlesztésre, optimalasra tovdbbra is a hagyomanyos
modszerek a javallottak.

121 Az itt kovetkezé leirasnak a FLUOROMETRIX cég Cellstation berendezésének leirdsa az alapja.
122 Olyan érzékeld is van, amelynél a pH az emissziét is befolyasolja.
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Affinitas
Két molekula kotodésének erdsségét mérd fogalom. Az enzim affinitasdt a szubsztrathoz a
komplexik disszociacios allanddja méri: minél nagyobb az affinitas, annal Kisebb a disszociacids
allando.

Aktivator
Enzimhez k6t6do, reakcidosebességet noveld ligandum.

Allosztérikus enzimek
Minimum két alegységbdl allo (kvaterner szerkezettel rendelkez6) fehérjék, amelyeknél a kdt6do
ligandumnak (szubsztrat) az egyik alegységhez kotddésében egy ligandumnak (szubsztratnak,
inhibitornak, aktivatornak) egy masik alegységhez kotédésének erésit6 vagy gyengitd szerepe van.

Antioxidans
Olyan anyag, amely maga valik az oxidacid ,aldozatava”, és ilyeténképpen megvéd érzékeny
fontos anyagokat (C-vitamin, E-vitamin stb.).

Apoenzim
Az enzimmolekula fehérjerésze.

Allandosult allapot
Egy valtozo6 idébeli allanddsaga: valtozasi sebessége zérus. Lasd: steady state.

Aszeptikus
Csiramentes allapot, rendszer.

Aszimmetrikus szintézis
Prokiralis vegyiiletb6l kiinduld bioszintézis. Az alapanyagot enzimesen 100%-ban a kivant optikai
izomerré alakitja at.

Biofinomito
Mezégazdasagi termék vagy melléktermék alapon miikddé olyan, els6sorban bioeljarasokat

alkalmaz6 ilizem, amely az alapanyag minden részét hasznos, hozzaadott értékkel rendelkez6
termékké alakitja.

Biokonverzio
Biotranszformacidval rokon kifejezés, egyesek szerint sziikebb értelmii az el6bbinél.

Bioleaching
Ercekbdl a haszonfém biologiai modszerekkel torténd kioldasa.

Bioremediéacid
Szennyezett (pl. dsvanyolajjal, katrannyal, egyéb kemikalidkkal) tertletek talajanak megtisztitasa
bioldgiai modszerekkel.

Biotarsadalom
~ nak nevezziik azt a tarsadalmat, ahol az élet minden szegmensét atszévik a biotechnoldgiak.
Biologiai az alapanyag (évenként megujuld lignocelluldéz- és cukorbazis), biologiai eredetli az
energia (lignocellul6z alapt héerémiivek, bioetanol, biodizel) és bio a technoldgia is.

Biotranszformacio
A—B tipust atalakitas,amelynek soran a mikroba, vagy valamely sejtkomponense, pl. enzime
mint katalizator nagy konverzidval alakitja at az A vegydletet B-vé.

BOD, BOI
Biologiai oxigén igény (demand), amelyet f6képp az Stnapi értékével szoktak jellemezni: BOIs.

CIP
Cleaning in place = helyben tisztitas.
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Denaturacio
Természetellenes konformacié kialakulasa. Kiilonboz6 hatdsokra (hémérséklet, pH, ionerdsség,
szerves oldoszerek) a fehérje harmadlagos szerkezete megvaltozik, és a ,természetestol” eltérd
konforméciot vesz fel, akar reverzibilisen, akar irreverzibilisen.

Determinisztikus
Egy:egy meghatarozottsagd. A fliggetlen valtozo6 adott értékehez a fiiggvénynek egy (esetleg tobb,
de nem sztohasztikusan terhelt) értéke tartozik.

Dinamikus komplex
Reverzibilis komplex, azaz a kapcsolddas mellett a szétvalas sebessege is jelentos.

De novo fermentacio
Egyszerli tapanyagkomponensekbdl valamely anyagcseretermék ,,ujboli” szintézise, melynek
soran a mikrobatémeg is ndvekedik.

Domén
Speciélis szerkezeti részlete a fehérjemolekuldnak, amely szerkezetileg elkilonll vagy
funkcionalisan megkiilonboztetheto.

DOWN STREAM miiveletek
A fermentaciohoz kapcsolédd miiveletek, mint a termék izolalasa és tisztitasa, valamint a
fermentacio és a feldolgozas soran keletkez6 hulladékok (szennyviz, szén-dioxid stb.) kezelése,
feldolgozasa.

Dugb6aramu reaktor
Keveredés nélkiili folytonos iizemii reaktor, amelyen keresztiil az egymast koveto folyadékelemek
egymastol elszigetelve (szegregaltan), visszakeveredés nélkiil haladnak keresztiil (plug-flow).

ELISA
Enzyme Linked Immunosorbent Assay: antigén vagy antitest meghatérozasara alkalmazott
immunoldgiai teszt.

Elszigetelés = kontéinment.

Enantiomer felesleg
A két enantiomer koncentracioja kuldnbségenek viszonya azok 0sszegéhez, azaz azt méri, hogy
egy adott enantiomer az egészhez képest mennyire van tulsulyban, a termék adott enantiomerre
vonatkozo ,,tisztasagat” adja meg: _ Ng —Ng

eeq
Ny +Ng

Endoenzim
Olyan depolimerizalé enzim, amely a polimer lanc belsejében, statisztikusan, illetve
meghatarozott kdtéseknél bont

ENDOGEN ) )
= INTRACELLULARIS, azaz sejten beliili. Altalaban: belsd, bels6 eredeti.

Endogén metabolizmus
A fenntartds sajatos forméja, amikor a sajat tartaléktdpanyagok (sejtanyag) szolgélnak
energiaforrasul.

Exoenzim
. Olyan depolimerizal6 enzim, amely a polimer lacvégérdl kezdi a lebontast.

Fedbatch tenyésztés
Ratéplalasos szakaszos tenyésztés. Csak betaplalas van, elvétel nincs, a térfogat névekszik.

Flokkulum
OsszecsapoOdott, Osszetapadt mikrobatdmeg, -pehely, amely sok millié-milliard egyedi sejtet
tartalmazhat. Az eleveniszapos biologiai szennyviztisztitas jellemz6 mikrobatomeg- megjelenési
forméja.
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Fluxus
Egységnyi feliileten egységnyi id6 alatt atadott (anyag)mennyiseg.

Folding
Aminosavlanc olyan hajtogatodasa, ami a katalitikus hatashoz sziikséges harmadlagos szerkezetet
kialakitja.

Fosszilis
Osi foldtorténeti korokbol szarmazoé asvanyosult allati és novényi eredetii anyag. Példaul fosszilis
energiahordozo6 a kdolaj, foldgaz és a szén.

Fotolitotrof
Szervetlen szénforrast és fényenergiat hasznositd organizmus.

Glikémias index
= GI, arra utal, hogy milyen gyorsan szivodik fel egy adott élelmiszerben 1év6 szénhidrat a
szervezetben. Relativ érték, a glikdz lebomlasi sebességére vonatkoztatjak.

GLP, GMP
Good Laboratory Practice (Helyes Laboratoriumi Eljarasrend), Good Manufacturing Practice
(Helyes Termelési Eljarasrend). A mindségi munka szabalyrendszerei, amelyek a mindségi munka
celjabol kovetendoek és a mindségbiztositas soran szamonkérhetoek €s szamonkérenddek.

GMO
Genetikailag manipulalt organizmus.

Herbicid
Gyomirtd novényvéddszer.

Heterofermentativ
Tobb terméket képez fermentacidja soran: pl. a heterofermentativ tejsavbaktériumok nemcsak
tejsavat, hanem ecetsavat, etanolt (lasd a 4.17. abrét).

Heterotrof
Szerves eredetli szén-/energiaforrdson ¢16 organizmus.

Holoenzim
Az apoenzim és a kofaktor egyuttese.

Homeosztazis
Fiziologiai allanddsult allapot = kiegyensulyozott ndvekedés, a sejt valamennyi komponense
ugyanavval a fajlagos sebességgel véltozik.

Homofermentativ
Egytermékes anaerob cukorfermentacio, pl. homofermentativ tejsavbaktériumok terméke
kizérélag a tejsav (lasd a 4.17. abrét).

Idiofazis
Fonalas mikrobak novekedési szakasza, amelyet a szekunder anyagcsere jellemez, és amelyben

rendszerint valamely tdpanyag limital vagy elfogyott, vagy egyéb tényezo korlatozza a primer
anyagcserét.

Indukalt illeszkedés
A ligandum kapcsolodasa soran az enzimfehérje harmadlagos szerkezete maodosul annak
érdekében, hogy intimebb kapcsolat jojjon létre a szubsztrat és az enzim kozétt. A kapcsolddas
soran mindkettd szerkezete folyamatosan valtozik, amig az entropiacsapda 1étre nem jon.

Inhibitor
Enzimhez k6t6d6, reakciosebességet csokkentd ligandum.

In vitro
Laboratériumi vagy egyéb mesterseges koriilmények kozotti (pl. tenyésztési) eljaras.
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In vivo
Természetes ¢16 rendszerben végbemend folyamat, avval végzett eljaras.

In numero = in silico
Matematikai szimulacids ,,kisérleti technika”.

Ionerdsség

2
|i = O,5CiZi : ahol ; az i-edik ion molaritésa, z; ugyanennek a toltése.

IUPAC
International Union of Pure and Applied Chemistry: a nemzetkdzi kémikus koz6sség
kormanyfiliggetlen szervezete.

Katalitikus effektivitas

.....

Kemolitotrof
Szervetlen szénforrast és kémiai energiat hasznositoé organizmus.

Kinetikus reszolvalas
Racém keverék atalakitdsa adott enantiomerré gy, hogy csak az egyik Osszetevd alakul at, a
masik valtozatlan marad.

Kiralis centrum
Olyan C-atom, amelyhez négy eltéré csoport kapcsolodik.

Koenzim
Szerves kofaktor, amely kétféle lehet: prosztetikus csoport vagy koszubsztrat.

Kofaktor
Az enzimmolekula fehérjerészéhez kapcsolddd nemfehérje molekula, amely azonban sziikséges az
enzim mitkodéséhez. Ez fémion vagy szerves molekula, azaz koenzim lehet.

Kompetitiv inhibitor
Olyan effektor, amely kapcsolddasa esetén kizarja a szubsztratumot az enzimrdl, ezaltal
megakadalyozza a katalitikus folyamatot.

Komplett inhibicio
v. teljes inhibicid: az inhibitor 100%-o0s aktivitascsokkenést okoz, azaz amelyik enzimmolekula
inhibitort kotott, az nem alakit at.

Kontéinment
Benntartas, elszigetelés, izolalas. Mikrobdknak a rendszerben vald visszatartasa, kornyezetbe
torténd kiszabadulasuk megakadalyozasa. Kiilonos jelentdsége van patogén vagy GMO-
tenyészetek esetében.

Konszekutiv reakcié
Reakcidsor eleme. Egymast kdvetd reakciok, amelyekben az elsé reakcio terméke a masodik
rekacionak szubsztrétja, a masodik reakcié terméke a harmadik szubsztratja stb.

Kooperativitas
A kooperativitas az allosztérikus fehérje kismolekula kdtésére vonatkoz6 affinitasdnak mddositasa
egy elézoleg megkotdtt masik kismolekula altal. Pozitiv és negativ kooperativitasrol beszélhetiink.

Koszubsztrat
Nem kovalensen kotédé koenzim, tulajdonképpen masodik szubsztrat, amelynek a jelenléte elen-
gedhetetlen az enzim mitkdéséhez (néha szinonimaként a koenzim kifejezést hasznaljuk, noha az
nemcsak a koszubsztratot, hanem a kovalensen kot6d6 prosztetikus csoportot is magaba foglalja).

Ligandum
Molekulahoz (témainkban: fehérjéhez) kot6do idegen molekula (enzim esetében: szubsztrat,
inhibitor, aktivator).
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Malata
Csiraztatott és hokezelt arpa.

Metabolikus enzimek
Kissé pongyola elnevezése azoknak az enzimeknek, amelyek a metabolit interkonverziokért
felelosek. Egyszerii metabolitutak enzimei. Példaul a glikolizis vagy a pentozfoszfat ut enzimei.

Metabolit
Anyagcsere kozti- és végtermék.

Molekuléris kapcsolok
Informéacidatvitelben szerepet jatszo specialis fehérjék.

Nano-biotechnolégia
Nano- és mikromanipulacios technikak alkalmazasa olyan ,,szerkezetek™ eloallitasara, amelyekkel
a biorendszerek mélységiikben tanulményozhatok, illetve felhasznalhatok pl. hatéanyag
bejuttatasara vagy diagnosztikéara.

Nemkompetitiv inhibitor, ~ inhibicid
Olyan effektor, amely a fehérjéhez mashova kétddve mint annak szubsztratja, olyan konformacio-
valtozast idéz el6, amely ugyan nem akadalyozza meg a szubsztrat kotddését, de a reakcid
Iétrejottét igen.

Newtoni reoldgiai karakter
Allando viszkozitast fluidum, amelynél a nyirdsebesség és nyirdfesziiltség kozotti fuggvény (a
folyasgorbe) egyenes. Nemnewtoni fluidum esetén az elébbivel ellentétben a nyirdfesziiltség nem
lineéris fuggvénye a nyirdsebességnek, azaz nincs &llando viszkozitadsuk, az fugg a nyird-
sebességtol.

Nyugvo sejt
= nem szaporodd. A sejtek olyan kozegben miikodnek, amely nem teljes értékii tapoldat,
valamilyen, a novekedéshez sziikséges komponens hianyzik.

OECD
Organisation for Economic Cooperation and Development, Nemzetkozi Gazdasagi
Egyiittmiikodési és Fejlesztési Szervezet (vilagszervezet)

Optikai denzitas
Optikai zavarossag, a mikrobandvekedés mérésének optikai maddszereivel kapott, mikroba-
koncentraciot helyettesito érték.

Orientacios effektus
Az enzimmiikodés egyik modellje: a ligandum csak megfeleld térbeli orientacid esetén képes az
enzimhez kapcsoléodni.

OTR = oxygen transfer rate
Oxigénatadasi sebesség [kg O,/m*-h]. Ez tenyésztés soran mindig egyenl6 az oxigén- felhasznalési
sebességgel.

Parcialis inhibicio
v. részleges inhibici6: az inhibitor-kotott enzimmolekula részben megtartja katalitikus hatését,
azaz maradak aktivitas mérheto.

Pasztérozés
Olyan élomikroba-mentesit6 eljaras, amelynek soran csak a vegetativ sejtek pusztulnak el, a
baktériumsporak azonban nem.

Pellet
Mikrobapellet vagy gobocske: makroszkopikus, azaz szabad szemmel is lathato hifaképzédmény,
amely 1-2 mm-es méretig kompakt, tomor gob, novekvd méretek esetén a belsejében a 1izald
sejtekkel folyadék képzddik, és azt veszi koriil gombhéj elrendez6désben a hifatomeg.
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Permeaz
Sejtbe torténd anyagtranszportot segitd atvivo fehérje (konnyitett transzport).

Pervaporacio
Fazisvaltozassal is egyiitt jar6 membranmiivelet: a membran egyik oldalan oldott folyékony
fazisban van, mig a membranon atjutva a masik oldalon g6zfazisban lesz az atmend anyag.

Platformalkotd vegyilet
Olyan alapvegyiilet, amelybdl egyszerti kémiai vagy biologiai atalakitasokkal egy sor masik
eloallithato.

Predéator
Ragadoz6

Prey
Zsakmany, préda

PRIMER metabolit
A sejtmiikodés szempontjabol elsddleges fontossagu anyagceseretermék vagy koztes termék, amely
els6sorban az energiatermeléssel és a makromolekuldk szintézisével kapcsolatos anyagokat jelenti.
Ezek a ndvekedés tropofazisaban keletkeznek.

Produktivitas
IdGegység alatt egy térfogategységnyi reaktor hasznos térfogatbol eldallitott termek.
Térfogati termelési sebesség. (kg/m®.h)

Prosztetikus csoport
Kovalensen a fehérjéhez k6t6d6é koenzim (FADHZ2, hem, Piridoxal-P).

Proximitési effektus
Az enzimhatast magyarazo egyik modell: a szubsztratnak megfelel6en kozel kell keriilnie az aktiv
helyhez, hogy az intim kapcsolat létrejojjon.

Protomer
Allosztérikus enzim legkisebb katalitikusan mar aktiv egysége.

Protoplaszt
Sejtfal nélkili mikroba- vagy névenyi sejt.

Rataplalasos szakaszos tenyésztés
= fed batch. Fermentacids technika, amelynél kiilonb6z6 iitemii (allandd sebességii, periodikus,
eseményszabalyozott stb.) friss tApoldat-betaplalassal, de elvétel nélkiil (ndvekvé térfogat mellett)
valdsul meg a tenyésztés.

Restrikcios enzim
»-..baktériumokban ¢és kékalgdkban el6forduld kiilonleges enzimek. Biologiai szerepik a
sejtidegen DNS (példdul a baktériumot megtamadd bakteriofag DNS-e) felismerése és
megsemmisitése. A gentechnoldgia a restrikcios enzimeknek azt a tulajdonsagat hasznalja fel,
hogy a DNS nukleotidsorrendjének bizonyos elemeit (4-8 béazispar hosszUsagu, tébbnyire
szimmetrikus szakaszokat) nagy pontossaggal felismerik, és ezeknél a szakaszoknél hasitjak a
DNS mindkét lancat.”***

Reverzio

Muténs vagy rekombinans mikroba visszaalakuldsa a vad genotipussa.
Ribozim

Katalitikus hatast RNS.

12 http://www.enc.hu/lenciklopedia/fogalmi/biol_mol/restrikcios.htm Magyar virtualis enciklopédia.Venetianer
Pal
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SCP
Single Cell Protein: mikrobialis egysejtfehérje. A 20. szdzad hatvanas, hetvenes éveiben azt
gondoltdk, hogy a vilag fehérjeinségét mikrobidlis, els6sorban bakteridlis egysejtfehérje
tdmegtermelésével lehet megoldani.

Steady state
Lasd allandosult allapot.

Suffixum
Toldalék, pl. az enzimek -4z képzoje.

Szarazanyag-tartalom
A sejttdmeg merésére szolgalé fogalom: 105 °C-on Kiszaritott vizmentes sejttdmeg.

Szekunder metabolit
Nem primer, nem elsddleges fontossagii anyagcseretermék, a novekedés idiofazisdban primer
anyagcseretermékekbol képzodik.
Az IUPAC Gold Book definicidja: ,,Metabolites which are produced by routes other than the
normal metabolic pathways, mostly after the phase of active growth and under conditions of
deficiency. The biological significance of many secondary metabolites is not exactly known”.

Sztereoszelektivitas
Az S- és az R-enantiomer atalakitasi (képz6dési) sebességének hanyadosa egy racémkeverékbol
(lasd a 2.76 egyenletet).

Sztohasztikus
Véletlen elemeket tartalmazo (modell esetén: valoszintiségi elemeket is tartalmaz).

Szubmerz
Olyan fermentacios eljaras, amelyben a mikrobak a tapoldat belsejében (,,bemerilve”)
szaporodnak.

Ternér komplex
Harom 6sszkapcsol6dd anyag alkotta komplex, példaul: két ligandumnak az enzimmolekuldhoz
kotodésével létrejovo komplex.

Tokéletesen kevert reaktor
Olyan kevert reaktor, amelyben sehol sincsenek koncentracié gradiensek minden idépillanatra.

Tropofazis
Fonalas mikrobak novekedési szakasza, amelyet a primer anyagcsere jellemez, ekkor a mikroba
korlatozatlanul, kiegyensulyozottan névekedik.

Turnover number
= valtadsszdm vagy katalitikus allandé. Megadja az 1 perc alatt (vagy egy s alatt) egy enzim-
molekula altal atalakitott szubsztratummolekulak szamat. Ez a frekvencidja az enzim miko-
désének: hanyszor ,,fogad” és alakit at szubsztratmolekulat egy perc (vagy egy s) alatt.

Unkompetitiv inhibitor, ~ inhibicio
Olyan effektor, amely csak akkor képes az enzimhez kotddni, ha annak szubsztrat kotése mar
létrejott, ekkor azonban meggéatolja az enzimes reakciot (negativ hatasu konforméacidvaltozast
indukalva)

,Umami” iz
Az édes, a sos, a savanyl és a keserll alapizek mellett az 6tddik alapiz, amelynek tehat szintén
sajat érzékeld receptorai vannak. Jellemzéen a MSG, a mononatriumglutamat ize.

Upstream miiveletek
Azok a fermentacios miiveletek, amelyek a tapoldatok elkészitésétdl a sterilezésen at, magahoz a
fermentaciés folyamathoz vezetnek, és maguk a fermentaciés folyamatok soran alkalmazott
muveletek (oltas, levegdztetés, keverés stb).
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Végasi fermentlé, a fermentlé vagasa
A szakaszos fermentécidé végén az a fermentlé, amelyet a feldolgozésra visznek. A vagas a
fermentacio vége.

Valtasszam
Lasd turnover number.
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[bookmark: _Ref291061431][bookmark: _Toc300502194][bookmark: _Toc334705667]1. 	Bevezetés. A biomérnök és a biotechnológia

A biotechnológia definiálása, meghatározása nem könnyű, minden definíció a meghatározó szájíze szerint elfogult. Vannak, akik csak az úgynevezett „modern” biotechnológiát tekintik biotechnológiának, azaz a génmérnökség produktumait, míg mások sokkal szélesebben értelmezik a fogalmat. Mi az utóbbi módon tekintjük ezt a tudományágat, elfogadva az IUPAC által javasolt definíciót, amely az EFB (European Federation of Biotechnology) által 1981-ben elfogadott definícióval azonos:



A BIOTECHNOLÓGIA a	BIOKÉMIA,

	MIKROBIOLÓGIA és a

	MÉRNÖKI TUDOMÁNYOK

integrált alkalmazása	mikroorganizmusok

	állati és növényi sejtek/szövetek

	vagy ezek részeinek (pl. enzimeinek)

technológiai felhasználása céljából.



Mi sem jellemzi jobban a definíciók sokféleségét, mint hogy az USA kongresszusa is szükségét érezte a fogalom definiálásának 1984-ben:



Biotechnologies are commercial techniques, that use living organisms or substances from those organisms, to make or modify a product, including techniques used for the improvement of the characteristics of economically important plants and animals and for the development of microorganisms to act on environment (Congress of the USA, 1984)



A biotechnológia kifejezést egy polihisztor magyar mérnök, Ereky Károly[footnoteRef:1] találta ki és vezette be 1919-ben, és a következőképpen definiálta: „Biotechnológia minden munka, amellyel alapanyagokból termékeket állítunk elő élő organizmusok segítségével.” [1: Ereky Károly (Esztergom, 1878. okt. 20. – Vác, 1952): politikus, miniszter, gépészmérnök, közgazdasági szakember. Tanulmányait a bp.-i Műegyetemen végezte, 1905-től az egyetem adjunktusa. 1911-ben megalapította az állatértékesítő egyesületet, 1912-ben pedig a nagytétényi sertéshízlaldát. Részt vett a Csilléry–Friedrich-féle ellenforradalmi csoport szervezkedésében. A Friedrich-kormányban 1919. aug. 27-től 1919. nov. 24-ig közélelmezési miniszter. A nemzetgyűlésbe a Keresztény Nemzeti Egyesülés Pártja programjával került be, az 1922-i választásokon megbukott és visszavonult a politikai élettől. Elnöke volt a Magyar Gyorsírók és Gyorsírás Barátai Budai Egyesületének. Forrás: Életrajzi lexikon] 


Ezt a korát messze megelőző „jó” definciót Ereky avval is megtetézte, hogy szerinte a kőkorszak és a vaskorszak mintájára majd egyszer egy biokorszak is eljön. Sokak szerint ma már jócskán e korban élünk.

Természetesen ez az ősdefiníció és a fentebb ismertetett modernebb értelmezések sem örökéletűek, folyamatos revideálásra szorulnak, hiszen a biotechnológia fejlődése rendkívül gyors, hatóterülete egyre bővül, az alapvető lényeg megmaradása mellett a definíciót állandóan finomítani kell. 2005-ben az OECD egy ún. statisztikai biotechnológia definíciót adott, amely meglehetősen szélesen értelmezi a biotechnológia hatókörét: „the application of science and technology to living organisms, as well as parts, products and models thereof, to alter living or non-living materials for the production of knowledge, goods and services”.

Ezt egy listával egészítették ki, amely lista a pillanatnyilag a területhez értendő technikákat, metodikákat, eljárásokat, megközelítéseket tartalmazza. Így a fejlődéssel egyidejűleg e listaalapú definíció is tovább alakítható, kiegészíthető.

A teljesség igénye nélkül az alábbi felsorolás e lista néhány fontosabb elemét tartalmazza. E listát mint magyarázó útjelzést kell tekinteni az egyszerű definícióhoz.

DNS/RNS: Genomika, farmakogenomika, genetic engineering, DNS/RNS szekvenálás/szintézis/ amplifikáció, génexpresszió, antiszensz technológia.

Fehérjék és egyéb molekulák: Fehérjék és peptidek (nagymolekulájú hormonok) szekvenálása/ szintézise és engineeringje, proteomika, fehérjekinyerés és -tisztítás, signaling, sejtreceptorok azonosítása.

Sejt- és szövettenyésztés és engineering (beleértve a biomedical engineeringet is)

Sejtfúzió, vakcina-/immunstimuláns termelés, embriómanipuláció.

Biotechnológiai folyamatok, technikák: Fermentáció, bioreaktorok, biobányászat, bioleaching, bioremediáció, bio(lógiai)szűrés, fitoremediáció.

Génterápia, vírusvektorok gyógyászati felhasználása.

Bioinformatika: genomok, fehérjeszekvenciák, -szerkezetek adatbázisai, komplex biológiai folyamatok modellezése, rendszerbiológia.

Nano-biotechnológia: nano- és mikromanipulációs technikák alkalmazása olyan „szerkezetek” előállítására, amelyekkel a biorendszerek mélységükben tanulmányozhatók, és felhasználhatók pl. hatóanyag bejuttatásra vagy diagnosztikára.

A biotechnológia egy interdiszciplináris alkalmazott tudomány. A kölcsönhatásokat, illetve az alkalmazott alapdiszciplinákat vázlatosan az 1.1 és 1.2 ábrán mutatjuk be.

[image: 1-1-ábra-biotech]

[bookmark: _Toc334777706]1.1. ábra: A biotechnológia interdiszciplináris

[image: 1-2- ábra-kapcsolat]

[bookmark: _Toc334777707]1.2. ábra: Kapcsolat az alapdiszciplínák és a biotechnológia között

A biomérnök feladatai e komplex tudománnyal kapcsolatban abból a tényből adódnak, hogy a bioeljárásokat a valóságban, termelő ipari léptékekben működtetni kell, ami azt jelenti, hogy a laboratóriumi folyamatok léptéknövelését meg kell oldani, az ipari termelő technológiákat meg kell tervezni és meg kell valóstani, és a már működő technológiákat optimális szinten üzemeltetni kell. Mindeközben minden szinten meg kell felelni a rendkívül szigorú minőségbiztosítási, GLP, GMP és validálási követelményeknek.

Mielőtt a biotechnológiai eljárások néhány jellemzőjével megismerkednénk, vessünk egy pillantást a történeti összefoglalásra, amelyben a hagyományos és modern biotechnológia kialakulását és fejlődésének legjelentősebb állomásait foglaltuk össze.

[bookmark: _Toc300502195][bookmark: _Toc334705668]1.1. 	A biotechnológia vázlatos története

Az alábbi összeállításban a klasszikus és modern biotechnológia történetével, a genetika és biokémia/fiziológia fejlődésének néhány sarokpontjával ismerkedhetünk meg, amelyek hozzájárultak a biotechnológia fejlődéséhez.



		Kr. e

		6000–3000

		Egyiptom, Babilon, Kna: kenyérkelesztés kovásszal. Alkoholos erjesztett italok (gyümölcslé, tej). Sörkésztés. Sajtkészítés. Eceterjesztés.



		[bookmark: _Toc334777708]1.3. ábra: Kenyérkészítés. 
Egyiptomi sírfestmény, Théba, Kr. e. 1500 körül

		[image: 1-3-ábra-kenyérkészítés]



		[bookmark: _Toc334777709]1.4. ábra: Sörkészítés és söráldozat Nin-Harra istennőnek. Monument Blau, agyagtábla, Sumér Birodalom, 
Kr. e. 2500 körül. 
(Louvre, Párizs)

		[image: 1-4-ábra-sörkészítés]



		Kr. e.

		2000

		Borkészítés Asszíriában.



		

		500

		Az első antibiotikum: penészes szójatúrót használnak gyulladások, kelések kezelésére Kínában.



		

		420

		Szókratész (470?–399) felveti a genetika első problémáját: 
Miért nem hasonltanak a fiúszülöttek mindenben apjukra?



		Időszámítás kezdete körül

		Sörkészítés a keltáknál és a germánoknál is.



		Kr. u.

		100 körül

		Az első inszekticid: porított krizantém (Kína).



		

		3. század

		Marcus Aurelius Probus: szőlőtelepítés Germániában.



		

		1150

		Alkohol előállítása borból.



		

		1300

		Mexikó: az aztékok algát aratnak a tavaikból élelmiszerként.



		

		1320

		Egy arab törzsfő először alkalmaz mesterséges megtermékenyítést „szuper ló” kitenyésztése céljából.



		

		14. század

		Ecetmanufaktúra Orléans közelében.



		

		1590

		Janssen: mikroszkóp feltalálása.



		

		1630

		William Harvey megállaptja, hogy a növények és állatok egyaránt szexuálisan szaporodnak.



		

		1650 után

		Mesterséges gombatenyésztés Franciaországban.



		

		1663

		Hooke: sejtek létezésének felfedezése.



		

		1680 körül

		Antoni van Leeuwenhoek(1632–1723): mikroszkóp, spermium, élesztő, baktérium.



		[bookmark: _Toc334777710]1.5. ábra: Antoni van Leeuwenhoek és mikroszkópja

		[image: 1-5-ábra-Leeuwenhoek]



		

		1700

		Camerarius, Rudolf Jakob (Camerer, 1665–1721) német botanikus bizonytja, hogy a virágoknak is vannak szexuális szervecskéik.



		

		1761

		Kölreuter, Joseph Gottlieb (1733–1806) német botanikus leírja az első keresztezést különböző fajtájú növények között.



		

		1796

		Edward Jenner (1749–1823) angol orvos kifejleszti az első vakcinát a himlő ellen (vaccinus = tehénből eredő).



		

		1838

		Schleider–Schwann-sejtelmélet: „Every cell arises from a cell.”



		

		1857

		Pasteur: a fermentációért mikrobák, élesztők a felelősek; a tejsavas erjedés leírása.



		[image: 1-6-ábra-Pasteur]

		[bookmark: _Toc334777711]1.6. ábra: Louis Pasteur  (1822–1895) 

(www.accessexcellence.org/RC/AB/BC/Louis_Pasteur.php)



		

		1858

		Traube feltételezi, hogy a fermentációt enzimek végzik.



		

		1859

		Darwin megjelenteti az „On the origin of species” c. munkáját.



		[image: 1-7-ábra-Darwin]

		[bookmark: _Toc334777712]1.7. ábra: Charles Darwin (1809–1882)



		

		1863–64

		Pasteur feltalálja a pasztőrözést.



		

		1865

		Mendel kifejti törvényeit.



		[image: 1-8-ábra-Mendel]

		[bookmark: _Toc334777713]1.8. ábra: Gregor Mendel (1822–1884) 

(http://en.wikipedia.org/wiki/Gregor_Mendel)





		

		1879

		Hansen felfedezi az Acetobactereket.



		

		1881

		Tejsav fermentációs előállítása.



		

		1882

		Robert Koch azonostja a tbc-t okozó baktériumot.



		

		~1885

		Mesterséges gomba termesztés az USA-ban.



		

		1893

		Koch és Pasteur a fermentációs eljárást 	szabadalmaztatja.



		[image: 1-9-ábra-Koch]

		[bookmark: _Toc334777714]1.9. ábra: Robert Koch (1843–1910) 

(http://hu.wikipedia.org/wiki/Robert_Koch)



		

		1897

		Buchner megállapítja, hogy az élesztőben erjesztő enzimek vannak.



		[image: 1-10-ábra-Buchner]

		[bookmark: _Toc334777715]1.10. ábra: Eduard Buchner (1860–1917) 

(http://nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1907/buchner.html)



		

		19. század vége

		Az első kommunális szennyvíztisztító telepek megépülnek Berlinben, Hamburgban, Münchenben, Párizsban és egyebütt.



		

		1900 körül

		A kromoszómaelmélet általánossá válik.



		

		1902

		Az IMMUNOLÓGIA fogalom megjelenése.



		

		1906

		Paul Ehrlich: Salvarsan, az első kemoterapeutikum.

GENETIKA fogalom bevezetése.



		

		1908

		Calmette és Guerin: BCG-vakcina a tbc ellen (bevezetve: 1921).



		

		1910

		Thomas H. Morgan bizonytja, hogy a gének a kromoszómákon lokalizálódnak.



		[image: 1-11-ábra-Morgan]

		[bookmark: _Toc334777716]1.11. ábra: Thomas H. Morgan (1866–1945) 

(http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1933/index.html)



		

		1915

		A pékélesztőgyártás ún. német eljárásának bevezetése.



		

		1914–16.

		Pékélesztő és takarmányélesztő nagyvolumenű gyártása Delbrück, Hayduck és Hanneberg vezetésével.



		

		1916

		Weizmann eljárása az aceton-butanol fermentációra.



		[image: 1-12-ábra-Weizmann]

		[bookmark: _Toc334777717]1.12. ábra: Chaim Weizmann (1874–1952) 

(http://www.jewishvirtuallibrary.org/jsource/biography/weizmann.html )



		

		1915

		Először találnak bakteriofágot, baktériumvírust.



		

		1915–16

		Szulfitos eljárás glicerinfermentációra.



		

		1919

		A BIOTECHNOLÓGIA szó először jelenik meg nyomtatásban: Ereky Károly magyar gépészmérnök tollából.



		[image: 1-13-ábra-Ereky]

		[bookmark: _Toc334777718]1.13. ábra: Ereky Károly (1878–1952)



		

		1920-tól

		Felületi citromsav fermentáció.



		

		1928–29

		Fleming felfedezi a penicillint.



		[bookmark: _Toc334777719]1.14. ábra: Alexander Fleming (1881–1955) átveszi a Nobel-díjat 1945-ben

(www.bl.uk/onlinegallery/features/beautifulminds/flemingnobellge.html )



		[image: 1-14-ábra-Fleming]



		

		1937

		Mamoli és Vercellone felfedezik a mikrobiális transzformációk lehetőségét.



		

		1938

		Franciaországban elkezdik gyártani a B. thuringiensis toxin inszekticidet.



		

		1938

		A „molekuláris biológia” kifejezés megszületik.



		

		1941

		Beadle–Tatum: „egy gén egy enzim” elmélet.



		

		1941–44

		A penicillin ipari gyártása elkezdődik.



		

		1944

		Schatz és Waksman felfedezik a streptomicint.

Sanger bevezeti a kromatográfiát az inzulin szekvenálására.

Avery bizonyítja, hogy a DNS hordozza a genetikai információt.



		

		1946

		Tatum és Lederberg felfedezik a konjugációt.



		[image: 1-15-ábra-Tatum]

		[bookmark: _Toc334777720]1.15. ábra: Edward Lawrie Tatum (1909–1975) 

(http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1958/tatum.html )



		[image: 1-16-ábra-Lederberg]

		[bookmark: _Toc334777721]1.16. ábra: Joshua Lederberg (1925– ) 

(http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1958/lederberg.html)



		

		1948

		Duggar felfedezi a klórtetraciklint.



		

		1949

		Megindul a szubmerz ecetsav termelés. 
A B12 vitamin fermentációs előállításának kezdete. 
Ipari léptékű biotranszformációk kezdete.



		

		1953

		Watson, Crick és Wilkins felfedezik a kettős spirált.



		[bookmark: _Toc334777722]1.17. ábra: 
Watson, Crick és Wilkins 

(www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1962/ )
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		1955

		Az állati szövet kémiailag definiált közegben szaporítható.



		

		1956

		Kornberg felfedezi a DNS polimeráz enzimet.



		

		1957

		Kinoshita és munkatársai: glutaminsav fermentáció



		

		1959

		JACOB és MONOD: genetikai (génszintű) szabályozás felfedezése.
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		[bookmark: _Toc334777723]1.18. ábra: François Jacob (1920– ) 

(www.nndb.com/people/157/000129767/ )
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		[bookmark: _Toc334777724]1.19. ábra: Jacques Monod (1910–1976) 

(http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1965/monod.html )



		

		1955–60

		Szubmerz citromsav fermentáció



		

		1960

		Növények vegetatív mikroszaporítása.



		

		1961

		Nierenberg poly-U szintézise, UUU a Phe-t kódolja.



		

		1962

		Watson, Crick és Wilkins Nobel-djat kapnak.



		

		1965

		Egér és emberi sejtet fuzionáltatnak.



		

		1966

		A genetikai kód megfejtése.



		

		1969

		Az első in vitro enzim szintézis



		

		1970

		Először izolálnak reverz transzkriptázt.

Restrikciós enzimek felfedezése



		

		1971

		Protoplasztból a növény regenerálható.



		

		1972

		Első sikeres DNS-klónozás.



		

		1973

		Rekombináns DNS-módszerek: „genetic engineering”



		

		1975

		Moratórium Asilomarban az rDNS-ksérletekre.
Első monoklonális AB (antitest) termelése.



		

		1976

		Megalakul a GENENTECH, az első géntechnikai vállalat. 




		

		1977

		A Genentech bejelenti az első humán fehérje baktériummal történő előálltását: szomatosztatin.



		

		1978

		Paradicsom és burgonya szomatikus hibridizációja (POMATO).



		

		1980

		A Chakrabarty-eset: az USA megengedi genetikailag módostott létforma szabadalmaztatását: „superbug”: szénhidrogénfaló mikroba.

„Anything under the sun that is made by the hand of man is patentable” (USA Suprem Court, 1980).



		

		1981

		Az első transzgénikus emlős (egér).



		

		1982

		Humán inzulin  – az első kereskedelmi rDNS-készítmény.



		

		1983

		Kary Mullis (CETUS) kifejleszti a PCR technikát (1993: Nobel-díj).



		

		1990

		A Humán genom projekt elindul(HUGO).



		

		1992

		Birkaklónozás: az állati sejt is totipotens.



		

		1996

		A teljes élesztőgenom ismert.



		

		2000

		A humán genom teljes szekvenciája ismert.





[bookmark: _Toc300502196][bookmark: _Toc334705669]1.2. 	A biotechnológiai eljárások jellemzői

Ma a biotechnológiai eljárásokat a felhasználás területeinek megfelelően piros, fehér és zöld biotechnológiák csoportjaiba sorolják. A piros az egészséggel kapcsolatos területeket, a fehér a kémiai iparhoz alapanyag- és köztitermék-előállítás vonatkozásában kapcsolódó biotechnológiai eljárásokat, míg a zöld biotechnológia a mezőgazdasággal, környezetvédelemmel és menedzsmenttel, bioremediációval, szennyvíztisztítással stb., valamint a bioüzemanyagokkal kapcsolatos eljárásokat és szolgáltatásokat jelenti.

E háromszínű kategorizálás nem lévén teljes és kielégítő, ma már néha egész színskálát kapcsolnak a biotechnológiák különböző területeihez, amint az alábbi összeállítás mutatja[footnoteRef:2] (ami természetesen a fenti kategóriák tartalmát némileg megváltoztatja): [2:  E. J. Da Silva (2005): The Colours of Biotechnology: Science, Development and Humankind
Electronic Journal of Biotechnology.] 




	Piros: egészség, orvosi diagnosztika

	Sárga: élelmiszer és táplálkozás

	Kék: vízkultúrák, tenger-biotechnológia

	Fehér: bioipar

	Arany: bioinformatika, nano-biotechnológia

Zöld: mezőgazdaság, bioüzemanyag, biotrágya, bioremediáció, szennyvíztisztítás, geomikrobiológia

	Barna: száraz, sivatagi területek biotechnológiája

	Fekete: bioterrorizmus, biofegyver…

	Bíbor: szabadalom, publikálás, újítás…

	Szürke: klasszikus fermentáció és biofolyamat-technológia

[image: 1-20-ábra-Biotársadalom]

[bookmark: _Toc334777725]1.20. ábra: A biotársadalom

Ereky Károly megjósolta, hogy az ipari forradalomhoz hasonlóan egyszer eljön egy biokorszak is. Sokak szerint a 21. század éppen ez a biokorszak lesz, és úgy tűnik, hogy ez már el is kezdődött, hiszen már látszanak az úgynevezett „biotársadalom” körvonalai. Ez a fogalom azt jelenti – és az ábra szerint bizony ma már ez jellemzővé kezd válni –, hogy a mindennapi élet minden szegmensét átszövik a biotechnológiák. Másképpen fogalmazva: biológiai az alapanyag (évenként megújuló lignocellulóz- és cukorbázis), biológiai eredetű az energia (lignocellulóz alapú hőerőművek, bioetanol, biodízel) és bio a technológia is, amellyel ezeket feldolgozzák, illetve felhasználják.

A klasszikus és modern biotechnológiai eljárások sokféleségét a következő néhány táblázatos összeálltással reprezentáljuk, bemutatva egy sor terméket és termelő organizmust, valamint felhasználási területet.

Az első táblázatban olyan élelmiszeripari termékeket soroltunk fel, amelyek közvetlenül végtermékként fogyaszthatóak.

[bookmark: _Toc334778102]1.1. táblázat: Fermentált élelmiszeripari végtermékek

		Termék

		Alapanyag

		Mikroorganizmus



		alkoholos italok

sör, bor, pálinkák

		szőlő, gyümölcsök

maláta, burgonya, gabonafélék

		Saccharomyces cerevisiae



		nem alkoholos élelmiszerek

		

		



		ecet

		bor, maláta, etanol

		Acetobacter aceti



		savanyú káposzta

		fejes káposzta

		Leuconostoc mesenteroides

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus brevis



		olívabogyó

		olíva

		Pediococcus, Lactobacillus



		savanyú kovász

		rozs- és búzaliszt

		Lactobacillus sanfranzisko

L.fructivorans, L.fermentum

Torulopsis holmii, S.cerevisiae…



		sütőipari termékek

		…liszt

		Saccharomyces cerevisiae



		tejtermékek

		

		



		tejföl

		tej

		Streptococcus lactis ssp cremoris

Streptococcus lactis ssp diacetylactis



		joghurt

		tej

		Streptococcus salivarius ssp thermophilus

Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus



		kefir

		tej

		Candida kefir, Lactobacillus kefir,

Lactobacillus acidophilus, Streptococcus lactis



		lágy sajtok

		tej

		Penicillium caseicolum, P.camemberti

Penicillium roquefortii



		kemény sajtok

		tej

		Streptococcus salivarius  thermophilus

Lactobacillus helveticus

Propionibacterium freudenreichii



		húsáruk

		

		



		kolbászfélék

		hús

		Lactobacillus spp, Staphylococcus 

Micrococcus varians



		sonkafélék

		hús

		Vibrio costicola, Staphylococcus 



		élvezeti szerek

		

		



		kávé

		kávébab

		Enterobacter,

tejsavbaktériumok, élesztők



		tea, dohány

		tealevél, dohánylevél

		(endogén enzimek)

Pediococcus sp



		kakaó

		kakaóbab

		élesztők, tejsavbaktériumok

ecetsav-baktériumok, bacillusok



		szójaszósz

		rizs, liszt, szója

		Aspergillus orizae

Lactobacillus, Torulopsis sp.

Zygosaccharomyces rouxii





A következő táblázat olyan termékeket tartalmaz, amelyeket adalékanyagként használnak az élelmiszeriparokban a végtermékben vagy a technológiai lépések során.

[bookmark: _Toc334778103]1.2. táblázat: Biotechnológiai termékek az élelmiszeriparban

		Termék

		Felhasználás

		Termelő mikroorganizmus (forrás)



		gyümölcssavak

		

		



		citromsav  E330-333

		italok, dzsemek, szörpök

tejtermékek

		Aspergillus niger



		itakonsav

		margarin

		Aspergillus terreus



		glükonsav E574-579

		sütőpor, kolbász

fémtisztítás

		Aspergillus niger



		fumársav E360-369

		desszert, tejtermékek

húskészítmények

		Rhizopus, Mucor



		almasav E350-352

		italok, dzsemek, zselék

cukorkák, olajok, kenyérkészítmények

		Aspergillus niger

Penicillium brevicompactum



		borkősav E335-337

		italok, desszertek, zselék

		Penicillium notatum

Aspergillus griseus



		borostyánkősav E360-369

		ízesítő, K-, Ca-, Mg-sók mint

NaCl helyettesítők

		Rhizopus, Mucor, Fusarium



		tejsav E270

		gyümölcslé, majonéz, desszertek

sütőipar, tejtermékek, 

húskészítmények

		Lactobacillus delbrueckii,

Lactobacillus casei



		aminosavak

		

		



		Glu E620,621

		ízerősítő, ízesítő: „umami” íz okozója

		Corynebacterium glutamicum,

Brevibacterium flavum



		Lys

		ételkiegészítés, takarmány

		Corynebacterium glutamicum



		Trp

		Antidepresszáns,takarmány

		Corynebacterium glutamicum



		vitaminok

		

		



		kobalamin (B12)

		élelmi  kiegészítés

		Propionibacterium shermanii



		riboflavin (B2) E101

		élelmi  kiegészítés

		Ashbya gossipii

Eremothecium ashbii



		-karotin

		élelmi  kiegészítés

		Blakeslea trispora



		aszkorbinsav E300

		

		biotranszformáció
(pl. Gluconobacter)



		ízesítő anyagok

		

		



		IMP E630-633

GMP E626-629

		ízkiemelő, levesporok

konzervek

		Brevibacterium ammoniagenes,

Corynebacterium glutamicum



		gélesítő anyagok

		

		



		alginát	E400

		fagylalt, puding, habok

		Acetobacter vinelandii

tengeri alga



		xantán	E415

		italok, ömlesztett sajt, krémsajt

pudding, dresszingek emulzióstabilizálás

		Xantomonas campestris



		pektin	E440

		dzsemek, fagylalt, sajt, majonéz

		alma, citrusfélék



		enzimek

		

		



		glükóz izomeráz

		fruktózszirup, izocukor

		Arthrobacter sp, B. coagulans



		-glukanáz

		lészűrés

		Trichoderma harzianum



		-galaktozidáz

		tejcukor-eltávolítás

		A. oryzae, Kluyveromyces

fragilis



		-amiláz

		keményítőbontás

		B. licheniformis,  A. niger



		glükoamiláz

		keményítőbontás

		A. niger, Rhizopus oryzae



		pektináz

		gyümölcslé-, borszűrés

		A. niger, A. oryzae,

Penicillium simplicissimum



		kataláz	

		H2O2 felesleg eltávolítása pl. tejből

		Micrococcus lysodeicticus



		glükózoxidáz

		O2 eltávolítása konzervekből

		A. niger



		rennin	

		tejalvasztás, sajtgyártás

		borjúgyomor, Bacillus spp

Streptococcus lactis



		proteázok

		tésztagyártás, italgyártás

sajtgyártás, húskészítmények

szójakészítmények

		Bacillus cereus, B. subtilis

B. licheniformis, A. orizae



		lipázok

		sajtízesítés, fehérjék zsírmentesítése zsírsavak, zsírok, olajok észterezése

		Candida lipolytica,

Aspergillus niger,

Mucor javanicus



		antocianáz

		borok színtelenítése

		növényi eredetű



		lyzozim

		késői sajtfelfúvódás

megakadályozása

		tojás





[bookmark: _Toc334778104]1.3. táblázat: Nagy mennyiségben termelt mikroba eredetű enzimfehérjék 
és a termelő mikroorganizmusok

		-amiláz

		Bacillus amyloliquefaciens,

Thermobacterium sp.



		-amiláz

		B. polymyxa



		amyloglükozidáz

		Aspergillus niger



		cellulázok

		Trichoderma reesei



		glükóz-izomeráz

		Streptomyces oligochromogenes

B. coagulans



		glükóz-oxidáz

		A. niger



		-D-glükozidáz

		A. niger



		lipázok

		A. niger

Candida cylindraceae

Geotrychum candidum

Rhizopus arrhizus, Mucor sp.



		pektinészteráz

		A. orizae



		savas proteináz

		A. saitoi



		alkalikus proteináz

		A. orizae B. amyloliquefaciens



		neutrális proteiáz

		Bacillus stearothermophylus



		pullulanáz

		Aerobacter aerogenes



		poligalakturonáz

		A. niger



		penicillin aciláz

		E. coli







Az enzimek előállításával kapcsolatban jegyezzük meg, hogy a legnagyobb mennyiségben a proteolitikus enzimeket termelik (ez az összes enzim mintegy 58%-a), ezen belül az alkalikus proteázok 25%, az egyéb proteázok 20% és a sajtenzim rennin 10%-ot képviselnek.

Az amilázok és a glükózizomeráz, azaz a keményítőlebontó, illetve cukorátalakító enzimek is mintegy 25%-ot képviselnek a teljes enzimpiacon. A gyógyászati (terápiás) és analitikai, illetve diagnosztikai célra felhasznált enzimkészítmények a piacnak mintegy 10%-nyi szegmensét jelentik.

[bookmark: _Toc334778105]1.4. táblázat: Mikrobák termelte nemfehérje polimerek és a termelő mikrobák

		alginát

		Azotobacter vinelandii



		cellulóz

		Acetobacter sp.



		curdlan

		Agrobacterium sp.



		dextrán

		Leuconostoc mesenteroides



		foszfomannán

		Hansenula capsulata



		poli--hidroxibutirát

		Alcaligenes eutrophus



		szkleroglukán

		Sclerotium glucanicum



		xantán

		Xantomonas campestris










[bookmark: _Toc334778106]1.5. táblázat: Mikrobatermék aminosavak és a termelő mikroorganizmusok

		D, L-alanin

		Brevibacterium flavum



		L-arginin

		Brevibacterium flavum



		L-citrullin

		Bacillus subtilis



		L-glutaminsav

		Brevibacterium flavum

Corynebacterium glutamicum



		L-hisztidin

		Corynebacterium glutamicum



		L-izoleucin

		Brevibacterium flavum



		L-leucin

		Brevibacterium lactofermentum



		 

		Corynebacterium glutamicum



		L-metionin

		Brevibacterium flavum



		L-ornitin

		Microbacterium ammoniaphilum



		L-fenilalanin

		Brevibacterium lactofermentum



		L-prolin

		Corynebacterium glutamicum



		L-treonin

		Corynebacterium glutamicum



		L-triptofán

		Brevibacterium flavum



		L-tyrozin

		Corynebacterium glutamicum



		L-valin

		Brevibacterium lactofermentum



		L-szerin

		Corynebacterium hydrocarboclastus





[bookmark: _Toc334778107]1.6. táblázat: Szerves savak és a termelő mikrobák

		ecetsav

		Acetobacter aceti



		D-arabino-aszkorbinsav

		Penicillium notatum



		citromsav

		Aspergillus niger



		eritorbinsav

		Penicillium cyaneofulvum



		fumársav

		Rhizopus delemar



		glükonsav

		Aspergillus niger



		itakonsav

		Aspergillus terreus



		2-keto-glükonsav

		Serratia marcescens



		-keto-glutársav

		Candida hydrocarbofumarica



		2-keto-L-gulonsav

		Gluconobacter melanogenus



		tejsav

		Lactobacillus lactis…



		L-almasav

		Brevibacterium ammoniagenes





[bookmark: _Toc334778108]1.7. táblázat: Illatanyagok, amelyek mikrobákkal termelhetők

		ánizsaldehid

		ánizs

		Trametes sauvolens



		benzaldehid

		mandula

		Trametes sauvolens



		benzil-alkohol

		gyümölcs

		Phellinus igniarius



		citronellol

		rózsa

		Ceratocystis varispora



		-dekalakton

		barack

		Sporobolomyces odorus



		diacetil

		vaj

		Streptococcus diacetylactus



		p-metil-benzil-alkohol

		jácint, gardenia

		Mycoacia uda



		Me-p-metoxi-fenilacetát

		ánizs

		Trametes ordorata



		Me-fenilacetát

		méz

		Trametes ordorata



		6-pentil--piron

		kókusz

		Trichoderma viride



		tetrametil-pirazinok

		dió

		Corynebateriumc glutamicum





[bookmark: _Toc334778109]1.8. táblázat: Egyéb, vegyes mikroba-termelte vegyületek

		antipain

		proteáz-inhibitor

		Streptomyces sp.



		karotenoidok

		pigmentek, provitaminok

		Dunaliella bardawil(alga)



		emulzán

		emulgeálószer

		Acinetobacter calcoaceticus



		giberellinek

		növényi hormonok

		Giberella fujikuroi



		herbicidin

		herbicid

		Streptomyces saganonensis



		indigo

		pigment

		Escherichia coli



		inosin

		ízfokozó (ételízesitő)

		Bacillus subtilis



		lizergsav

		ergotalkaloid származékok

		Clariceps paspali



		B12

		vitamin

		Propionibacterium shermanii



		sikonin

		gyógyszer, színezék

		Lithospermium sp.







A ma ismert több ezer antibiotikum közül a legismertebbeket listázza a 1.9. táblázat.

[bookmark: _Toc334778110]1.9. táblázat: Antibiotikumok

		Antibiotikum 

		Típus

		Termelő törzs



		Penicillin G

		laktám

		Penicillium chrysogenum



		Streptomicin

		aminoglikozid

		Streptomyces griseus



		Bacitracin

		polipeptid

		Bacillus licheniformis



		Cefalosporin C

		polipeptid

		Cephalosporium acremonium



		Klórtetraciklin

		tetraciklinek

		Streptomyces aureofaciens



		Griseofulvin

		spirociklohexén

		Penicillium griseofulvum



		Gentamicinek

		aminoglikozid

		Micromonospora purpurea



		Nistatin

		tetraén

		Streptomyces aureus



		Oleandomicin

		makrolid

		Streptomyces antibioticus



		Tirocidin

		ciklikus polipeptid

		Bacillus brevis



		Vankomicin

		glikopeptid

		Streptomyces orientalis







A 1.10. táblázatban rekombináns DNS technikával kifejlesztett (továbbfejlesztett) biotechnológiai eljárásokkal termelt anyagokat sorolunk fel. Ma már természetesen nagyságrendekkel több ilyen termék van. Tudni kell, hogy például a klasszikus fermentációs termékeket is – citromsav, tejsav, mosóporenzimek stb – ma már szinte kizárólag az új biotechnikák segítségével feljavított, fejlesztett, genetikailag manipulált mikrobákkal állítják elő.

[bookmark: _Toc334778111]1.10. táblázat: rDNS termékek

		TERMÉK

		FELHASZNÁLÁS



		Humán inzulin

		cukorbetegség



		Humán interferonok ( -, -, -IFN)

		antivírus/antitumor terápia



		HGH (emberi növekedési hormon)

		törpenövekedés ellen



		Hepatitisz B vírusprotein

		vírusellenes vakcina előállítása



		Urokináz

		trombolitikus hatás



		L-fenil-alanin

		az aszpartám édesítőszer alapanyaga



		-amiláz

		keményítőhidrolízis



		Állati növekedési hormonok

		tej/hústermelés fokozása



		Száj-és körömfájás vírusprotein

		állatgyógyászati vakcina



		E.coli K-88 és K-99 protein

		vakcina a borjú és malacneveléshez

(toxin okozta hasmenés ellen)



		L-triptofán

		takarmánykiegészítő



		L-treonin

		takarmánykiegészítő



		Véralvadás VIII és IX faktora

		hemofília



		Eritropoietin (EPO)

		anémia, krónikus veseelégtelenség esetén



		Humán szérumalbumin

		vérkiegészítő anyag



		A herpesz, a malária és az influenza fehérje-antigénjei

		vakcinák



		Immunglobulinok

		monoklonális antitestek



		Limfokinek, elsősorban interleukin-2

		az immunrendszer serkentése (baktérium/vírusfertőzések,antitumor-terápia)



		Szöveti Plasminogen Aktivator (TPA)

		trombolitikus hatás



		Tumor Nekrosis Faktor (TNF)

		antitumor-terápia



		Borjúoltó (rennin)

		sajtgyártás







A biotechnológiai iparok egy komoly nagyipart jelentenek, hatalmas termelési kapacitással és tetemes termelési értékkel. A USA-ban 2002-ben 1300 biotechnológiai vállalat működött mintegy 140 000 alkalmazottal. Ugyanekkor az EU-ban 1179 biotechnológiai cég 33 000 alkalmazottja 7,6 Mrd euró értékű terméket állított elő.

A biotechnológiai iparok által termelt termékek volumene és termelési, illetve kereskedelmi értéke rendkívül széles határok között mozog, és ez utóbbit elsősorban két tényező határozza meg: a keresettség, illetve a felhasználási mennyiség igény, valamint a fermentáció végén, a fermentlében hozzáférhető, a feldolgozást nagymértékben befolyásoló termékkoncentráció (amelyek az 1.21. ábra szerint a néhány száz gramm per litertől a néhány miligramm per liter tartományba esnek).

Érdekes képet kapunk, ha összevetjük ezt a biotechnológiai eljárások során megtermelt ún. vágási fermentlében mérhető hatóanyag-koncentrációt és az eladási árakat: ez egy világos, egyenes menti korrelációt mutat. Minél kisebb tehát a hatóanyag koncentrációja, annál nagyobb a termék értéke. Ez teljes mértékben egybevág a kereslettel is, minél olcsóbb a termék, annál nagyobb (lehet) az előállított mennyiség. Indokolt ez, hiszen például a mosóporenzim csak akkor eladható, ha olcsó, és akkor viszont igény van arra, hogy minél nagyobb mennyiségben állítsák elő, ami csak úgy lehetséges, ha a koncentrációja is nagy (1.21. ábra).

[image: 1-21-ábra-termérték-cc]

[bookmark: _Toc334777726]1.21. ábra: A biotechnológiai termékek kereskedelmi értékének és a koncentrációjának összefüggése

Egy 2005-ben készült piaci elemzés szerint a teljes fermentációs ipar méretét az évi 14,1 milliárd dollár jellemzi, amelyet 2009-re 17,8 milliárdra prognosztizáltak. Ezen belül a nyers antibiotikumok piaca volt a legnagyobb: 5 Mrd, ami érdekes módon ugyanannyi, mint 1998-ban, és ez a növekvő termelés melletti árcsökkenéseket jelzi. Az aminosavpiac volt a második legnagyobb és közel leggyorsabban növekvő piac, míg 2004-ben 3,5 Mrd volt, addig 2009-re 5 Mrd-t jósolnak. A harmadik legnagyobb piaci szereplő a szerves savak köre, amelynek felfutását 3 Mrd dollárra várják. Ezeket az adatokat a világgazdasági válság nyilvánvalóan nagymértékben befolyásolta, azonban a biotechnológiai ipar nagysága és fejlődése így is bizonyítható.

Ezen általános bevezetés után tegyük fel azt a kérdést, most már a biomérnök szemszögéből, hogy mik ma a biotechnológia lehetőségei, milyen célúak lehetnek a biotechnológiák, majd vizsgáljuk meg, hogy mik a feltételei egy-egy ilyen technológia megvalóstásának. Az e kérdésekre kapható válaszok egyértelműen ki fogják jelölni azokat a műveleteket, folyamatokat és tárgyköröket, amelyeknek megismerése egy biomérnök számára elengedhetetlen, és amelyek egyszersmind kijelölik további tárgyalásunk tematikáját is.

A modern fermentáció/biotechnológiai eljárások céljai/lehetőségei a termékek csoportostása szerint tehát a következők:



SEJTTÖMEGTERMELÉS - pékélesztő, SCP

SEJTKOMPONENSEK ELŐÁLLÍTÁSA - 	intracelluláris enzimek,
nukleinsavak, poliszaharidok, rDNS termékek…

METABOLITTERMELÉS - PRIMER metabolit: etanol, tejsav...
- SZEKUNDER metabolit: antibiotikumok

EGYSZERŰ SZUBSZTRÁT KONVERZIÓ: 	glükóz  fruktóz
penicillin  6-NH2-penicillánsav

MULTISZUBSZTRÁT-KONVERZIÓ: biológiai szennyvíztisztítás

Valamennyi terméktpus esetében az alapanyagokat és segédanyagokat (a biomérnök szóhasználatával: a szubsztrát(um)okat) alaktja át az organizmus vagy annak valamely része egy- vagy többlépcsős reakciókban a kvánt haszontermékké. Ilyen értelemben bármelyik tpus esetében  tekinthetjük a sejteket vagy azok átalaktást végző alkotóelemeit katalizátoroknak, amelyek amellett, hogy elvégzik az átalaktást, alkalmasint maguk is átalakulhatnak: szaporodhatnak, növekedhetnek. Az átalaktó katalizátor, a szubsztrátok  és a termékek függvényében beszélünk de novo fermentációs folyamatokról, illetve biotranszformációról, biokonverzióról. Előbbi esetben szaporodó vagy nem szaporodó sejtek (mikroorganizmusok, állati vagy növényi sejtek)[footnoteRef:3] végzik a termék képzését (amely lehet a saját sejtanyaguk is) összetett táptalajon, tápoldaton, illetve tápoldatban, mg utóbbi esetben egy egyszerű konverzióval A anyagból a sejt vagy alkotórésze (enzime) egy másik B anyagot állt elő. (1.22. ábra) [3:  E jegyzetben sokszor csak mikroorganizmusokról beszélünk, de az esetek nem kis részében egyaránt igazak megállaptásaink növényi és állati sejttenyészetekre is.] 
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[bookmark: _Toc334777727]1.22. ábra: De novo fermentáció és biokonverzió

Akár de novo fermentációs folyamatról, akár biotranszformációról van szó, a fermentáció központi helyet foglal el, mivel előbbi esetben maga a termék-előállító folyamat a fermentáció, míg biokonverzió/biotranszformáció esetén a „katalizátor” előállítása történik fermentációval (1.23. ábra).
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Azok a műveletek, amelyek egymásutánisága az előbbi folyamatok véghezviteléhez szükséges, alapvetően két csoportba sorolhatók:

UP STREAM műveletek: ezek a tenyésztéshez/átalaktáshoz közvetlenül kapcsolódó műveletek: tápoldat (reakcióelegy) késztése, sterilezés, tenyésztés (reakció) optimális környezeti körülményeinek biztostása, anyagátadási és hőátadási műveletek stb.

DOWN STREAM műveletek: a léfeldolgozás, azaz a termék kinyerésének és tiszttásának műveletei, a melléktermékek feldolgozása, a környezet mentesítése: szennyvíztisztitás.

Az 1.24. ábrán egy steril fermentációs folyamat létrehozásának feltételeit mutatjuk be, és ezen az ábrán néhány műveletet is felismerhetünk azok közül, amelyekről a jegyzet további fejezeteiben részletesen szólunk majd.
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Mindenekelőtt termelő törzsre van szükség egy eljárás megvalósításához (1). A törzs izolálásáról, a törzsfejlesztéssel kapcsolatos klasszikus és modern genetikai módszerekről, a termelő törzsek konzerválásáról, a termelőképesség időről időre szükséges ellenőrzéséről e jegyzetben nem szólunk, ezek más stúdiumok tárgyai (mikrobiológia, ipari mikrobiológia, mikrobiális genetika, génmérnöki ismeretek stb).

A második feltétel a megfelelő termelő tápanyagok (a nyersanyagok) kiválasztása, előkészítése, ezekből a táptalajnak, illetve tápoldatnak az elkészítése és csíramentesítése (2, 2A).

Harmadik feltételként említjük a megfelelő bioreaktort (3), amelyben a fermentációs folyamatot végre lehet hajtani, és amellyel kapcsolatban egy sor művelettel fogunk foglalkozni (4A, 4B).

A reaktorban folyó történésekről csak mérések, a folyamatok nyomon követése útján nyerhetünk információkat (5). A nyert adatokat a matematikai modellezés eszköztárának segítségével dolgozzuk fel, rendszerezzük és használjuk fel például a termelő folyamat szabályozásának, vezérlésének, automatizálásának céljaira (6).

Az eddig említett részfolyamatok és ezekkel kapcsolatos műveletek mind az up stream műveletek közé sorolhatók, míg az itt csak érintett termékfeldolgozási, izolálási és tisztítási műveletek (7) jelentik a fő downstream műveleteket.

A következő összeállításban vázoljuk fel a bioeljárások választásának eseteit (amikor pl. egy klasszikus kémiai előállítási mód és egy biotechnológiai megközelítés között választunk).

HOL HASZNÁLJUNK BIOTECHNOLÓGIAI ELJÁRÁST?

☻	Komplex molekulák felépítésekor, amikor nincs alternatíva: antibiotikumok, fehérjék, monoklonális antitestek előállítása.

☻	Izomerek egyikének exkluzív előállításakor: S vagy R enantiomerek.

☻	Amikor a tenyészet képes több (sok) konszekutív reakció megvalósítására.

☻	Amikor a sejtek (enzimek) nagyobb hozammal alakítanak át, vagy a bioeljárásnak nagyobb vagy legalábbis összemérhető a produktivitása.

A bioeljárások sokszor kifejezett előnyökkel rendelkeznek a konvencionális kémiai eljárásokkal szemben. Ahol azonban előnyökről beszélhetünk, ott mindig a lehetséges hátrányokra is figyelemmel kell lenni, ezért az előnyök összefoglalása után néhány felmerülő problémára is felhívjuk a figyelmet.

BIOELJÁRÁSOK ELŐNYEI A KONVENCIONÁLIS KÉMIAI MÓDSZEREKKEL SZEMBEN

☻	A reakciókörülmények rendszerint enyhébbek (pH, nyomás, hőmérséklet).

☻	A bioeljárások megújuló alapanyagokat használnak fel (mind a szénváz, mind az energiaforrás tekintetében):	CUKORKEMÉNYÍTŐ,

	CUKORLIGNOCELLULÓZ

☻	Ezek és az egyéb alapanyagok (ásványi sók) olcsóbbak és nagy mennyiségben fordulnak elő a természetben.

☻	A környezetre nézve kevésbé veszélyes reakciókörülmények és kisebb környezetterhelés, környezeti ártalom.

☻	A biokatalizátorok (sejt, enzim…) sokkal specifikusabbak, mint az egyéb szokásos katalizátorok (szubsztrát-, csoport[reakció]-, régió- és sztereospecifikusság)

☻	A bioeljárásoknál alkalmazott készülékpark általában sokcélú (a termékváltás egyszerű).

☻	Sokszor nagyobb hozam, rendszerint kisebb energiafelhasználás.

☻	Az rDNS technológiáknak ma még beláthatatlan lehetőségei vannak

(idegen fehérjék, biokatalizátor-tervezés, metabolikus mérnökség, irányított evolúció stb.).

A BIOELJÁRÁSOK LEHETSÉGES HÁTRÁNYAI

☻	Ma sokszor még a fosszilis alapanyagokon alapuló kémiai eljárások produktivitása és gazdasági eredményessége felülmúlja a bioeljárásokéit (ez a fehér biotechnológia kémiai iparokban történő elterjedésének legfőbb gátja).

☻	A bonyolult szerkezetű termékek, amelyek rendszerint híg oldatokban vannak jelen, kinyerése és tisztítása bonyolult és drága.

☻	Nagy mennyiségű és nagy BOD tartalmú szennyvíz keletkezik, amely azonban általában könnyen tisztítható.

☻	Fertőződés veszélye idegen (mikro)organizmusok, vírusok által.

☻	Fertőzésveszély. Szigorú előírásokat kell betartani a biológiai biztonság garantálására (kontéinment szempontok betartása). Különös szigorúság az GMO-k felhasználása esetében.

☻	Kétoldali változékonyság. Megújuló alapanyagok és természetes eredetű kiegészítők (melasz, kukoricalekvár, élesztőkivonat stb.) minősége és a felhasznált organizmusok tekintetében (mikrobareverzió, sejtvonal-degenerálódás, stb.)

☻	Társadalmi idegenkedés, elutasítás a mikroorganizmusokkal és különösen a genetikai manipulációval kapcsolatosan.
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[bookmark: _Toc300502198][bookmark: _Toc334705671]2.1. 	Az enzimek működésének alapjai

Ha néhány mondatban akarjuk az enzimekkel kapcsolatos tudásunk mai szintjének kialakulását bemutatni, nehéz helyzetben vagyunk, mert rendkívül sok mérföldkövet kellene érinteni. Nem lehet azonban még e nagyon rövid áttekintésben sem kihagyni az 1833-as esztendőt, amikor Payen és Persoz francia kutatók csírázó árpa szerepét vizsgálva dextrinek és cukrok megjelenését észlelték[footnoteRef:4] a keményítőhidrolízis során. [4:  Memoir sur la diastase, les principaux produits de ses reactions, et leurs applications aux art industrielles, Annales de Chimie et dePhysique,1833, 2me Serie 53, 73–92] 


1835-ben Berzelius (1779–1848) megállapította, hogy a „diastase” által végzett keményítőhidrolízis katalízis.

1853–1857 körül két nézet csatázott az enzimek mibenlétét illetően. Az egyik szerint a megfigyelt átalakításokért „valami N-tartalmú szerves anyag” felelős, amelyet szervezetlen, élettelen dolognak képzeltek el, míg a másik nézet szerint élő anyag (szervezett anyag) szükséges ezekhez az átalakításokhoz. Ezeket alacsonyabb rendű növényeknek, illetve ún. „infusorium”-nak tekintették (pl. az alkoholos fermentáció esetén).

1858-ban M. Traube (1826–1894) feltételezi, hogy a fermentációt fermentumok végzik, és ő az első körhöz csatlakozott, míg például Pasteur a másik csoportba tartozott, és rendkívüli tudományos tekintélye sokáig akadályozta az enzimek tényleges mibenlétének (azaz a szervezetlen N-tartalmú anyag- képnek) a térhódítását. Ez azonban nem volt például annak akadálya, hogy már 1874-ben megalapítsák az első enzimtermelésre berendezkedő vállalatot, a C. Hansen’s Laboratory-t Hollandiában, tejalvasztó rennin gyártására.

A győzedelmes első álláspotot követve 1878-ban nevezte el ezeket a fermentumokat Wilhelm Friedrich Kühne (1837–1900) enzimeknek a görög ενζημη (enzümé) = élesztőben szó felhasználásával. 1897-ben Edward Buchner (1860–1917) megállapítja, hogy az élesztőben erjesztő enzimek vannak. A sejtmentes fermentáció terén kifejtett munkásságáért 1907-ben Nobel-díjjal tüntették ki.

Zemplén Géza, a híres magyar szerves kémikus (Műegyetemünk szerves kémia professzora!) már 1915-ben publikálta azt a felismerését, hogy „kevés fejezete van a chemiának, amely a legutolsó néhány év alatt olyan nagyot haladt volna, mint éppen az enzimeké. Éppen ezért a vegyész lépten-nyomon érzi, hogy megismerésük és a velük való bánásmód manapság már nélkülözhetetlen”[footnoteRef:5]. [5:  Az enzimek és gyakorlati alkalmazásuk. A kir. Magyar Term.Tud.Társulat kiadása 1915. 349. oldal] 


1926-ban James Batcheller Sumner (1887–1955) először izolált tiszta enzimet, a kristályos ureázt.

Munkásságáért az enzimek kristályosítása területén megosztott Nobel-díjat kapott 1946-ban (J. H. Northroppal és W. M. Stanley-vel).

A fehérjék speciális csoportját képezik az enzimek, amelyeknek feladata a sejtekben lejátszódó nagyszámú biokémiai reakció gyorstása, katalzishatás alapján. Általános vélemény szerint minden enzim fehérje, de nem minden fehérje enzim. Utóbbi világos, hiszen egy sor olyan fehérjét is ismerünk, amelyeknek nincsen katalitikus hatása, másoknak van, de nem soroljuk az enzimek közé őket. Az alábbi összeállításban példákat láthatunk a fehérjék ilyen csoportjaira.






A fehérjék speciális csoportjai és biológiai funkcióik



Regulátorfehérjék*

	lac-represszor	RNS-szintézis

	interferonok	vírusrezisztencia

	inzulin	glükóz-metabolizmus

	növekedési hormon

Transzportfehérjék*

	laktóz permeáz	sejtmembrántranszport

	mioglobin	O2 - izomban

	hemoglobin	O2 - vérben



Védőfehérjék*

	antitestek (abzymek)	idegenanyag-komplex

	trombin	véralvadás



Toxinok*

	B. thuringiensis	biológiai inszekticid

	Cl. botulinum	ételmérgezés okozója



Tartaléktápanyag-fehérjék

	ovalbumin	tojásfehérje

	kazein	tejfehérje

	zein	kukoricacsíra



Kontraktil fehérjék

	dynein	cilia, flagella

	miozin	izom



Szerkezeti fehérjék

	kollagén	ízületek, inak

	glikoproteinek	sejtfal



Chaperonok*



Prionok



A megjelölt csoportok is rendelkeznek katalitikus hatással, akárcsak az enzimek, azonban nem felelnek meg az enzim klasszikus definíciójának. Azaz, hogy reakciókat katalizálnak. Valójában azonban a működésmódjuk teljesen azonos az enzimekével. Ez olyannyira így van, hogy például a hemoglobin nem enzim, de az allosztérikus enzimek működésének magyarázatánál az a legfontosabb és legismertebb példa. Ugyanígy a permeázok sem katalizálnak reakciót, de ugyanolyan kinetika szerint működnek, mint az enzimek. Talán éppen ezért ma vannak törekvések az enzimkifejezés újradefiniálására is: a katalízis lényege marad, de nem reakciót, hanem „valamiféle átalakulást” gyorsítanak meg.

Érdemes avval is árnyalni a képet, hogy olyan katalitikus hatású anyagok is szerepet játszanak a biokémiai történésekben, amelyek nem fehérjék. Így katalitikus hatásúak a ribozimek, az ATP, a NAD, a tRNS-ek. A sok RNS-katalizátor, amelyek ma is szerepet játszanak, erősíteni látszik azt az evolúcióval kapcsolatos nézetet, miszerint előbb voltak a nukleinsavak és a nukleinsav alapú reakciókatalízis, mint a férjéhez kötött. Ez az “RNS-világ” azonban – lévén sokkal kevésbé hatékony (sokkal kisebb sebességnövelést eredményeznek az RNS-katalizátorok, mint a fehérjék) – átalakult fehérjealapúvá, azonban maradványai máig fennmaradtak, még olyan vegyes formában is, mint az RnaseP ribozim, amelyben 377 bázispárnyi nukleinsav 125 kD moltömeggel és csak egy 119 aminosavból álló 14 kD moltömegnyi fehérje található.

Enzimek nélkül az egyébként termodinamikailag lehetséges (azaz szabadenergia-csökkenéssel járó) reakciók rendkívül lassan mennének végbe, különösen amiatt, hogy az élő anyag reakció körülményei (fiziológiás körülmények) enyhék, a 30 °C körüli hőmérséklet, az 1 bar körüli nyomás és a semleges körüli pH csak igen kis reakciósebességeket engednek meg spontán reakciók esetén. A különböző sejtekben a szárazanyag-tartalom eltérő hányada fehérje, de minimálisan 25% (fonalas gombák), ezek nagy része enzimfehérje, az Escherichia coli-nak például mintegy 2-3000 különböző, katalitikus hatású fehérjetípus fordul elő egy sejtjében. Ezek mindegyike egy-egy jól meghatározott feladatot, elsősorban adott reakció katalízisét látja el. A katalitikus hatás termodinamikai alapja természetesen ugyanaz, mint bármely katalízis esetében, azaz az enzimek is az adott kémiai reakció aktiválási energiáját csökkentik.



Idézzük emlékezetünkbe ezt a termodinamikai bázist a következő egyszerű gondolatmenettel.

A Henry Eyring (1901–1981)-féle abszolút reakciósebességi elmélet értelmében ahhoz, hogy A és B komponens reagáljon, még ha a komponensek szabadenergia szintje magasabb is a képződő P termékénél (azaz termodinamikailag lehetséges reakcióról van szó), a rendszerrel energiát, aktiválási energiát kell közölni, hogy egy átmeneti nagyobb, aktivált energiaszintre kerüljön, s ez mintegy kiváltsa a reakció lezajlását. (2.1. ábra)

[image: 2-1-ábra-aktenergia.jpg]

[bookmark: _Toc334777730]2.1. ábra: Az enzim csökkenti a reakció aktiválási energiáját

Az alábbi reakciósémára tehát felírható, hogy



,



.

Az aktivált komplex létrejöttét jelentő reverzibilis reakció egyensúlyi állandója ugyanakkor



.

A termék képződésének reakciósebessége a következőképpen írható fel:



,

ahol

	T az abszolút hőmérséklet (Kelvin fok)

	k a Boltzmann-állandó (1,38 · 10-23 J/K)

	h a Planck-állandó (6,62 · 10-34J·s)

A előbbi egyenletből az egyensúlyi állandót kifejezhetjük:





Ennek felhasználásával a reakció aktiválási szabadenergia változása a következő lesz:



,

amelyből viszont megkapható a kr reakciósebességi állandó:



.





Ebből nyilvánvaló, hogy mivel , így , azaz a katalizált reakció sebessége sokkal nagyobb a nem katalizálténál.

Az enzimes katalízis esetén természetesen ugyanez a helyzet, a reakciósebesség-gyorsítás termodinamikai alapja az aktiválási energia csökkentése. Ez a reakciósebességi állandó drámai, esetenként sok nagyságrendnek megfelelő növekedését jelenti, amint azt a 2. 1. táblázatban nyomon követhetjük. Az enzimes katalízis tehát akár millió-/milliárdszorta gyorsabb is lehet egy szervetlen katalizátor által okozottnál.

[bookmark: _Toc334778112]2.1. táblázat: Az egyszerű és az enzimes katalízis összehasonlítása

		Reakció

		Katalizátor

		Aktiválási energia

kJ/mol

		krelatív

25oC



		H2O2→ H2O + 1/2O2

		 -

 I-

 kataláz

		75

56,5

26,8

		1

2,1 x 103

3,5 x 108



		Kazein + nH2O 

→(n+1)peptid

		 H+

 tripszin

		86

50

		1

2,1 x 106



		Szaharóz + H2O →

glükóz+fruktóz

		 H+

 invertáz

		107

46

		1

5,6 x 1010



		Linolénsav + O2 →

linolénsavperoxid

		 -

 Cu2+

 lipoxigenáz

		150–270

30–50

16,7

		1

~102

~ 107







Annak ellenére, hogy minden enzimre és a katalízis minden részletére érvényes átfogó elmélet nem áll rendelkezésre, az általánosan elfogadott és számos kísérleti evidencia is alátámasztja, hogy létezik az aktivált komplex, esetünkben az enzim-szubsztrát komplex (illetve komplexek).

Az előző, termodinamikai képet kissé árnyalja a 2.2. ábrán látható kép, amely a „pöcökáz” (azaz a természetesen nem létező „botáz” avagy „stickase”) „enzim” működésének termodinamikai alapját mutatja be (egy vaspálca eltöréséről van szó). Láthatóan nagy termodinamikai különbség van az enzim-szubsztrát átmeneti aktivált komplex létrejöttének változatai között.

[image: ]

[bookmark: _Toc334777731]2.2. ábra: Az aktivált átmeneti komplex létrejöttéhez aktiválási energia befektetése szükséges. Energetikailag az a kedvező, ha a szubsztrát és az enzim is változik, miközben létrejön a komplex: indukált illeszkedés

Az enzim az úgynevezett kötőhelyén megköti az átalakítandó szubsztrátot, és az aktív helyen megtörténik az átalakulás. A kettő nem feltétlenül ugyanaz, lehet, hogy azonosak, lehet, hogy különböznek, és ekkor lehet, hogy egymáshoz közel vagy akár távolabb is elhelyezkedhetnek a fehérje- molekulán. Egy enzimmolekulán nemcsak szubsztrátkötőhelyek, hanem egyéb molekulákat kötő helyek is létezhetnek (aktivátor-, inhibitor-, koszubsztrátkötő helyek). A lényeg az, hogy a megkötésében részt vevő kitüntetett régiót kötőhelynek, míg az átalakításért felelős régiót aktív helynek (vagy régebben elfogadott kifejezéssel aktív centrumnak) nevezzük. Az enzim-szubsztrát komplex létrehozásában gyenge és erős kötőerők is közreműködhetnek (a Van der Waals-erőktől az ionos kötésen át a kovalensig). Sokszor hidrogénhidak, illetve parciális elektromos töltések vonzása hozza létre a szubsztrátum megkötődését az enzimen.



A szubsztrátumkötő-, illetve az aktív helyek (az enzimmolekula különböző régiói, illetve doménei) csak egy relatíve kis felületi részét foglalják el az enzimnek (2.3. ábra).

Mechanikusan szemlélve az enzim megköti a szubsztrátot, átalakítja, a termék(ek) leválik(nak) az enzimről, amely így egy újabb szubsztrátmolekulát tud megkötni, amint azt az egyszerű 2.1. animáció, a Sima enzimes reakció mutatja.





[bookmark: _Toc334778063]2.1. animáció: Sima enzimes reakció

Az enzimműködés legrégebbi magyarázatát, a kulcs/zár hasonlatot E. Fischer (1852–1919) adta 1894-ben (2.4. ábra): az enzim a zár, a beleillő kulcs pedig a szubsztrátum, és ez jól magyarázza az enzimek szubsztrátspecifikusságát.

[image: 2-3-ábra-izocitrát]

[bookmark: _Toc334777732]2.3. ábra: Az izocitrát-dehidrogenáz térszerkezete. 
A szubsztrátumkötő, illetve aktív hely csak egy kis terület a teljes enzimmolekulán

[image: 2-4-ábra-Kulcs-zár hasonlat]

[bookmark: _Toc334777733]2.4. ábra: A kulcs a szubsztrátum, a zár az enzim

A fehérjemolekulák aminosavláncai oly módon csavarodnak, hajtogatódnak össze a térben (ez a folding), hogy a reaktív aminosav-oldalláncok adott csoportja(i) egy a szubsztrát befogadásához, megkötéséhez specifikusan alkalmas térbeli konformációt (zsebet, zsákot, beöblösödést) hoz(nak) létre, amelyben preformált kötések, illetve kötésmódosulási lehetőségek rejlenek. Ezek a reaktív csoportok a következők, az

	Asp (COO-),

	Cys (-SH),

	Glu (COO- illetve -CONH2),

	His (imidazol),

	Lys (ε-NH3+),

	Met (CH3-S),

	Ser (-OH), illetve

	Thr (CH3CHOH-)

csoportjai vagy oldalláncai és a láncvégi amino-, illetve karboxilcsoportok. Jegyezzük meg, hogy az aktív hely létrehozásában egyébként csak kis hányada vesz részt a fehérjemolekulát felépítő aminosavaknak (lásd a már hivatkozott 2.3. ábrát). Mindazonáltal a többi aminosav is fontos, hiszen részt vesznek a szekunder és tercier fehérjeszerkezet kialakításában, illetve stabilizálásában és így közvetve az enzimkatalízisben is.

A nagy térbeli kiterjedésű enzimfehérjék (illetve a negyedleges szerkezettel is rendelkező, több alegységből álló és gyakran allosztérikus enzimek) gyakorta több szubsztrátumkötő és/vagy aktív hellyel rendelkeznek, és fontos az is, hogy egyéb, nem szubsztrát-, hanem koszubsztrát- és enzimmodulátor-kötőhelyek (domének) is létez(het)nek az enzimeken.

Magában a katalitikus hatásban több hatás érvényesülhet külön-külön és kombináltan is:

sav/bázis katalízis,

fémion katalízis és

kovalens katalízis.

A kulcs-zár hasonlat ugyan sok kérdésre választ ad, pl. magyarázza az enzimek szubsztrátspecifitását, de több kérdést nyitva hagy. Daniel Koshland (1920–2007) fejtett ki úttörő aktivitást az enzimhatás mélyebb megismerésében. Az ő nevéhez fűződik az ún. indukált illeszkedés elméletének (induced fit) (1958) bevezetése, amelynek sommás lényege az, hogy miközben a szubsztrát kellően megközelíti az enzim kötő-, illetve aktív helyét (amit egyébként proximitási effektusnak nevezünk), mégpedig térbelileg megfelelően orientált helyzetben (ami a szintén fontos orientációs effektus, lásd 2.5. ábra, a sztereospecifitás alapja), aközben az enzim térszerkezete is változik, mintegy idomul a szubsztráthoz, befogadja azt, létrejönnek a másodlagos kötések, az eredeti szubsztrátkötések fellazulnak és új kovalens kötés-lehetőségek bontakoznak ki. E valójában folytonosan lejátszódó, de modell szinten több vagy sok diszkrét lépésesnek elképzelt folyamat (azaz a szubsztrát és az enzimmolekula deformálódása) odáig vezet, hogy az új kötések létrejöttének a valószínűsége nagyon megnő (ezt hívják entrópiacsapdának), a termék vagy termékek le tudnak válni az enzimről.

[image: 2-5-ábra-threepoint]

[bookmark: _Toc334777734]2.5. ábra: Orientációs effektus, three-point attachment, az aktív helyen minimum 3 aminosav felelős a megfelelő illeszkedésért: ez a sztereospecifitás alapja

Érdemes az egyik leginkább ismert és biokémiai regulációs szempontból ugyancsak fontos enzim katalitikus mechanizmusát megvizsgálni a fentiek illusztrálására (2.6. ábra). A hexokináz enzim egyes vélemények szerint random bi-bi mechanizmussal foszforilezi a glükózt (lásd a 2.5 fejezetet), amelynek során az enzim, az ATP és a glükóz egy ternér komplexet hoz létre. A glükóz pontosan illeszkedik az aktív centrumba, miközben az enzim mint egy állkapocs rácsukódik (mintegy 8 Å-ös elmozdulás mérhető!), és így kellően intim közelségbe kerül a három reagáló partner. Eközben egy vízmolekula kiszorul az aktív centrumból. A glükózt az aktív centrumban lévő Lys169, Thr168, Asn204 és Glu256 aminosavak oldalláncain lévő funkciós csoportok rögzítik hidrogénhidakkal. Ekkor az aktív centrum alkotó Asp205 szabad COO– csoportja, mint egy bázis, elvonja a glükóz C6 OH csoportjának H-jét, és evvel lehetővé teszi, hogy a OH oxigénje nukleofil támadást indítson az ATP terminális P atomján, leszakítva így a terminális foszfátot és létrehozva a foszforilezett glükózt. Ez a mechanizmus azt is képes megmagyarázni, hogy más OH tartalmú molekulák, mint pl. a koleszterin, miért nem foszforileződnek ezen enzim által (a molekula ugyanis túl nagy ahhoz, hogy a zsebbe beleférjen), illetve pl. hogy a víz miért nem bontja az ATP-t evvel az enzimmel (ez meg túl kicsi, azaz amikor a zsebben van, nem mozdul el az álkapocs, nem záródik a vízmolekulára, így az nem kerül kellő közelségbe az ATP-vel. Ezt igazolja az is, hogy a xilóz – amelynek nincs C6 OH-ja, de mérete megközelíti a glükózét – fixálni tudja az aktív centrumban a vízmolekulát, és akkor az veszi fel a foszfátot, azaz az enzim ekkor az ATP-t hidrolizálja).

[image: 2-6-ábra-hexokináz]

[bookmark: _Toc334777735]2.6. ábra: A hexokináz enzim „álkapcsa” rácsukódik a glükóz szubsztrátra. 
Indukált illeszkedés (a dimer enzimnek csak az egyik aminosav lánca látszik a képen!)

[image: 2-7-ábra-hexok-aktcentrum]

[bookmark: _Toc334777736]2.7. ábra: A hexokináz enzim aktív centruma a glükózt megkötő H-hidakkal

Az aktív centrum szerkezetének nagy fontosságát mutatja a szintén kovalens katalízist megvalósító pankreász eredetű kimotripszin, amelyről bizonyították, hogy két fő tényező lényeges az enzimhatás szempontjából: egy acilezés történik az enzim Ser-195 hidroxilja és a szubsztrát között, valamint egy protonátadás a  His-57 imidazolgyűrűjére.



A 2.8. – 2.10. ábrákon követhetőek a történések.

[image: 2-8-ábra-kimoszerkezet]

[bookmark: _Toc334777737]2.8. ábra: Kimotripszin aktív centrumában a szubsztrátum elhelyezkedése

[image: 2-9-ábra-kimo1]

[bookmark: _Toc334777738]2.9. ábra: Kimotripszin kovalens katalízise

[image: 2-10-ábra]

[bookmark: _Toc334777739]2.10. ábra: A kimotripszin működésének molekuláris mechanizmusa

Az enzim egy trimer, amely az A, B és C polipeptid láncból épül fel. A 2.8. és 2.9. és 2.10. ábrák a peptidkötés lebontásának mechanizmusát mutatják egy dipeptid szubsztráton, amelynek R' csoportjában az R1 csoport  (a karbonil oldalon) Tyr, Phe, Trp, azaz aromás aminosav lehet.

A szabad kimotripszin reagál a dipeptiddel (vegyük észre, hogy a szubsztrát egy szubsztituált amid) belépve az enzim szubsztrátot befogadó „zsebébe”. A His-57 imidazolja igen gyorsan meggyengíti a Ser-195  OH csoportjának kovalens, oxigén és hidrogén közötti kötését, és fel is veszi a H-t proton formájában, lehetővé téve egy nukleofil támadást a karbonilcsoport szenén. Ennek hatására kovalensen kötött enzim-szubsztrát komplex jön létre, más szóval az enzim acileződik a szubsztrát által (d).  Eközben a meggyengült O-H helyett újonnan létrehozott N-H kötés az egyes számú termék leválását idézi elő: az eredeti peptidkötés NH-csoportjából aminocsoport jött létre, az R2-t tartalmazó „aminosav” leválik az enzimről.

A katalízis második lépéséhez vízre van szükség, most az foglalja el az előbb levált molekularész helyét. Újabb kötéslazulás-új kötés keletkezése útján az acilenzim hidrolizál, a második termék, azaz az eredeti peptid karbonil oldali fragmentumából a másik „aminosav” képződik.

Rendkívül fontos az enzimreakció szempontjából, hogy a (d) és (e) acilezett átmeneti komplexek esetén a karbonil-szénnel meglévő kötések tetraéder elrendezésűek. Ezt bizonyítja például az, hogy az alant bemutatott műszubsztrátot, a 2.11. ábrán (2), (amely nem egy igazi peptid, hanem egy szubsztituált savamid) a kimotripszin képes bontani, és szerkezeti analogonjai közül az aldehid inhibitor(1), míg az alkohol sem nem szubsztrát, sem nem inhibitor. Az ok az, hogy az aldehid hidratált formája (4) hasonlít az (2) amid szubsztrátra, és így létre tudja hozni a tetraéderes elrendeződést, míg az (3) alkohol nem.

[image: 2-11-ábra-kimoműszubsztrát.JPG]

[bookmark: _Toc334777740]2.11. ábra: A kimotripszin műszubsztrátja és analogonjai

Összefoglalóan: az enzim és a szubsztrát közötti kötés létrejötte során a reagáló molekulák olyan közel kerülnek egymáshoz (proximitási effektus), ami megnöveli a valószínűségét az átalakulásnak, másrészt a szubsztrátot csak olyan pozícióban tudja megkötni az enzim, amely például egy adott, esetleg aszimetrikus molekulát hoz létre, illetve alakít át (orientációs effektus). Az átmeneti komplex létrejöttét dinamikusan kell elképzelni: miközben a kötés létrejön, magának az enzimnek is változik a konformációja, egyre kedvezőbbé válik a térszerkezete a szubsztrát megkötéséhez és a kívánt rekcióhoz (ez az ún. indukált illeszkedési modell).

[bookmark: _Toc300502199][bookmark: _Toc334705672]2.2. 	Az enzimek tulajdonságai, nevezéktanuk

Az enzimes reakcióknak, illetve maguknak az enzimeknek van néhány olyan tulajdonságuk, amelyeknek ismerete elengedhetetlen az enzimes folyamatok mélyebb megismeréséhez és kézbentartásához, gyakorlati célra történő felhasználásukhoz.

1. Az enzimek csak termodinamikailag lehetséges reakciókat katalizálnak, azaz olyanokat, amelyeknél a szabadenergia-változás negatív.

2. Valamennyi enzimes reakció visszafordítható, pontosabban az enzimreakciók reverzibilisek, egyensúlyi állapot eléréséig folynak az adott irányban. Az enzim nem befolyásolja ezt az egyensúlyt. Felmerülhet a kérdés, hogy hogyan lehetséges akkor, hogy a sejtekben funkcionáló metabolit utak mentén a reakciók egy irányba haladnak?  Ehhez azt kell szem előtt tartani, hogy egy reakció terméke egy következő reakció szubsztrátja, azaz felhasználódik vagy a metabolit út következő reakciójában, vagy valamely más metabolikus folyamat során, akár a képződés helyétől térbelileg is elválasztva. Az egyensúlyi reakció egyensúlya tehát az egyik reagáló komponens eliminálása miatt nagymértékben az előremutató irányba van eltolva. A másik szempont pedig az egyensúlyi állandók nagysága, amelyek szintén meghatározhatják, hogy az egyensúly döntően melyik irányú reakciót preferálja.

3. Mivel az enzimek fehérjék, amelyeknek adott konformációját, térbeli szerkezetét az extrém környezeti hatásokra érzékeny harmadlagos és negyedleges szerkezetük határozza meg, így különböző környezeti hatásokra denaturálódhatnak. Ez a denaturáció – azaz a katalitikusan aktívtól eltérő harmadlagos szerkezet, azaz konformáció létrejötte – lehet reverzibilis, amikor az eredeti állapot a létrehozó hatás megszűntével visszaáll, de lehet visszafordíthatatlan is. Denaturálódást, azaz az enzimhatás megszűntét okozhatják a

növekvő hőmérséklet,

pH-változás,

ionerősség változása,

oldószerek hatása.

4. A fehérjetermészetből és az enzim-szubsztrát átmeneti komplex létéből következik, hogy az enzimek kisebb-nagyobb mértékben és különböző szempontokból specifikusak.



A szubsztrátspecifitás azt jelenti, hogy egy adott enzim egy adott szubsztrátot alakít át. Így például a glükózoxidáz csak a glükózt alakítja glükono--laktonná, a fruktózt nem.

A csoportspecifitás azt jelenti, hogy az enzim olyan szubsztrátokat alakít át, amelyek az adott típusú kémiai funkciós csoportot tartalmazzák vagy adott típusú csoportot hoznak létre. Például az -gükozidáz enzim olyan diszaharidokat bont, amelyek -glikozid kötést tartalmaznak, de az α-amiláz a létrejött α helyzetű glikozidos hidroxilcsoportot tartalmazó termékre specifikus. Ezzel szorosan összefügg a reakcióspecifitás (tulajdonképpen ugyanannak a dolognak más szempontú tárgyalása), azaz, hogy milyen kémiai átalakítás történik az adott csoporton.

A sztereospecifitás azt jelenti, hogy egy adott enzim királis centrumot tartalmazó szubsztrát esetén csak az egyik antipód átalakítására képes. Így például az L-aminosav-aciláz csak az acil-L-aminosavakat hidrolizálja, D-származékok változatlanok maradnak.

Végül a régiospecifitás azt jelenti, hogy ha egy molekulán több hasonló kémiai csoport lenne átalakítható, akkor az enzim csak egy bizonyos helyzetben lévőt fog megtámadni.

Az enzimek működésükhöz gyakran nemcsak fehérjerészt, hanem egyéb molekulákat is igényelnek. Az enzim fehérjerészét apoenzimnek, a hozzá kapcsolódó nemfehérje molekulát kofaktornak nevezzük, míg a kettő együtt alkotja a teljes enzimet, a holoenzimet. A kapcsolódó kofaktor kétféle lehet: gyakran valamilyen fémion (Mg, Ca, Zn, Fe, Cu, Mo a leggyakrabban) vagy pedig szerves molekula, azaz koenzim. A koenzimek is kétfélék lehetnek: prosztetikus csoportok, amelyek kovalensen kötődnek a fehérjéhez, ilyenek a FADH2, hem, Piridoxal-P (B6 vitamin) stb. Másik csoportjuk a koszubsztrátok csoportja, ilyenek a NAD(H), ATP stb. Utóbbiak tulajdonképpen a kétszubsztrátos enzimes reakció második szubsztrátját jelentik.



Az enzimek elnevezése többféle lehet. Utalhat az enzim neve arra a szubsztrátra, amelyet átalakít:

ureáz

Karbamid + víz                         CO2  + 2NH3

Itt az enzim neve a szubsztrátnév szinonimájából (urea) ered. A szubsztrát nevéhez fűzzük az -áz (az angol nyelvű irodalomban: -ase) toldalékot (suffixumot).

Más esetben az enzimet a katalizált reakció és a szubsztrát neve után nevezzük el, például az etanol  acetaldehid  ecetsav átalakulást az alkohol-dehidrogenáz enzim katalizálja. Itt a szubsztrátumon kívül a dehidrogénezési reakcióra is történik utalás. Általánosságban ekkor az enzim neve: szubsztrát- és reakciónév + -áz toldalék.

A fehérjebontó enzimek egy csoportjának úgynevezett triviális neveik vannak, például pepszin, tripszin, papain, rennin stb. Ezek valamennyien az  -in  képzővel születtek.

Természetesen igen régen felmerült az igény, hogy valamiféle informatív és szisztematikus elnevezéssel illessék az enzimeket. Ez az igény együtt járt az enzimek csoportosításának igényével is, hiszen az első enzimhatású sejtextraktum kinyerése óta (1897) ma már több ezer az izolált és megismert enzimek száma.

Az iparilag nagy mennyiségben előállított enzimfajták száma is több tíz, s ez már igencsak indokolja a szisztematikus nevezéktan és csoportosítás szükségességét.

Ma már széleskörűen alkalmazott rendszer az IUPAC IUB (=International Union of Biochemistry) illetve ma már IUBMB (Int. Union of Biochemistry and Molecular Biology) szekciói által 1955-ben  az enzimek nevezéktanát és csoportosítását megcélzó munkacsoportja (Enzyme Commision http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/) által 1964-ben létrehozott, azóta folytonosan felügyelt, továbbfejlesztett (pl. 1972, 1978 stb.) EC katalogizálás.

E szerint az enzimeket 6 nagy csoportba osztották a katalizált reakciók alapján. A csoportok al-csoportokat és egyre mélyebb csoportbeosztást tartalmaznak, a reakciók egyre finomabb megkülönböztetése szerint. A 2.2. táblázat tartalmazza az EC alapú enzimcsoportokat.

A nevezéktan valóban szisztematikus, jó példa erre az egyik glükózoxidáz enzim neve. Egy sor információ birtokába jutunk magának az enzimnévnek az alapján: ez az enzim az 1.1.1. alcsoport 49. enzime:

[image: 2-12-ábra-névpélda]
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Az alábbi linkeken bejuthatunk a legfontosabb enzimes adatbázisokba, amelyekben az egyes enzimek neveit, illetve tulajdonságait, szerkezetüket, típusreakcióikat és a rájuk vonatkozó legfontosabb szakirodalmi hivatkozásokat megtalálhatjuk.

IUBMB Enzyme Nomenclature

SWISSPROT http://www.expasy.org/enzyme, BRENDA – Comprehensive Enzyme Information system

EMP - Enzymes and Metabolic Pathways database , KEGG – Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

MetaCyc – Metabolic Encyclopedia of enzymes and metabolic pathways,

BioCarta – Pathways of Life

[bookmark: _Toc334778113]2.2. táblázat: Az enzimek csoportjai az EC alapján

1. Oxido-reduktázok (oxidációs-redukciós reakciók) (több mint 300 csoport)

	1.1. A primer -OH csoport oxidációja. 

	1.1.1. NAD(+) vagy NADP(+) akceptorral

	1.1.2. Citokróm akceptorral

	…

	1.1.99. Egyéb akceptorral

	1.2. Ketocsoport oxidációja: -C=O

	1.3. Metiléncsoport oxidációja: -CH=CH-

	1.4. Primer aminocsoport oxidációja

	1.5. Szekunder aminocsoport oxidációja

	1.6. NADH vagy NADPH oxidációja

	1.7. Egyéb N-tartalmúak oxidációja

	1.8. Kéntartalmúak oxidációja

	1.9. Hem oxidációja

	1.10. Difenolok és hasonló vegyületek oxidációja

	1.11. Peroxid akceptorokra hatók (peroxidázok)

	1.12. Hidrogén donorra hatók

	1.13. Mono- és dioxigenázok (oxigénbevitel)

	.......

	1.19. Redukált flavodoxin oxidációja

	1.99. Egyéb oxidoreduktázok

2. Transzferázok (funkciós csoportok átvitele) (több mint 300 csoport) 

	2.1. C1-csoport átvitele

	2.2. Aldehid- vagy ketocsoport átvitele

	2.3. Acilcsoport átvitele

	2.4. Glikozilcsoport átvitele

	2.5. Alkil- és arylcsoport átvitel

	2.6. N-tartalmú csoportok átvitele

	2.7. Foszfátátvitel

	2.8. Kéntartalmú csoport átvitele

	2.9. Se-tartalmú csoport átvitele

3. Hidrolázok (hidrolízisreakciók) (430 csoport)

	3.1. Észterhidrolízis

	3.2. Glikozid-hidrolízis

	3.3. Éterhidrolízis

	3.4. Peptidhidrolízis

	3.5. Egyéb C–N kötések hidrolízise

	3.6. Savanhidrid-hidrolízis

	3.7. C–C kötésre ható enzimek

	…

	3.12. S–S kötésre ható enzimek

4. Liázok (addíció kettős kötésre és csoporteltávolítás a szubsztrátról, gyakran ily módon

	kettőskötés létrehozása) (több mint 130 csoport)

	4.1. C=C

	4.2. C=O

	4.3. N=O

	4.4. C–S

	4.5. C–halogén

	4.6. P–O

	4.99. Egyéb liázok

5 Izomerázok (izomerizációs reakciók) (több mint 50 csoport)

	5.1. Racemázok és epimerázok

	5.2. Cisz-transz izomerázok

	5.3. Intramolekuláris oxidoreduktázok

	5.4. Intramolekuláris transzferázok (mutázok)

	5.5. Intramolekuláris liázok

	5.99. Egyéb izomerázok

6. Ligázok (új kötés létrehozása ATP felhasználással) (több mint 60 csoport)

	6.1. C–O kötés létrehozása

	6.2. C–S kötés létrehozása

	6.3. C–N kötés létrehozása

	6.4. C–C kötés létrehozása

	6.5. Foszforészterkötés létrehozása

[bookmark: _Toc300502200][bookmark: _Toc334705673]2.3. 	Egyszerű enzimes reakciók kinetikai leírása

Egy rendszer kinetikai leírásával célunk az, hogy gyakorlati alkalmazásra megfelelő matematikai összefüggéseket nyerjünk, amelyekkel a reakció sebessége, az enzimes reakció időbeli lefutása leírható, és amelynek paramétereivel az adott enzim jellemezhető.

Ha a reakció az





sémával írható le, a szubsztrátum S és a termék P értelemszerűen moláris koncentrációban van kifejezve. Ekkor természetesen E-nek is ugyanolyan egységben megadottnak kell lennie. Látni kell azonban, hogy a valóságban g/dm3 vagy mol/dm3 koncentrációegységeket az enzimek esetében csak a legritkább esetben alkalmazhatunk, rendszerint ui. nem tiszta enzimpreparátumokkal dolgozunk, és ezekben nem mérhető meg az enzim tömege sem grammban, sem molban. Az enzim mennyiségének megadása ezért hatása alapján enzimegységben, Unit-ban történik. Ez az egység a valóságban nem mennyiséget, hanem szubsztrátátalakítási vagy termékképződési sebességet jelent. Az enzimegység általánosan elfogadott definíciója a következő:



Egy egység az az enzimmennyiség, amely 1 mol szubsztrátot alakít át vagy 1 mol terméket képez 1 perc alatt adott reakciókörülmények között.



Az adott reakciókörülményeket (hőmérséklet, pH, puffer molaritása stb.) tehát minden aktivitás- egység esetén meg kell adni az egyértelműség érdekében.

SI rendszerben az enzimmennyiség egysége az



1 Katal, amely annyi enzim, amennyi 1 mol szubsztrátot alakít át 1 s alatt.



Ez azonban olyan hatalmas enzimmennyiség, ami miatt ez az SI egység nem igazán népszerű a gyakorlatban.

Használatos még a nKat = 10-9 Katal egység is. A kétféle enzimegység között az átszámítást a következő relációk teszik lehetővé:

1 Kat = 6*107 U,      1U =1.6*10-8 Kat,       1U= 1/60  Kat.

Az egyszerű egyszubsztrátos enzimes reakciók kinetikai leírását kétféleképpen közelítjük meg, a Michaelis–Menten és a Briggs–Haldane-féle tárgyalás szerint.

[image: 2-13-ábra-Michaelis]
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2.3.1. 	Michaelis–Menten kinetika

Michaelis és Menten (2.13. ábra) 1913-ban tették közzé megközelítésüket, amely szerint az enzimes reakciót az alábbi séma jellemzi:

[image: ]

Tételezzük fel a második lépés irreverzibilitását (k-2=0), valamint, hogy az első lépés rendkívül gyorsan egyensúlyra vezet: e kinetikai leírást emiatt rapid ekvilibrium kinetikának nevezik. Az első lépés rapid ekvilibriumára felírható, hogy



		(2.0)

ahonnan az (ES) enzim-szubsztrátum komplex disszociációs állandója



		(2.1)

A termékképződés sebessége



		(2.2)

A reakcióban résztvevő összes enzimre felírva az anyagmérleget, bármely időpillanatban igaz, hogy a szabad enzim és a komplexben lévő enzim koncentrációjának összege egyenlő a bemért (Eo) enzimével:



		(2.3)

Osszuk el a (2.2) egyenletet Eo-lal a következőképpen:



		(2.4)

Az (2.1)-ből (ES)-t kifejezve és a (2.4) egyenletbe helyettesítve az enzim-szubsztrát komplex nem mérhető koncentrációja kiküszöbölhető



		(2.5)

Ez E-vel egyszerűsítve és átrendezve a következő kifejezést adja:



		(2.6)

Értelemszerűen a (2.2) egyenlet szerint akkor kapunk maximális reakciósebességet, ha minden enzim komplexben kötött alakban van jelen, azaz



	.	(2.7)

Ezt a (2.6)-ba írva a Michaelis– Menten enzimkinetika szokásos egyenleteit kapjuk meg:





	          	(2.8)

I                      II

A Michaelis–Menten-féle rapid ekvilibrium megközelítésben V kezdeti reakciósebességet (V0) jelent, azaz úgy mért adatokból származó, illetve számolt sebességeket, amikor még a szubsztrátum koncentrációjának változása, illetve a termék koncentrációjának változása egy egyenes mentén történik. Ennek a nulla időpontra extrapolált egyenesnek a meredekségét tekintjük kezdeti reakciósebességnek. Ennek értelmezését a 2.14. ábra szemlélteti.

[image: 2-14-ábra-ketdeti sebesség]
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További feltételezéseket és elhanyagolásokat is tettek Michaelis és Menten annak érdekében, hogy kinetikájukat levezethessék, ezek a következők:

·  az enzim valóban csak „katalitikus mennyiségben” legyen jelen, más szóval koncentrációja legyen lényegesen kisebb a szubsztráténál:

S    Eo  vagy  Eo / S  1

· az (ES) komplex kinetikai értelemben stabil és jelentős mennyiségű átmeneti termék-enzim (EP) komplex ne halmozódjék fel,

· az enzim egy-egy aktív centrumához csak egy-egy szubsztrátmolekula kötődhet,

· az aktivitások helyett a koncentrációk használhatóak.

A fenti levezetés gondolatmenete valamennyi enzimreakció esetében (tehát komplexebb, például több szubsztrátos, inhibiciós stb. esetekben is), ha a rapid ekvilibrium feltételezés jogos, akkor teljesen hasonló módon követhető és hasonló felépítésű kinetikai összefüggésekhez juthatunk. A II forma tartalma általánosan, azaz minden rapid ekvilibrium esetre a következőképpen „memorizálható”. Az alábbi eljárás tehát egy memóriasegítő segédeszköz, amelynek segítségével az egyes enzimkinetikai esetek sebesség-szubsztrátkoncentráció összefüggése levezetés nélkül, a kinetikai séma alapján felírható.

A 2.15. ábrán látható jobb oldali képlet számlálójában olyan tagok vannak, amelyek megfelelnek a terméket képző komplexeknek; az egyik tört számlálója utal az enzimnek az O ligandummal alkotott komplexére, és a második tört pedig a H ligandummal alkotott komplexre. Az elképzelt séma szerint mindkettőből lesz termék. A nevezőben lévő tagok reprezentálják a jelenlévő „enzimfajtákat” (ez tulajdonképpen az enzimre vonatkozó anyagmérleg): itt van szabad és háromféleképpen kötött enzim, tehát négy tagja van a nevezőnek. Az 1 mindig a szabad enzimet jelenti, a komplexben lévőket pedig egy-egy újabb tört, amelyeknek a számlálója az adott komplex ligandumjai koncentrációinak szorzata, a nevező pedig a komplex és a szabad enzim közötti disszociációs konstansok (szorzata). A példánkban tehát a nevezőben van egy nem „hasznos” ternér komplex is, azaz az enzimnek mind O-val mind H-val alkotott komplexe. (Ez egy nem létező séma alapján felírt eset, ha azonban mélyebben belegondolunk, így lenne leírható a S-inhibíció egyik esete is, lásd a 2.4. alfejezetet.)

[image: 2-15-ábra-memo]
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2.3.2. 	Briggs–Haldane-kinetika[footnoteRef:6] [6:  Briggs E.B.(1893-1985), Haldane J.B.S.(1892-1964)] 


A Briggs–Haldane vagy steady state kinetikai megközelítés szintén a fenti sémából indul ki, felírva az elemi lépések sebességeit jelentő differenciálegyenleteket:



		(2.9)

A (2.9) egyenletrendszer numerikus megoldása a 2.16. ábrán látható. Eszerint egy igen rövid felfutási szakasz után viszonylag hosszú időn keresztül az ES enzim-szubsztrát komplex koncentrációja alig változik. Ezt a jelenséget nevezzük állandósult állapotnak, illetve steady state-nek, pontosabban kvázi állandósult állapotnak, hiszen valójában – az ábra tanúsága szerint is – egy kis meredekségű (ES) változás azért észlelhető. A 2.17. ábra azt szemlélteti, hogy a pre-steady state igen rövid idejű, a szimuláció szerint 0,1 min alatti, tehát az S és P görbék egy mérés valós ideje (néhány perc, néhány tíz perc) alatt tényleg egyenes mentén kezdenek csökkenni, illetve nőni. Jegyezzük meg, hogy a pre-steady state a valóságban akár millisec rövidségű is lehet. Erre az állapotra nem érvényesek kinetikai egyenleteink, és a kísérletes vizsgálatukra is speciális módszereket dolgoztak ki.



Az állandósult állapot létrejöttének feltételei ugyanazok, mint a M–M kinetika esetén láttuk, ugyanakkor a komplex képződési sebessége  lényegesen nagyobb kell hogy legyen a bomlásénál, azaz

k1ES     k-1(ES),    illetve      k1ES   k2(ES).

Ezt a kvázi állandósult állapotot az jellemzi, hogy

d(ES)/dt =0,

azaz



		(2.10)

Az egyedi reakciósebességi állandókat egy csoportba gyűjtve vezessük be az ún. Michaelis-konstanst Km=(k-1+k2)/k1 alakban, amelynek felhasználásával (2.8) egyenletekkel formailag megegyező összefüggéseket nyerünk az enzimreakció kezdeti sebességére, vagyis mint a rapid ekvilibrium feltételezése esetén, itt azonban most Km nem egy disszociációs egyensúlyi állandó.

[image: 2-16-ábra-BH görbék]
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Jegyezzük meg, hogy a d(ES)/dt=0 eset minden megszorítás nélkül, tehát a fenti feltételek nem teljesülése esetén is létezik az (ES)-t görbe egy pontjában (ez a maximum), és ennek alapján ott (és szigorúan véve csakis ott) a levezetés a megszorítások nélkül is érvényes. A feltételek teljesülése esetén azonban az ábra szerinti „elnyúló” kvázi állandósult állapot jöhet létre, amikor tehát az enzimes reakció egy hosszabb szakaszában is érvényes a steady-state egyenlet. Éppen amiatt, hogy nem tudjuk, hogy adott esetben ez a kvázi állandósult állapot milyen hosszú, kell a kezdeti reakciósebességként értelmeznünk V-t. E „kezdeti reakciósebesség” természetesen csak egy extrapoláció útján kapott látszólagos kezdeti sebesség, hiszen a t=0 időpontban a valóságban nyilvánvalóan a reakciósebesség is zérus, de a fenti kép alapján „nagyon gyorsan” eléri a „kezdeti” reakciósebességet.

A Briggs–Haldane kinetika, illetve annak 2.17. ábra szerinti valós idejű megoldásai a differenciálegyenlet rendszerének a 2.1. szimulációkon tanulmányozhatók. Ezzel megvizsgálhatjuk, hogy az egyedi reakciósebességi állandók hogyan befolyásolják az enzimes reakció időbeli lefutását, a pre-steady state-et és az állandósult állapotot.

[image: Névtelen.jpg]
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2.3.3. 	A kinetikai egyenlet diszkussziója, paramétereinek meghatározása és értelmezésük

A kétféle megközelítés kinetikai egyenletei tehát formailag azonosak:



Michaelis–Menten	Briggs–Haldane





	                             ,	(2.11)



ahol	.

Ebből a kifejezésből látszik, hogy Km  KS csak abban az esetben igaz, ha k1 számértéke sokkal nagyobb, mint k2 számértéke (vigyázat, azért csak a számérték, mivel egységeik nem azonosak!), azaz ha a k2/k1 tört elhanyagolhatóan kicsiny.

[image: 2-18-ábra- M-M és B-H egyenletek ábrázolása]
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A (2.11) egyenlet ábrázolása V-S görbeként a 2.18. ábrán látható. Két szélső helyzetet érdemes megvizsgálnunk.

A derékszögű hiperbola asszimptótája Vmax = k2E0.

– Ha ugyanis S KS ,   	akkor a KS elhanyagolható S mellett, és ekkor

V  Vmax,

azaz a reakció nulladrendűvé válik a szubsztrátum koncentrációjára nézve. Ez másképpen megfogalmazva azt jelenti, hogy az összes jelen lévő enzim minden aktív centruma szubsztráttal teltett.



– Ha pedig S  KS, akkor az S hanyagolható el KS mellett, és ekkor



,

azaz nagyon kicsiny szubsztrátkoncentrációknál az enzimreakció kezdeti sebessége egyenesen arányos a szubsztrát koncentrációjával (a reakció elsőrendű a szubsztrátra nézve). Ne felejtsük el, hogy a (2.11) egyenlet 2.18. ábra szerinti görbéjének minden egyes pontja egy-egy (különböző bemért S0 kezdeti szubszrátkoncentrációhoz tartozó) V0 kezdeti reakciósebességet jelent. E pontok kísérletes meghatározása a 2.14. ábrán látható módon, a görbék kezdeti egyenes szakasza iránytangensének meghatározásán alapszik.

–KS vagy Km értékét a V=Vmax/2 értékhez tartozó abszcissza-koordinátaként nyerhetjük, azaz ezek a félmaximumhoz tartozó szubsztrátkoncentrációkat jelentik.



A görbe egy valódi hiperbola, amit a 2.19. ábra igazol, amelyen látható a teljes kétszárú hiperbola és a hiperbolaegyenlet transzformációi is, amelyek a számunkra értelmes tartományba „tolták el” a hiperbolát.

[image: 2-19-ábra- Valódi hiperbola]
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A (2.11) kinetikai egyenletet differenciálegyenlet alakjában is felírhatjuk, és ekkor a





alakú elsőrendű, a változók szétválasztásával igen egyszerűen megoldható egyenletet nyerjük, amelynek S(o)=So kezdeti feltétellel történt megoldása t-re a következő:



	.	(2.12)

[image: 2-20-ábra-Kiintegrált forma]
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Laboratóriumi méréseink ilyen S-t adatsorokat adhatnak (pl. ha az enzimes reakciót a szubsztrátkoncentráció csökkenésének mérésével követjük), ez az alak azonban a paraméterek meghatározására ebben a formájában nem alkalmas, csak némi átalakítás után. Ehhez osszuk végig (2.12)-t  -sel, rendezzük át, és ekkor egy ábrázolható egyenes egyenletet kapunk. Ugyancsak az állandók meghatározására alkalmas a Foster–Niemann-módszer, amely az integrált formának egy másik, linearizált alakját használja. A 2.20. ábra e két ábrázolásmódot mutatja be. Ezt a módszert tehát akkor lehet a kinetikai paraméterek meghatározására javasolni, ha az egész enzimes reakció időbeli lefutását követjük.



A Vmax és a KS (illetve Km) paramétereket különböző más grafikus módszerekkel is meghatározhatjuk, ha csak a kezdeti reakciósebességeket mérjük, de azt különböző bemért S koncentrációk esetén. Ezek a Michaelis–Menten-egyenlet lineáris formában való kifejezései, emiatt lineáris regressziószámítással lehetővé teszik a paraméterek meghatározását. A legismertebb és legelterjedtebben használt, ugyanakkor a legkevésbé jó módszer a Lineweaver–Burk-féle ábrázolás. Azok a módszerek, gy a Hanes–Langmuir- és az Eadie–Hofstee-féle módszerek is, amelyek esetében valamelyik változó mindkét tengelyen szerepel, jobb eredményeket adnak. A három linearizációs módszert összefoglalóan mutatja a 2.21. ábra.

[image: 2-21-ábra-LB-H-L]
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Mind az integrált formához, mind az utóbbi linearizációkhoz megjegyezzük, hogy ezeket a módszereket akkor fejlesztették ki, amikor az adatkezelések a számítástechnika hiányában rendkívül fáradságos munkát jelentettek (a 20. század 70-es éveiig bezárólag). Ma ezek a módszerek látszólag feleslegesek, hiszen a személyi számítógépeken is elérhető nemlineáris regressziós algoritmusok segítségével a nyers mérési eredményekhez is illeszthetők az egyenletek, azaz a kinetikai állandók könnyen meghatározhatóak. Mégis érdemes ez utóbbi három módszert megismerni, mert az inhibíciók és aktiválások esetén, azaz az eddig megismertnél komplexebb kinetikai sémák esetén ezek az ábrázolások igen informatívak, jellemző görbéket szolgáltatnak, amelyek alapján az egyes esetek felismerhetőek és egymástól megkülönböztethetőek.



A M–M- és B–H-egyenlet függvényalakjának változásait a paraméterek függvényében a 2.2. szimuláció és a linearizációs módszerek görbéinek változásait (és egyéb aspektusait) a 2.1. szimulációkban ismerhetjük meg részletesebben. Amennyiben saját mérési eredményeinket kívánjuk kiértékelni a linearizációs módszerekkel, használjuk a 2.3. szimuláció munkalapjait.

[image: Névtelen.jpg]
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A Vmax meghatározásának célja kézenfekvő: arányos lévén a bemért enzim mennyiségével, lényegében az enzimaktivitás mérőszáma, az enzim mennyiségére ad felvilágosítást. Ezt szemlélteti a 2.22. ábra is, amely a derékszögű hiperbolák eltolódását mutatja az enzim mennyiségének függvényében, valamint a k2 sebességi állandó meghatározásának lehetőségét mutatja be.



Fontos, hogy Vmax nem az enzim tulajdonsága, hiszen az annak mennyiségétől is függ! Az elsőrendű sebességi állandó k2 azonban enzimtulajdonság, s turnover number-ként is szokták illetni. Magyar elnevezése: váltásszám. Ennek szemléletes értelme a következő. Megadja az 1 perc alatt (vagy egy s alatt) egy enzimmolekula által átalakított szubsztrátummolekulák számát. Ez tehát a frekvenciája az enzim működésének: hányszor „fogad” és alakít át szubsztrátmolekulát egy perc (vagy egy s ) alatt.

Pontosabban és általánosságban minden enzimre definiálható egy Vmax=kcatE0 mennyiség, amelyben kcat az úgynevezett katalitikus állandó vagy turnover number.

A Michaelis–Menten-kinetika esetében természetesen kcat egyenlő k2-vel, de komplexebb esetekben ez nem mindíg van így. Ez a turnover number enzimtulajdonság! 



A metabolikus enzimek (pl. a glikolízis enzimei) kcat értékei 1-től 107 s-1 tartományban mozognak, míg a lassabb működésű restrikciós enzimek értékei az 1–10-3 tartományba esnek, és leglassabbak az ún. molekuláris kapcsolók (pl. a cirkadián rendszer enzimei), a maguk 10-5–10-2 s-1 tartományával.

[image: 2-22-ábra-k2meghat]
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A Km, illetve KS értelmezése komplexebb és többsíkú. A következő szövegrészben Km és KS felcserélhetők, azaz megállapításaink mindkettőre vonatkoznak!

– Km közelítőleg megadja a S koncentrációját a sejtekben. (lásd a 2.23. ábrát). Valószínűtlen ugyanis, hogy az intracelluláris szubsztrát koncentrációja akár sokkal kisebb, akár sokkal nagyobb lenne Km-nél. Előző esetben a reakciósebesség igen érzékenyen reagálna az S kicsiny változásaira is, és ugyanakkor a sejt potenciális maximális átalakító kapacitásától (Vmax-tól) is igen távol esnék.

(V Vmax). Ugyanígy értelmetlen fiziológiai értelemben a második eset is, azaz ha S sokkal nagyobb, mint Km, mivel elvileg V valamennyivel mindig kisebb, mint Vmax, és az S=Km-nél, valamint pl. az S=1000Km-nél mérhető sebességek között csupán kétszeres a különbség (bizonyítsa be, hogy ez igaz!), ami egyenértelmű avval a megfogalmazással, hogy ilyen körülmények között V igen érzéketlen lenne az S változásaira. Valószínű tehát, hogy az intracelluláris szubsztrát koncentrációja valahol a Vmax/2 körüli tartományra vonatkozik, ahol az S változásra adott V változás elegendően, de nem túlzottan nagy és egyenletes.

[image: 2-23-ábra-Kmértelmezése]
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– 	Jegyezzük meg, hogy Km tulajdonképpen az enzim affinitását mutatja a szubsztráthoz, minél kisebb az értéke, annál nagyobb az adott szubsztrátra vonatkozó affinitás. A „legjobb” szubsztrátnak legkisebb a Km-je.

– 	Km állandó egy adott enzimre, azaz jó összehasonlító adat a különböző sejtekből, szervekből, szervezetekből izolált, vagy különböző korú sejtekből származó, de hasonló funkciójú enzimek esetében. Így alkalmas annak eldöntésére, hogy A enzim azonos-e B-vel, illetve, hogy ezek különböző fehérjék-e azonos vagy hasonló katalitikus hatással.

– 	Km módosítása valamely aktivátor vagy inhibitor által alapja lehet bizonyos mértékű enzimszintű szabályozásnak. Ha például az in vitro meghatározott Km túl nagy a „fiziológiásan valószínű” szinthez képest, jó esélyünk van arra, hogy in vivo létezik valamilyen aktivátor, ami csökkenti Km értékét. Hasonlóan a különböző vegyületeknek Km-re gyakorolt hatását vizsgálva, találhatunk olyanokat, amelyek növelik azt, és így esetleg fontos fizilógiai inhibitorok lehetnek (gyógyszerhatás).

– 	Ha ismerjük Km értékét, beállíthatjuk az enzim analitikai meghatározásához fontos kísérleti SKm körülményeket, és így helyesen mérhetünk Vmax-ot, azaz enzimaktivitást.

– 	KS, illetve Km értékei igen változatosak, a szokásos tartományuk: 10-6–10-2 mol/dm3.



A Michaelis–Menten- és a Briggs–Haldane-egyenlet egyedi reakciósebességi állandóinak tipikus tartományai a következők:

A k1 másodrendű sebességi állandó szokásos tartománya:

k1 = 107–1010 dm3 mol-1 min-1 

A maximális érték biztosan kisebb, mint 1011, ami a kis molekulák vizes oldatokban mérhető diffúzió-sebességének a nagyságrendje, hiszen az enzimmel történő szubsztrátérintkezés a diffúziónál gyorsabban nem történhet. 

A k-1 a 102–106 min-1 tartományba esik (ez is egy elsőrendű állandó, akárcsak k2).

[bookmark: _Toc334778114]2.3. táblázat: Néhány enzim kinetikai állandói

		ENZIM

		SZUBSZTRÁT

		Km  (mol/dm3)

		kcat  (s-1)

		kcat /Km

(dm3/mol.s)



		kataláz

		hidrogénperoxid

		2,5·10-2

		1,0·107

		4·108



		ureáz

		karbamid

		2,5·10-2

		1,0·104

		4·105



		fumaráz

		fumársav

		5,0·10-6

		8,0·102

		1,6·108



		

		almasav

		2,5·10-5

		9,0·102

		3,6·107



		acetilkolinészteráz

		acetilkolin

		9,5·10-5

		1,4·104

		1,5·108







A katalitikus effektivitás, vagy specifitási állandó értéke ugyanakkora lehet egészen eltérő tulajdonságok esetén is, például 107 kétféleképpen is lehet az alábbi példa értelmében:



.

Az egyik enzim itt nagyon kis affinitással, ugyanakkor nagyon nagy kcat-tal rendelkezik, a másik pedig fordítva. Az enzimes átalakulás sebességét ez a két paraméter együttesen, a k’ értelmében (2.18. ábra) határozza meg. Ez a kombinált kinetikai állandó arra is alkalmas, hogy egy enzimnek több különböző szubsztrát esetében az átalakítási sebességét megadja (=átalakítási hajlandóság, azaz specifitás), például a táblázat szerint a fumaráz enzim a fumársavat „szívesebben” alakítja át, mint az almasavat.

A kcat értékek rendkívül széles skálán mozognak. A 2.24. ábra tanusága szerint leglassabbak az úgynevezett molekuláris kapcsolók, míg a metabolikus reakciókat katalizálók sokkal gyorsabbak lehetnek, akár 8-10 nagyságrenddel is.

[image: 2-24- ábra-kcat tartományai.jpg]
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Az alapvető kinetikai tulajdonságok megismerése után ellenőrizzük megszerzett tudásunkat az 2.2. és 2.3. animációkban található feladatokkal.
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2.3.4. 	Reverzibilis reakciók – az enzimreakció egyensúlyi állandója

Sok enzim katalizálta reakció – mint például a biopolimer hidrolízisek – nagymértékben a jobb oldali irányba eltolt egyensúllyal rendelkeznek, olyannyira, hogy gyakorlatilag k-2 valóban elhanyagolható, mint azt eddigiekben tettük is. Más esetekben, mint például a glükózfruktóz átalakulásnál (glükóz izomeráz) a gyakorlatban is egyensúlyi reakcióként viselkedik a rendszer. Tekintsük az enzimes reakciót valóban reverzibilisnek az alábbiak szerint:

E  +  S           ES [image: ]   E  + P  

k1

k2

k-1

k-2





Elvileg a reakció mindkét irányban követhető. Jelöljük az előremenő reakciónak a Km értékét KmS-sel, a visszafelé menő reakióét pedig KmP-vel, és hasonlóan VmaxS és VmaxP jelölésekkel illessük a két irányba futó reakciók maximális sebességeit. 

Ekkor a Michaelis-állandók és a maximális reakciósebességek az alábbiak lesznek:





                                           	                                 	(2.13)

A teljes reverzibilis reakcióra számítható egyensúlyi állandó az egyes lépések egyensúlyi állandóinak szorzata:

		ez maga a KP 

	ez a KS reciproka





		(2.14)

Ha elvégezzük a következő osztásokat:



,

majd e két kifejezést is elosztjuk egymással, akkor éppen az egyensúlyi állandót nyerjük:



		(2.15)

A (2.15) egyenlet az úgynevezett Haldane-féle összefüggés. Ez kapcsolatot teremt az enzimkinetikai, az egyedi reakciósebességi állandók, illetve az egyensúlyi állandó között.



Tételezzük fel, hogy egy reaktorban S és P keveréke van jelen. Adjunk e keverékhez E0 mennyiségű enzimet egy adott időpillanatban. Felmerülhet a kérdés, hogy mi fog történni, vajon S alakul át P-vé, vagy P alakul át S-sé? A valóban reverzibilis S  P reakció tényleges irányát és az eredő reakció sebességét a P és S kezdeti koncentrációja és a Keq egyensúlyi állandó fogja meghatározni.

Abból kiindulva, hogy az eredő reakciósebesség

	Vnetto = Velőre  - Vvissza  =  k2 (ES)  - k-2(EP),	(2.16)

levezethető, hogy az eredő sebesség



		(2.17)

A (2.17) egyenlet hasonlósága a Michaelis–Menten-egyenlethez kézenfekvő, csak itt a számlálóban S helyett S-Sekvilibrium (vagyis az egyensúlytól való távolság) szerepel, illetve a nevezőben Km úgy módosul, mintha a P egy kompetitív inhibitor lenne. Az egyenlet működését szemlélteti a 2.4. szimuláció munkalap, amely a fumaráz enzim viselkedését modellezi: adott reakció esetében a bemért szubsztrát, illetve termék koncentrációja határozza meg, hogy melyik irányban és milyen sebességgel indul el a reakció.
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Vannak olyan kémiai anyagok, amelyek az enzimhez kötődve megváltoztatják annak katalitikus aktivitását. Ezeket enzimmodulátoroknak vagy enzimeffektoroknak nevezzük, a jelenséget magát pedig enzimmodulációnak. Aktivátoroknak nevezzük azokat a modulátorokat, amelyek növelik, míg inhibitoroknak azokat, amelyek csökkentik az enzim aktivitását. E fejezetben az inhibícióról értekezünk, az aktiválás hasonló kinetikai apparátussal írható le, arról más enzimkinetikai kurzusban olvashatnak.

Az aktiválás, illetve inhibeálás fokát a változásnak az eredeti állapot sebességére vonatkoztatásával fejezhetjük ki:



inhibíció foka	aktiválás foka





Az enzimnek egy effektorral megvalósuló kapcsolódása, az EI komplex létrejötte, teljes mértékben vagy részlegesen reverzibilis, avagy irreverzibilis lehet.



Az irreverzibilis enziminhibíció ismert példái az enzimmérgek, mint például a nehézfémek (Hg) és a cianid ionok (amelyek például irreverzibilisen dezaktiválják a xantin-oxidáz enzimet), vagy a jól ismert idegmérgek (mint például a sarin, azaz a di-izopropil-fluoro-foszfát, lásd a 2.25. ábrát), amelyek a neuro-transzmisszióban létfontosságú szerepet játszó acetilkolin-észteráz enzimet inaktiválják. 

Az irreverzibilis inhibíció ténylegesen csökkenti az aktív enzim mennyiségét, és gyakran az időben is növekvő hatást gyakorol. Enzimtisztítási szempontból jelentős a nehézfémek szerepe, ugyanis amíg egy fehérjekeveréket vizsgálunk (nem tisztított enzim), sokszor a jelen lévő nehézfémek hatását eliminálják a szennyező (komplexképző) fehérjék, míg a tisztább enzimfrakciók esetén a hatás már szembeszökő. A higanyII-vegyületeket az enzimvizsgálatokban gyakran az SH-csoportok jelenlétének bizonyítására is felhasználják.

[image: 2-25-ábrairrevinh.JPG]
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Az irreverzibilis inhibitorok kinetikai hatása némileg hasonló a nemkompetitív inhibitorokéra (Vmax csökken, de Km változatlan marad, lásd később részletesen) az alábbi séma szerint:

[image: ]

A Vmax = k2.E0 összefüggés alapján bizonyítható egy irreverzibilis inhibitor jelenléte, illetve hatása megkülönböztethető a reverzibilis nemkompetitív inhibitorétól a 2.26. ábra szerint. Ha ugyanis a bemért enzim mennyiségét növeljük, az összefüggés értelmében az Eo tengelyen lévő pozitív tengelymetszet éppen azt az enzimmennyiséget jelenti, amelyet a jelen lévő inhibitor irreverzibilis módon lekötött.

[image: 2-26-ábra-irrevinhfelismerése]
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A reverzibilis inhibitorok dinamikus komplexeket képeznek az enzimmel, és e komplex katalitikus hatása eltér a nem komplexálódott enzimétől. Az inhibíció fajtáit megkülönböztethetjük aszerint, hogy milyen látszólagos hatást fejtenek ki a Vmax és a Km (illetve KS) kinetikai paraméterekre. Ha az inhibitor növeli a (látszólagos) Km értéket, de nem befolyásolja a Vmax–ot, akkor kompetitív inhibícióról beszélhetünk, ha csökkenti Vmax-ot, de nem befolyásolja Km értékét, akkor tiszta nemkompetitív inhibícióval állunk szemben. Ha Vmax  és Km egy állandó arányban csökken, akkor esetünk az úgynevezett unkompetitív inhibíció, míg ha ezen hatások bizonyos kombinációja jelentkezik, akkor kevert típusú inhibícióról beszélünk. Utóbbi történés sémájából valamennyi inhibíciótípus kinetikai viselkedése levezethető annak speciális eseteiként. Jegyzetünkben nem ezt az utat választottuk: minden inhibíciótípust egyenként értelmezünk.



Az inhibíciókat abból a szempontból is megkülönböztethetjük, hogy az inhibitor kapcsolódásakor az enzim teljesen elveszíti-e aktivitását vagy részlegesen aktív marad. Előbbi eset a komplett inhibíció vagy lineáris inhibíció (ui. Km/Vmax, illetve l/Vmax ábrázolása az I inhibitorkoncentráció függvényében ilyenkor lineáris [Ez az ún. Dixon-ábrázolás, később ezt részleteiben látjuk majd]), az utóbbi eset pedig a parciális inhibíció vagy hiperbolikus inhibíció esete (a jelzett grafikon alakja alapján). Elméletileg mind a lineáris, mind a hiperbolikus inhibíció lehet kompetitív, nemkompetitív vagy vegyes típusú.

A továbbiakban a lineáris inhibíció eseteivel fogunk foglalkozni.

2.4.1. 	Kompetitív inhibíció

Kompetitív inhibitoroknak nevezzük azokat az anyagokat, amelyek az enzimhez kötődve megakadályozzák a szubsztrátnak az enzimhez kötődését, mégpedig kölcsönösen, azaz ha a szubsztrát már kötődött az enzimhez, akkor az inhibitormolekula erre már nem képes, kizáródik az enzimről, ha pedig az inhibitor kötődött, akkor a szubsztrát kötődése válik lehetetlenné. Ez a valódi versengés a szubsztrát és az inhibitor között magyarázza a kompetitív inhibíció elnevezést.



A kompetitív inhibitorok a valódi szubsztráthoz kémiai felépítésükben hasonló, de az enzim által nem átalakítható (nem metabolizálható) szubsztrátanalógok, szubsztrátszármazékok, illetve az enzim alternatív szubsztrátjai, illetve termékei lehetnek (ezek a klasszikus kompetitív inhibíció esetei), de olyan kompetitív inhibíció is létezik, ahol az inhibitor egyáltalán nem hasonlít szerkezetileg a szubsztrátra. A kompetitív inhibíció lehetséges mechanizmusait szemléltetik  sematikusan a 2.27. és a 2.28. ábrán látható modellek (valamint az ezeket bemutató animációk: 2.4. animáció, 2.5. animáció). Vegyük észre, hogy csak az 1. modell esetében van szó szigorúan szerkezeti hasonlóságról.

[image: 2-27-ábra-komp14]

[bookmark: _Toc334777756]2.27. ábra: A kompetitív inhibíció modelljei 1

A 2.27. ábra a) esete felel meg a klasszikus kompetitív inhibíciónak, ekkor szerkezeti hasonlóság van a szubsztrát és az inhibitor között, és mindketten a szubsztrátkötőhelyhez kapcsolódhatnak. A b) eset a sztérikus gátlás, amikor az inhibitor mintegy lefedi a szubsztrátkötőhelyet és így akadályozza meg az S kötődését (és fordítva); a c.) modell lényegében az a)-val azonos, de itt mind az S, mind az I két kötőhellyel rendelkezik, és csak az egyikért versengenek. A negyedik modell átlapoló kötőhelyeket jelez, így ez is a sztérikus gátlás egy esetének tekinthető. A 2.28 ábra vázolta eset a biokémiai szempontból legfontosabb, ugyanis az ún. végtermékgátlást (kompetítív feedback inhibíció) jelenti. Ez az egyik enzim szintű szabályozási lehetőség, amellyel egy sejt meg tudja akadályozni, hogy egy reakciósor végterméke túltermelődjék. Ekkor ez a termék kapcsolódik a reakciósor első lépésének enziméhez, és megváltoztatva annak konformációját, gátolja működését. Itt tehát az inhibitor az enzimen akár az aktív helytől igen távoli helyen is támadhat, csak a konformációváltozás a lényeges. Jegyezzük meg, hogy ez is kölcsönös, a szubsztát is megakadályozza az inhibitor kapcsolódását.

[image: 2-28-ábra-komp5]
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A kompetitív inhibíció kinetikai leírásához tekintsük meg az alábbi sematikus történésvázlatot:

[image: ]

Ha kap > 0, akkor az I valójában az E alternatív szubsztrátja, P' pedig egy alternatív termék. Ilyen például a hexokináz enzim esetében a glükóz és a fruktóz: mindkettőt képes a hexokináz hexóz-6-foszfáttá alakítani, tehát alternatív szubsztrátok, ugyanakkor egymás kompetitív inhibitorai is.

Ha kap = 0, ez a klasszikus ún. dead-end kompetitív inhibíció, azaz az EI komplex nem képez semmilyen terméket.

Hasonlóan eljárva, mint az egyszerű enzimes reakció rapid ekvilibrium kinetikája tárgyalásakor tettük, vagy felhasználva a 2.3-ban megismert memotechnikai eljárást, felírhatjuk a kinetikai összefüggést mindkét komplexre a rapid ekvilibrium feltételezésével:



		(2.18)

A nem inhibeált esethez képest itt a nevezőben van egy plusz tag, I/Ki, amely az EI komplexet reprezentálja, míg a számláló változatlan, hiszen csak egy termékképező komplex létezik.

Ismertebb összefüggést kapunk, ha (2.18)-at kicsit átalakítjuk Ks-sel történő bővítéssel:



		(2.19)

(Ha a steady state gondolatmenetet követnénk, ugyanezt az összefüggést nyernénk, természetesen Ks helyett Km-mel.Az alábbi ábrákon mindenütt Km-et használunk.)

[image: 2-29-ábra-kompMM]
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A nevező Km(1+I/Ki) tagját Kmi látszólagos Michaelis-állandónak nevezzük. Megállapíthatjuk, hogy kompetitív inhibíciónál Vmax változatlan, az I csupán a látszólagos Kmi (vagy KSi) értékeket növeli, azaz úgy hat, mintha csökkentené az enzim affinitását a szubsztráthoz. A Km(1+I/Ki) tényezőt érdemes jól megjegyezni, mert ez minden inhibíciótípus kinetikai egyenletében szerepel!

A 2.29.–2.30. ábrákon a kompetitív inhibíciót jellemző ábrázolásokat, illetve a paraméterek meghatározásához felhasználható grafikus reprezentációkat mutatjuk be.

A Lineweaver–Burk-ábrázolásból látszik, hogy a görbék iránytangense az inhibitor koncentrációjának a függvénye:



		(2.20)
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Az (2.20) összefüggés egyenes egyenlet, így egy újraábrázolásra ad lehetőséget: tg-I ábrázolásban. Ez lehetővé teszi a Ki paraméter meghatározását.

Vizsgáljuk meg, hogy mekkora az az inhibitorkoncentráció, amely éppen megduplázza a L-B egyenes meredekségét:



		(2.21)

A kompetitív inhibíció esetén tehát Ki éppen azt az inhibitorkoncentrációt jelenti, amely kétszer olyan meredek L-B egyenest ad, mint amilyent a nem inhibeált esetben kapunk. Ne gondoljuk azonban, hogy ekkor az inhibíció foka 50%-os!, utóbbit ugyanis a Vi/V hányadossal számíthatjuk ki:



		(2.22)

A kompetitív inhibitorok jelentős szerepet játszanak a kemoterápiában, több gyógyszert ismerünk, amelyek létfontosságú enzimek kompetitív inhibitoraiként fejtik ki hatásukat. A mikrobák számára vitaminszerű p-amino-benzoesav például szerkezeti rokonságot mutat a szulfonamid készítményekkel (mikrobás fertőzések elleni gyógyszerek: Ultraseptyl, Superseptyl stb.), az antibiotikum cikloszerin pedig az alanin aminosavval mutat szerkezeti hasonlóságot. Mindkét esetben a gyógyszer hatóanyaga „verseng” egy kulcsenzim szubsztrátjával, azt kiszorítja az aktív helyekről, s így a természetes átalakulás nem tudván végbemenni, a fertőző mikroba elpusztul.

Egy másik klasszikus példája a kompetitív inhibíciónak a szukcinát-dehidrogenáz (EC 1.3.99.1) és szubsztrátja, a borostyánkősav, valamint a kompetitív inhibitor szubsztrátanalógja, a malonsav esete. (2.31. ábra). Érdekes módon a szukcinát-dehidrogenáznak a reakcióterméke, a fumarát is kompetitív inhibitora (Ki = 1,9·10-3 mmol/l inhibíciós állandóval).

[image: 2-31-ábra-PABA]
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A kompetítív inhíbíció (2.19) egyenletét nem nehéz felismerni a következő analógiák esetén sem:


Kompetítív termékinhibíció:





Alternatív vagy versengő szubsztrátok (hexokináz: glükóz, fruktóz):





	

2.4.2. 	Nemkompetitív inhibíció

A nemkompetitív inhibíció esetén az inhibitornak nincs hatása a szubsztrát kötődésére és fordítva: a szubsztrátnak az inhibitor kötődésére. Az S és az I véletlenszerűen, reverzibilisen és egymástól függetlenül az enzim különböző kötőhelyeire kapcsolódnak, azaz I és E létrehozza az EI, S és E pedig az ES komplexeket, ugyanakkor azonban a ternér ESI komplex is létrejöhet az alábbi séma szerint:
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A történéseket a 2.6. animáció megtekintésével is követhetjük.

Hasonló gondolatmenettel, mint amit eddig is követtünk, mivel V = kP(ES)



,

ahonnan némi átalakítás után (valamennyi komplexet E-vel és KS-sel, illetve Ki-vel kifejezve és helyettesítve) kapjuk a nemkompetitív inhibíció sebességi egyenleteit:



		(2.23)

Szokásos a látszólagos Vmaxi bevezetésével (2.23)-t a következőképpen is felírni:





Láthatóan a nemkompetitív inhibíció esetén az inhibitor a látszólagos Vmax értéket változtatja meg csupán, míg KS (illetve Km) értékét nem befolyásolja. Ez azt jelenti, hogy az inhibitor az enzimnek egy másik aktív helyéhez kötődik, mint az S, és ugyanakkor nem befolyásolja a szubsztrát kötődését – nem változtatja meg az enzimnek a szubsztráthoz való affinitását. Fontos megjegyezni, hogy a klasszikus nemkompetitív inhibíció csak a rapid ekvilibrium körülményei között létezik, úgyhogy KS=Km.

A következő 2.33. ábrán a nemkompetitív inhibíció jellemző kinetikai ábrázolásait láthatjuk.ö

[image: 2-33-ábra-nemkomp.jpg]
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A Lineweaver–Burk-görbék meredekségei itt is az inhibitorkoncentrációtól függenek, és ez a függvény és ábrázolása is teljesen azonos a kompetitív inhibícióéval.

A nemkompetitív inhibícióra kevés példát találunk, ilyen lehet például a H+ ionok hatása a kimotripszin esetében. Itt az aktív centrumban egy protonakceptor hely van, amely inhibeálható növekvő H+-ion koncentrációval. A Lineweaver–Burk-ábrázolás tiszta nemkompetitív inhibíciót mutat, azonban ne feledkezzünk meg a pH-nak komplex enzimbefolyásoló hatásáról sem. 

Más példákként megemlíthetők bizonyos nehézfém-molekulák (-SH reagensek) vagy cianidok. Ezeknél azonban – mint láttuk – gyakran a hatás irreverzibilis. 

A kompetitív és nem kompetitív inhibíciónak a Lineweaver–Burk-ábrázolás alapján történő megkülönböztethetőségét szemlélteti a 2.34. ábra. Az almaszeletnek levegőn történő oxidatív barnulásáért a katekin-oxidáz (ez egy o-difenol oxidáz) enzim a felelős, amely a katekint o-kinonná oxidálja. (Hasonló reakciót katalizál a tirozináz is, amely a tirozint melaninná alakítja át.) Ennek az enzimnek kompetitív inhibitora a szubsztrát analóg p-hidroxi-benzoesav, míg nemkompetitív inhibícióját a feniltiokarbamid okozza. A kettő kinetikai viselkedésének különbözőségét jól követhetjük az ábrán.

[image: 2-34-ábra-knkegyütt]
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2.4.3. 	Unkompetitív inhibíció

Az unkompetitív inhibíció esetében az inhibitormolekula nem képes a szabad enzimhez, csupán a már előzetesen létrejött ES komplexhez kötődni, így egy inaktív ESI komplex jön létre, amelyikből nem képződik termék. Az egyszerűsített séma a következő:

[image: ]

A sémából szembetűnik, hogy még végtelen nagyságú S sem szünteti meg I hatását, mindig lesz jelen – I-től és Ki-től függő mértékben – nem produktív ESI komplex. A molekuláris mechanizmust a 2.7. animáción is megszemlélhetjük.

Molekuláris szinten ezt úgy lehet elképzelni, hogy az eredeti enzimen nincsen inhibitorkötésre kész domén (inhibitor kötőhely), az csak a szubsztrát kötődése során (indukált illeszkedés!) megvalósuló konformációváltozással jön létre. Az ekkor kötődő inhibitor viszont az aktív hely konformációját változtatja meg annyira, hogy noha a szubsztrát kötve marad (sőt, az ES komplex stabilabb, mint inhibitor nélkül) de reakció nem játszódik le.
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A két előző esetben bevált levezetést itt is követhetjük, vagy gondoljuk végig, és írjuk fel formálisan az egyenletet a tanultak értelmében: a számláló = a terméket produkáló komplex: (ES); a nevező = az összes enzimfajta összege (1 jelenti a szabad enzimet, S/Ks felel meg az (ES) és SI/KSKI az (ESI) komplexeknek):



		(2.24)

vagy





A Briggs–Haldane-levezetés formailag ugyanezt az egyenletet adja KS-t Km-mel helyettesítve. Ebből az egyenletből még nem látszik, hogy vajon Vmax-ot és/vagy Km-et befolyásolja-e az inhibitor. Ehhez a nevezőben S mellől távolítsuk el a szorzófaktort:



		(2.25)

Vegyük észre, hogy ez az egyenlet nem a „keveréke” a kompetitív és a nemkompetitív inhibíciót leíró egyenleteknek: míg a Vmax-ra gyakorolt hatás ugyanaz, mint a nem kompetitív inhibíciónál, addig a Km-re gyakorolt hatás fordított, a látszólagos Km csökken. Ezt mutatja a 2.35. ábra is, vagyis egy unkompetitív inhibitor mind Km-et, mind pedig Vmax-ot ugyanolyan mértékben csökkenti.

[image: 2-35-ábra-unkomp]
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Az unkompetitív inhibitorok rendkívül nagy hatást fejtenek ki az enzimes reakciókra, ráadásul ez a nagy szubsztrátkoncentrációknál egyre kifejezettebb, ami magyarázza, hogy miért oly ritkák a természetben (szemben pl. a kompetitív inhibitorokkal) és hogy a mesterségesen előállított ilyen inhibitorok miért olyan hatásosak.

Az unkompetitív inhibícióra példa a Glyphosate (Roundup) nevű [N-(foszfonometil)-glicin (2.36. ábra)] ismert herbicid, ami az aromás aminosavak szintézisében kulcsszerepet játszó 5-enol-piruvilsikimát-3-foszfát szintáz [(ESPS)-szintáz] enzimnek unkompetitív inhibitora, és így akadályozza bizonyos évelő gyomnövények aromásaminosav-szintézisét. A gátolt reakció során tehát nem képződik az 5-enolpiruvil-sikimát-3P, ami az esszenciális korizminsav előanyaga, és így nem képes a növény aromás aminosavainak szintézisére.

[image: 2-36-ábra-glfosate]
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2.4.4. 	Kevert típusú inhibíció

A következő séma mutatja be a kevert típusú inhibíciót, amely tulajdonképpen a nemkompetitív inhibíció egy speciális formája:

[image: ]

A séma értelmében az inhibitor jelenléte módosítja a szubsztrát enzimről történő disszociációját, ezért az effektív KS az EI+S lépésre KS. Ugyanezért ESI disszociációs állandója Ki-vé válik. Ez másképpen azt jelenti, hogy az E  [image: ]  ES  [image: ]  ESI és az E  [image: ]  EI  [image: ] ESI eredő folyamat egyensúlyi állandója független az úttól, azaz



.

A szokásos levezetéssel vagy akár a már megismert formális gondolkodással eljuthatunk a kevert inhibíciót leíró kinetikai egyenletekhez.

A (2.26) egyenletből látható, hogy ebben az esetben mind a látszólagos KS, mind a Vmax módosul az inhibitorkoncentráció függvényében. A jellemző kinetikai ábrázolásokat a 2.37. ábra szemlélteti.

[image: 2-37-ábra-kevert]
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Ha alaposabban szemügyre vesszük a kiindulási sémát, láthatjuk, hogy akár valamennyi eddig tárgyalt inhibíciótípust levezethetnénk a kevert típusú inhibíció sémájából. Egyes szakkönyvek követik is ezt a módszert.



		(2.26)

2.4.5. 	A lineáris reverzibilis inhibíciótípusok összefoglalása

Ha egy egyszubsztrátos reakcióban a jelenlévő inhibitor az enzimhez kapcsolódva inaktív, azaz terméket nem eredményező enzim-inhibitor komplexet hoz létre, akkor:



– 	ha az S és az I kölcsönösen kizárják egymást a kapcsolódásból, akkor I kompetitív inhibitor

– 	ha nem kölcsönösen kizáró a kapcsolódásuk, hanem egymástól függetlenül tudnak az E-hez kötődni, akkor I nemkompetitív inhibitor 

– 	ha I ugyanúgy kötődik, mint előbb, de megváltoztatja az enzim affinitását a szubsztráthoz, akkor az I kevert típusú inhibitor  

– 	ha I csak az S kötődése után tud az enzimhez kapcsolódni, akkor I egy unkompetitív inhibitor

A jellemző kinetikai ábrázolásokat az összefoglaló 2.38.–2.42. ábrákon mutatjuk be.
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A lineáris reverzibilis inhibícókról tanultak elsajátítását ellenőrizheti a következő interaktív 2.8. animációval. Valamint érdemes az inhibitoroknak a kinetikára gyakorolt hatását, a jellemző linearizációk változásait tanulmányozni a 2.5. szimuláció segítségével.
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[image: Névtelen.jpg]

[bookmark: _Toc334778093]2.5. szimuláció: Inhibíciók

2.4.6. 	Szubsztrátfelesleg-gátlás

Számos enzim esetében a reakciósebesség-szubsztrátkoncentráció görbének maximuma van, a maximum előtt a kis szubsztrátkoncentrációk tartományában követi a M–M-hiperbolát, de a szubsztrát- koncentráció növekedtével fokozatosan és egyre nagyobb mértékben csökkenőleg eltér attól, és a nagy szubsztrátkoncentrációk tartományában ténylegesen csökken a reakció sebessége. Ezt a jelenséget nevezzük szubsztrátfelesleg-gátlásnak vagy szubsztrátinhibíciónak. A szubsztrátinhibíció mechanizmusa többféle lehet:



– 	A szubsztrátnak ahhoz, hogy termékképző átmeneti komplex jöjjön létre, két (pl a 2.43. ábrán a szukcinát dehidrogenáz esete) vagy több helyen (például a lizozim esetében) kell hogy az enzimhez kötődjék. Ha sok szubsztrátmolekula van jelen, előfordulhat, hogy egy S molekula az egyik, egy másik S molekula pedig egy másik kötőhelyhez kapcsolódik, s így inaktív komplexek jönnek létre (lássuk be, hogy ez is reverzibilis inhibíció).

[image: 2-43-ábra-sinhibíció]
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– 	Nagy S koncentrációnál egy S molekula olyan kötőhelyhez is kapcsolódhat az enzimen, amely nem az aktív centrum része, az ilyen kötődés mintegy nemkompetitív módon megakadályozza a normális S kötődést.

– 	Az enzimműködéshez szükség lehet egy aktivátormolekulára. Ha ez kapcsolódni képes a szubsztráttal, sok S molekula „elvonja” az enzimtől az aktivátort, így csökkentve annak tényleges aktivitását.

– 	Két (vagy több) szubsztrátos rekciók esetén az egyik szubsztrát feleslege lekötheti a másik szubsztrát kötőhelyeit, megakadályozva a szükséges második szubsztrát kapcsolódását, így megint csak inaktív komplexek jönnek létre.

– 	Végül a nagy S koncentráció aspecifikus módon is gátolhatja a reakciót, például az ionerősség megnövekedése miatt.

Az első és itt kinetikáját tekintve egyedül tárgyalandó esetben az egyszerűsített rekcióséma a 2.44. ábrán látható.

[image: 2-44-ábra-sinhséma]

[bookmark: _Toc334777773]2.44. ábra: A szubsztrátinhibíció sémája

Az ábrán a  b és c a disszociációs állandó megváltozását jelző faktorok egyszeres S kötés esetén, míg  a az ún. kölcsönhatási együttható, amely az egyik S-nek a másik S kötődésére gyakorolt hatását méri.

 A b és c állandók általában nagyobbak, mint egy, azaz a szubsztrátmolekula egyszeres kötődése gyengébb, mint a kétszeres (kissebb az affinitás). Egyszersmind a is nagyobb általában mint 1, mivel a két szubsztrát kötése gyengébb, mint egy S kétszeres kötése (túl közel vannak térbelileg). E séma alapján levezethető a szubsztrátinhibíciót leíró sebességi egyenlet, amelynek már egyszerűsített formája az alábbi (amelyben a egy összevont állandó)



		(2.27)

Megjegyezzük, hogy ezt az összefüggést az unkompetitív inhibíció sémájából is megkaphatjuk.

A kinetikai képet a 2.45. ábrán mutatjuk be. A Lineweaver–Burk-ábrázolás görbéje egy egyenes (nem inhibeált reakció) és egy hiperbola (inhibeált reakció) szuperpozíciója, amely kis szubsztrát-koncentrációknál átmegy a normális egyenesbe, tehát meghosszabbítása a neminhibeált esetnek megfelelő 1/Vmax értéket adja.

[image: 2-45-ábra-sinhképe]
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Többszubsztrátos enzimreakciókról beszélve két teljesen különböző reakciótípust kell megismernünk.



A.) Egy enzim ahhoz, hogy terméket képezzen, egyszerre több különböző szubsztrátot kell hogy megkössön. Példa erre az egyik legismertebb kétszubsztrátos reakció, a



glükóz + (Mg)ATP		glükóz-6-foszfát + (Mg)ADP



foszforilezéses átalakulás, amelyet a hexokináz enzim katalizál.

Itt a rekció végbemeneteléhez az enzimnek mind a glükózt, mind pedig az ATP-t meg kell kötnie ahhoz, hogy termék (a legtöbb ilyen esetben két termék) képződjék.



B.) A másik esetben a reakciókeverékben egy enzim és több különböző, lényegében alternatív szubsztrát van jelen. Erre példát szolgáltat a legtöbb biopolimer hidrolizáló enzim, mint például az -amiláz és az amilo-glikozidázok, cellulázok és a proteinázok. Függetlenül attól, hogy ezekben az esetekben exo- vagy endoenzimekről van-e szó, a reakciókeverékben egyidejűleg több, különböző polimerizációs fokú szubsztrát van jelen.



Az A.) esetben a kétszubsztrátos reakciók tipikus esetét vizsgáljuk meg részletesebben.

Két szubsztrát és egy enzim reakciójakor a közöttük létrejövő kapcsolódás történéseit tekintve többféle mechanizmus képzelhető el:



1. Random bi-bi reakciók, azaz véletlenszerű, mind a szubsztrát, mind a termék oldaláról nézve bimolekulás reakciók:  a két szubsztrát, A és B véletlenszerű sorrendben kapcsolódnak az enzimhez, hasonlóan a nemkompetitív inhibíció S és I molekuláinak kapcsolódásához, és a két termék is véletlenszerűen válik le az enzimről az alábbi séma szerint. A sémából következik, hogy e mechanizmus és a nemkompetitív vagy a lineáris kevert típusú inhibíció között csupán az a különbség, hogy itt a ternér EAB komplex katalitikusan aktív, azaz belőle termékek képződnek, míg az ESI komplex – mint láttuk – inaktív.

[image: ]

A sebességmeghatározó lépés a lassú EABEPQ átalakulás, és ekkor a P+Q irányában levezethető egy sebességi egyenlet (vegyük észre, hogy ez is felírható mechanikusan levezetés nélkül, ha feltételezzük a rapid ekvilibrium kinetikát):



		(2.28)

2. Határozott sorrendű bi-bi reakciók 

Lehetséges, hogy B csak akkor tud az enzimhez kapcsolódni, ha az A már kapcsolódott, és e komplex képződés következtében az enzim olyan konformációváltozáson ment keresztül, amely lehetővé teszi a B kapcsolását is. Nem nehéz észrevenni ennek hasonlóságát az unkompetitív inhibícióhoz. Az egyszerűsített séma ekkor a következő: 
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Ha a kP a legkisebb, azaz az EABEPQ átalakulás a sebességmeghatározó (vagyis E, A, EA és EAB egyensúlyi koncentrációk, tehát a rapid ekvilibrium feltételezés itt is igaz), akkor a sebességi egyenlet a következő lesz:



		( 2.29)

3. Pingpongmechanizmus (2.46. ábra)

A harmadik lehetséges mechanizmus szerint (a hexokináz-reakció példájánál maradva) először az enzim foszforileződik, azaz reagál az A=MgATP-vel, majd a P=MgADP leválásával létrejön a foszforilált enzim (F). Ezután történik meg a B szubsztráttal (itt a glükóz) való komplex képzése (FB, FQ), végül a foszforilált szubsztrát ( itt: glükóz-6-foszfát) és az eredeti enzim molekula szétválnak. A mechanizmus neve onnan ered, hogy az enzim itt két stabil módosulat között oszcillál, pattog ide-oda, mint a pingponglabda.

[image: 2-46-ábra-pingpong]
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A steady state feltételezésen alapuló kinetikai egyenlet ebben az esetben:



		(2.30)

Némi átalakítással a következő egyenlethez jutunk, ami azt mutatja, hogy rögzített B koncentráció mellett hogyan változik a reakciósebesség az A  koncentrációjának változásával:



		(2.31)

A pingpongmechanizmusnak megfelelő dupla reciprok Lineweaver–Burk-ábrázolás a 2.47. ábrán látható.Vegyük észre, hogy az egyenlet szimmetrikus, azaz A és B felcserélhetők.

[image: 2-47-ábra-pingpong]
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A valóságban a hexokináz esetében nem kapunk az ábrán látható párhuzamos reciprok görbéket, tehát biztosan nem a pingpongmechanizmust követik e foszforiláció történései. A valódi görbesereg a 2.48. ábrán láthatóhoz hasonlít. Ennek alapján azonban még nem tudhatjuk, hogy vajon a két lehetséges másik mechanizmus közül melyik írja le a valóságot, mivel mind az 1., mind a 2. modell ugyanolyan Lineweaver–Burk-görbesereget produkál. A hexokináz-reakció valódi mechanizmusának kiderítéséhez egy sor egyéb kinetikai vizsgálatot is el kell végezni.

[image: 2-48-ábra-rbibihbibi]
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A többszubsztrátos reakciók B.) esetét vizsgálva meg kell állapítanunk, hogy sok enzim képes egynél többféle szubsztrátnak az átalakítására is. Ilyen esetekben a különféle alternatív szubsztrátok versengenek egymással az enzim aktív helyéért, helyeiért.



A legkézenfekvőbb példát erre a hidrolitikus depolimeráz enzimek szolgáltatják, amelyek sok azonos kötésre hatnak, sokszor attól függetlenül, hogy milyen hosszú a polimerszegmens, sokszor pedig a kinetikai paraméterek dimer, trimer, oligomerek esetén mások, mint nagy polimerfokszám esetében. Az ilyen polimerek esetében valamennyi, a monomereket összekapcsoló kondenzációs kötés úgy viselkedik, mint egy-egy különálló szubsztrát. Az ilyen polimerek abban az értelemben sem tekinthetőek közönséges egyszerű szubsztrátoknak, hogy általában már eleve különböző lánchosszúságú polimerek keverékei.



A hidrolitikus enzimek némelyike szelektivitást mutat aszerint, hogy a polimer mely részét bontja:

	exo-hidrolázok – láncvégi vagy közel láncvégi kötéseket bontanak,

	endo-hidrolázok – láncon belüli kötéseket statisztikusan bontanak.

Komplex kinetikai tárgyalást igényel a fehérjéknek, keményítőnek a bontása, illetve a celluláz komplex kinetikai viselkedése cellulózbontáskor. E kérdéseket csak részletes enzimkinetikai stúdiumok tárgyalják, vagy technológia tárgyak kereteiben kaphatunk kérdéseinkre választ.



E helyütt csak egy igen egyszerű kétszubsztrátos rendszer kinetikai leírását adjuk meg, amely a következő sémán alapszik:

[image: ]

Mindkét szubsztrát a jelenlévő enzimnek csak egy adott hányadával tud reagálni, mint a kompetitív inhibíció esetén, a különbség abban áll, hogy itt mindkét enzim-szubsztrát komplexből termék jön létre. A kinetikai egyenletek az egyes részreakciók sebességeit külön-külön leírva a következők:



		(2.32)

Az egyenletekből láthatóan mindkét reakció sebessége kisebb, mintha csak az egyik vagy csak a másik szubsztrát lenne jelen egyedül. Ezt a tényt ki lehet használni arra, hogy eldöntsük, hogy vajon egy ismeretlen mintában egy adott enzim két szubsztrátra hat-e, vagy mindkét szubsztrátra más-más enzim hat.

Ilyen típusú reakciók esetében gondot okozhat, ha mindkét szubsztrátból ugyanaz a termék képződik (például β-amilázos keményítő bontásnál: maltóz), ekkor csak az eredő reakciósebességet tudjuk megmérni a két előző egyenlet összegeként:



		(2.33)

S1-nek és S2-nek a relatív mennyiségét változtatva az eredő reakciósebesség is megváltozik. Világos, hogy így az eredő reakcióra a kísérletileg meghatározott Vmax és Km nemcsak a teljes szubsztrát- koncentrációtól, hanem az egyes szubsztrátok S1/S2 arányától is függ.

Ha az összes szubsztrát S1, vagyis nincs jelen a másik szubsztrát, vagy ha a fordított esetet tételezzük fel, akkor az egyszubsztrátos kinetikát kapjuk vissza.

[bookmark: _Toc300502203][bookmark: _Toc334705676]2.6. 	Egyéb hatások az enzimek aktivitására

Az eddigiekben megvizsgáltuk a szubsztrát és az inhibitorok hatásait a reakciósebességre. Tudnunk kell, hogy az in vitro reakcióelegy vagy a természetes sejtmilliő egy sor egyéb tulajdonsága is befolyást gyakorol az enzimek katalitikus aktivitására. Ezek elsősorban az enzimek szerkezetének (térszerkezetének, konformációjának), kémiai állapotának befolyásolásán keresztül hatnak. Ilyen hatások a következők:

Ionerősség (lásd a fehérjetisztításban alkalmazott ammóniumszulfát-telítést), pH, hőmérséklet, hidrodinamikai (nyíró-) erők, a hidrosztatikai nyomás, felületi feszültség. Ugyancsak hathatnak kémiai szerek, mint az alkoholok (szintén használt fehérjekicsapási módszer az alkohollal történő kicsapás), karbamid, hidrogén-peroxid (és más oxidálószerek) vagy különféle rezgések, mint a fény, a hang, illetve az ionizáló sugárzások.



Ezeknek a külső hatásoknak az eredménye az enzimaktivitás reverzibilis vagy irreverzibilis megváltozása lehet. A reverzibilitás és irreverzibilitás gyakran az adott hatás időtartamának a függvénye, ami érthető, ha a szerkezet-hatás összefüggésére gondolunk. Valamely konformációváltozást okozó, szerkezetmódosító hatás rövid expozíciója – időben lejátszódó folyamatról lévén szó – még visszafordítható változásokat okozhat, míg egy előrehaladottabb szerkezetmódosulás – amelyet már esetleg új stabil kötések rögzítenek – maradandó (irreverzibilis) struktúraváltozást idézhet elő. 

A következőkben a két legfontosabb környezeti hatást, a pH és a hőmérséklet hatását elemezzük.

2.6.1. 	A pH hatása az enzimes reakciókra

Az enzimfehérjéket felépítő aminosavak semleges, bázikus, illetve savas karakterű csoportokat, oldalláncokat tartalmaznak, tehát oldatban a natív enzim egy adott pH-n mind pozitív, mind negatív töltésű csoportokat hordoz. Ezek az ionizálható csoportok gyakran az aktív vagy egyéb kötőhelyek részei, aminek következtében maguk ezen aktív helyek lehetnek részlegesen negatív, illetve pozitív töltésűek, és katalitikus hatásukat igen gyakran tulajdonképpen valamilyen sav/bázis katalízis alapján fejtik ki, és az a benne részt vevő csoportoknak éppen egy adott ionizációs állapotát igényli. Így érthető, hogy a pH változása, amely megváltoztathatja (áttöltheti) e csoportokat, igen nagy befolyást gyakorol az enzim aktivitására. Ezek az ionizálható csoportok a következők: az Asp második -COOH, a Cys -SH, a Glu -COOH és a Gln -CONH2 csoportjai, a His imidazolcsoportja, a Lys ε-NH2 csoportja, a Met CH3-S, a Ser -OH csoportjai és a terminális amino- és karboxilcsoportok. Ezeken kívül az elektrosztatikus kölcsönhatások, valamint a H-kötések is változhatnak a pH hatására.

Egy igen egyszerű képpel tehetjük ezt kinetikailag is érthetővé. Legyen E- egy adott sav/bázis típusú katalízisnél az aktív enzimet jelentő jelölés, míg az ionizálatlan E, illetve a kétszeresen ionizált E2- inaktív formák, és ezek protonfelvétellel, illetve -leadással alkulhatnak egymásba:
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    inakív enzim        aktív enzim          inaktív enzim
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Mivel e két reakció egyensúlyi állandói K1=H+E-/E, illetve K2=H+E2-/E- és E0=E+E-+E2- mérlegegyenlet is igaz, az enzim aktív hányada (Y-=E-/E0) a következő összefüggéssel adható meg:



		(2.34)

Ugyanígy fejezhető ki az Y és az Y2- függvény is, azaz a nemionizált enzimnek, illetve a kétszeresen ionizált enzimnek a teljes enzimmennységre vonatkozó hányada. Ezeket a függvényeket Michaelis-féle pH-függvényeknek nevezzük. Ezeket a függvényeket mutatja a 2.49. ábra.

[image: 2-49-ábra-pH- függvények]

[bookmark: _Toc334777778]2.49. ábra: A Michaelis-féle pH- függvények

Az Y- görbe maximuma, azaz az enzim pH-optimuma a következő értéknél van:



		(2.35)

Az aktív enzim Michaelis-függvénye ugyanolyan, mint bármely enzim pH-optimum görbéje. Néhány enzimre ilyen pH-otimum görbéket mutatunk be a 2.50. ábrán. Értelemszerűen az enzimes reakció sebességét megkapjuk, ha az aktív enzim koncentrációját helyettesítjük, azaz



	.	(2.36)

[image: 2-50-ábra-pH-enzimek]

[bookmark: _Toc334777779]2.50. ábra: Különböző enzimek pH-optimum görbéi

A fenti összefüggések lehetővé teszik az egyensúlyi állandók meghatározását egyrészt az optimum és ezek közötti összefüggés ismeretében, másrészt Vmax-nak különböző pH-kon történő mérése útján.



Érdemes megjegyezni, hogy elméletileg a KS és Km is függ a pH-tól (hiszen valamennyi egyedi reakciósebességi állandó is függ attól), ennek azonban gyakorlati jelentősége nincs, a pH-nak az enzimhatásra gyakorolt befolyását rendszerint csak aVmax-on keresztül írják le.

Jegyezzük meg végezetül, hogy a fentiekben lert elmélet csak a pH-optimum közelében igaz, attól távoli extrém pH-tartományokban nem, a teljes pH-tartományra vonatkoztatva az optimumgörbe aszimetrikus, illetve az optimumtól távol az irreverzibilis denaturáló hatások érvényesülhetnek. Valamint az egyes enzimek esetében a pH-optimum görbe lapos vagy éles maximumot adhat, azonban mindig van egy pH-optimum!

Érdemes megjegyezni, hogy egy enzim pH-optimuma közel azonos a stabilitási pH-val, azaz azon a pH-n érdemes az enzimet eltartani is, amelyen a legaktívabb.

2.6.2. 	A hőmérséklet hatása az enzimaktivitásra

A hőmérséklet hatása kettős: egyrészt nő az enzimes reakciók sebessége a hőmérséklet növelésével, ugyanis valamennyi sebességi állandó az Arrhenius-összefüggés szerint függ a hőmérséklettől.. Ugyanakkor az emelkedő hőmérsékletek hatására az enzim reverzibilis és/vagy irreverzibilis konformációváltozásának valószínűsége is nő, azaz olyan térszerkezetek jöhetnek létre, amelyek nem rendelkeznek katalitikus aktivitással. Ennek mechanizmusa világos: a nagyobb hőmérséklettel nő a felépítő atomok energiája, nő annak a valószínűsége, hogy a gyenge kölcsönhatások, H-hidak, diszperziós, parciális ionos kötések fellazulnak és szétszakadnak. Újra csökkentve a hőmérsékletet, lehet, hogy az előző térszerkezet visszaáll (reverzibilis hőinaktiválódás), de lehet az is, hogy egy másik – nem aktív – térszerkezet stabilizálódik (irreverzibilis hőinaktiváció).

A legtöbb fehérje hőhatásra történő denaturációja már 45–50 °C-on elkezdődik. Az enzimek hőinaktiválódása tehát reverzibilis, irreverzibilis vagy a kettő kombinációja lehet.



Tételezzük fel, hogy az enzim aktív és inaktív állapotban van jelen, azaz

Kd

Ea                     Ei.



Az egyensúlyi állandó	.

A ΔHd dezaktiválási entalpia meglehetősen magas, pl a tripszin és a tojásfehérje eredetű lizozim enzimek esetében 280, illetve 310 kJ/mol (vö. pl. a hidrogénhidaké csak 12,5–29,3 kJ/mol ), a dezaktiválási entrópia pedig  890 kJ/mol·°K. Tekintve a nagy ΔHd értékeket, az inaktív enzim hányada igen érzékenyen nő a hőmérséklet növekedésével, például az iménti esetekben 30 °C hőfoknövekedés majdnem teljes inaktiválódáshoz vezet.

Mivel az enzim vagy aktív vagy inaktív formában van jelen, tehát  E0= Ea+Ei, így:



		(2.37)

Ebben a kB és h sorrendben a Boltzmann- és a Planck-állandók és  egy arányossági tényező.

A három egyenletet kombinálva végül is a reakciósebesség hőfokfüggésére a következőt kapjuk:



	,	(2.38)

ahol az eredő arányossági tényező  tartalmazza a , kB, h, E0 és S* tényezőket.

A 2.51. ábrán az előbbi egyenletnek megfelelő ábrázolás látható a kataláz enzimre. Az iránytangens nagy 1/T értékeknél közelítőleg -E/R, míg a nagy hőmérsékleteknél mérhető iránytangens közelítőleg  (ΔHd -E)/R. A ΔSd* itt nem részletezendő módon kiszámítható a maximum értékéből. Mivel a Km és KS is a sebességi állandók függvényei, így természetesen azok is függenek a hőmérséklettől, valamint hasonlóan hőfokfüggők a különféle inhibíciós állandók is.

A hődenaturáció időben lejátszódó folyamat, amelynek sebességét elsőrendű folyamatként szokták leírni



		(2.39)

Ennek a megoldása egy exponenciális függvényt ad, azaz az időben exponenciális mentén csökken az enzimaktivitás egy adott denaturációt okozó hőmérsékleten: 



		(2.40)

[image: 2-51-ábra-hőfokoptimum]

[bookmark: _Toc334777780]2.51. ábra: A hőfokfüggés ábrázolása a hőmérséklet aktiválási és inaktiválási hatásának elkülönítésére

A működési hőmérséklet optimuma nem kell hogy egybeessék az eltarthatósági vagy stabilitási hőmérséklet optimumával, oldatban az enzimeket rendszerint 4–5 °C-on tároljuk.

[bookmark: _Toc300502204][bookmark: _Toc334705677]2.7. 	Heterogén fázisú enzimes reakciók viselkedése

Az enzimek nagy része néhány tízezer Dalton molekulatömegű globuláris fehérje, s így vízben oldható. A vizes rendszerben oldott állapotban lévő enzimekkel végzett reakciók előnye a rendszer homogenitása, valamint, hogy az enzim izolálásán kívül egyéb előkészítést nem igényel. Evvel azonban ki is merült az előnyök felsorolása, míg az ilyen rendszerek hátrányai jelentősebbek és számosabbak:

Gazdasági hátrányok:

Az enzimek drágák (a kommersz vegyszerekhez viszonyítva).

Homogén rendszerben csak egyszer használhatók fel, a reakció után elvesznek, illetve kinyerésük a reakcióelegyből bonyolult és drága.

Technológiai hátrány:

Mivel eltávolításuk a reakcióelegyből nehéz, valójában szennyezik a terméket, annak tisztítását nehezítik.

Ezeket a hátrányokat ki lehet küszöbölni, illetve hatásukat elkerülni az enzimek rögzítésével, azaz az enzimes reakciónak olyan heterogén fázísúvá alakításával, amikor az enzim szilárd, a szubsztrát, illetve a termék pedig oldatfázisban van jelen.

Az immobilizált enzimes redszerek főbb előnyei a következők:

Az enzim könnyen elválasztható a rekcióelegytől az enzimes reakció után, ezáltal a termék elválasztása és tisztítása könnyebb és olcsóbb.

Az elválasztott enzimet újra fel lehet használni.

Folytonos üzemű reaktor használható, amikor is a rögzített enzim a reaktor töltete, a szubsztrátot folytonosan tápláljuk a rendszerbe, és a terméket szintén folytonosan vesszük el a rendszerből. (Lásd még a folytonos reaktorok előnyeit általában.)

Kedvező, hogy a rekciót igen könnyen le lehet állítani („terminálni”), azaz az átalakulást adott kívánt időben abba lehet hagyni az enzim és a termék kontaktusának megszakításával.

Gyakran a rögzített enzim stabilisabb az oldottnál, nő a hő- és pH-stabilitása.

Természetesen hátrányai is vannak a rögzített enzimek használatának:

Az enzim rögzítése (a folyamat, a hordozó, a reagensek) növeli az eljárás költségeit.

Legtöbbször a rögzítés csökkenti az enzim aktivitását.



Mivel a hordozó az enzimet fizikailag elkülöníti a szubsztráttól, a szubsztrát hozzáférése az enzimhez térbelileg korlátozott lehet, illetve diffúziós gát limitálhatja a reakció sebességét.



Nelson és Griffin 1916-ban véletlenül fedezte fel, hogy a pékélesztő invertáz enzime aktívszénen, illetve alumínium-hidroxid csapadékon adszorbeálódott, de megőrizte szaharózt hidrolizáló aktivitását. Igazi gyakorlattá akkor vált az enzimrögzítés, amikor Grubhofer és Schleith egy sor enzimet rögzítettek: karboxipeptidázt, diasztázt, pepszint és ribonukleázt.

Ezt a sorozatos rögzítést diazotálással végezték poliaminosztirol gyantára, kovalens kötés létrehozásával (lásd az ilyen módszert lejjebb).



A rögzített enzimek első ipari alkalmazása Chibata nevéhez fűződik, aki 1969-ben aminoacilázt rögzített DEAE Sephadex-re ionos kötéssel, és ezt N-acyl-D, L-aminosav reszolválására használta fel.

2.7.1. 	Az enzimrögzítés módszerei

Az enzimrögzítés módszerei alapvetően fizikai vagy kémiai módszerek lehetnek. E módszerek vázlatos áttekintésekor két kérdés merül fel: milyen módszerrel és hova történhet az enzim rögzítése.

[image: 2-52-ábra-módszerek]

[bookmark: a_2_52][bookmark: _Toc334777781]2.52. ábra: Milyen módszerekkel és hova rögzíthetjük enzimünket?

Az enzimrögzítés kémiai módszerei két nagy csoportba sorolhatók:

hordozóra rögzítés és

keresztkötéses rögzítés.



Kovalens kötés létesítése az enzimmolekula valamely nem esszenciális funkciós csoportja és valamely vízben nem oldódó, funkciós csoporttal ellátott hordozó mátrix között történik, ahol a hordozó lehet valamilyen természetes polimer, mint az agar, agaróz, kitin, kitozán, cellulóz, kollagén stb., vagy mesterségesen előállított szintetikus polimerek, mint amilyenek a poliuretán, polisztirol, nylon stb., illetve szervetlen hordozók, mint az üveg, alumínium,  szilikagél, magnetit stb.

Magán a fehérjemolekulán a szabad -,  -(Asp) vagy  (Glu)-karboxil csoportok, - vagy egyéb aminocsoportok, illetve a fenil-, hidroxil-, szulfhidril- vagy imidazolcsoportok vehetnek részt a kovalens enzim-hordozó kötés kialakításában.



A rögzítés két lépése: 	

1. a hordozó, illetve funkciós csoportjainak aktiválása (azaz egy reaktív csoport felvitele a hordozóra), majd 

2. 	a kovalens kötés létrehozása az enzim és az aktivált hordozó között.



A hordozó aktiválásának, illetve az enzim hordozóhoz kötésének módszerei közül néhányat a következő ábrákon mutatunk be.

[image: 2-53-ábra-diazotálás]

[bookmark: _Toc334777782]2.53. ábra: Enzimrögzítés diazotálással

[image: 2-54-ábra-brómciános]

[bookmark: _Toc334777783]2.54. ábra: Brómciános enzimrögzítés

[image: 2-55-ábra-alkilezés]

[bookmark: _Toc334777784]2.55. ábra: Az enzim fenil-, amino-, szulfhidril csoportjainak alkilezése

[image: 2-56-ábra-glutáraldehid]

[bookmark: _Toc334777785]2.56. ábra: Kémiai rögzítés glutáraldehiddel

[image: 2-57-ábra-kétfunkciós reagensek]

[bookmark: _Toc334777786]2.57. ábra: Keresztkötések létrehozására alkalmas vegyületek

Meglepő, de használt módszer a 2.58. ábrán látható, üveggyöngyök felületére történő rögzítés is, amellyel rendkívül teherbíró oszloptöltetek állíthatóak elő.

[image: 2-58-ábra-üvegrerögzítés]

[bookmark: _Toc334777787]2.58. ábra: Üvegfelületre történő enzimrögzítés

Szintén a kémiai módszerek közé tartozik a keresztkötések létrehozása az enzimmolekulák között. Keresztkötés létrehozható egy sor két- vagy többfunkciós vegyület felhasználásával (lásd 2.57. ábra), ezek között a leginkább elterjedt a glutáraldehid felhasználása, amikor is a glutáraldehid és az enzim- molekulák -NH2 csoportjai között Schiff-bázis-szerű kapcsolatok jönnek létre a 2.59. ábrán látható séma szerint. A keresztkötésekkel összekötött enzimmolekulák – mivel molekulaméretük így igen megnövekedik – oldhatatlan, de gélszerű részecskéket hoznak létre, amelyeknek a mechanikai tulajdonságai nem jók ipari felhasználásra (nem készíthető pl. oszloptöltet belőlük). Ezért gyakran először fizikai módszerekkel adszorbeáltatják az enzimet valamely hordozó felületén, majd ezután hozzák létre a keresztkötéseket.

[image: 2-59-ábra-keresztkötés.JPG]

[bookmark: _Toc334777788]2.59. ábra: Keresztkötéses immobilizálás glutáraldehiddel

Rendszerint más fehérjével együtt immobilizálják keresztkötés létrehozásával az enzimfehérjéket, ezek mintegy inert hordozói lesznek az enzimaktivitásnak. Ilyen inert fehérje a zselatin, albumin, kollagén, tojásfehérje (utóbbi lizozimtartalma bizonyos védelmet is képes nyújtani a rögzített készítmény elfertőződése ellen).



Kristályosítható enzimeket is rögzítenek keresztkötésekkel, az így létrejött CLEC-ek (crosslinked enzyme chrystals) igen jó katalitikus tulajdonságokkal rendelkeznek, nem utolsósorban amiatt, hogy maga az enzim lehet pl. egy oszlop töltete, így alig van inert hordozó. Ezt a technikát a 90-es években fejlesztették ki. Ilyen CLEC-et mutat a 2.60. ábra, amelyen a lakkáz enzim rögzített kristályainak elektronmikroszkópos képe látható. Ebben az esetben igen jelentős katalizátorfelület, mintegy 2500 m2/g volt elérhető[footnoteRef:7]. [7:  Preparation and characterization of cross-linked enzyme crystals of laccase
J. Jegan Roy, T. Emilia Abraham: Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic 38 (2006) 31–36] 




Ennél is újabb eljárás az ún. CLEA (crosslinked enzyme aggregates) technológia, amelynek során az enzimnek  (NH4)2SO4-tal, illetve butanollal történő (esetleg frakcionált) kicsapása közben történik meg a glutáraldehides (vagy más, esetleg polifunkciós csoporttokkal rendelkező keresztkötő ágenssel, pl. dextrán-polialdehiddel történő) keresztkötés. Ily módon ez az eljárás némileg kombinálja az enzim részleges tisztítását a rögzítéssel.

Az egyszerű és sokféle enzimhez megfelelő módszer egyik előnye, hogy tisztított és nem tisztított enzimpreparátumokkal is végrehajtható, a képződött enzimaggregátumok hőstabilitása nagy, valamint ellenállóak szerves oldószerekkel és a proteolízissel szemben. Nagy előnyük továbbá, hogy a részecskék nem oldódnak vízben, és szerves fázisban is alkalmazhatók pl. biotranszformációra.

Nagy stabilitás jellemzi őket hővel, szerves oldószerekkel és proteolízissel szemben.



A Combi CLEA esetén két vagy több enzimet együtt immobilizálnak, és ily módon akár reakciósorozatokat (konszekutív reakciók) gyorsító vegyes katalizátorokat is előállíthatunk.



A fentiekben vázolt kémiai módszerek gyakran csökkentik az enzim aktivitását, hiszen véletlenszerű az, hogy az aktív centrum funcionális oldalláncai részt vesznek-e a kémiai kötés kialakulásában, vagy sem. Célszerű ezért a rögzítés előtt az aktív centrumot védeni, ez az enzim szubsztrátjának vagy még inkább szubsztrátanalogonjának (kompetitív inhibitorának) adagolásával és így az aktív centrum funkciós csoportjainak blokkolásával érhető el.



[image: 2-60-ábra-laccase]

[bookmark: _Toc334777789]2.60. ábra: Keresztkötött enzimkristályok(CLEC)

A fizikai rögzítés módszerei között három fő csoportot különböztethetünk meg (2.52. ábra):

– 	adszorpció valamely hordozó felületén,

– 	az enzim bezárása egy polimer mátrixba, illetve

– 	az enzimoldat visszatartása membránok segítségével, amelyek az enzimet nem, de a szubsztrátot és a terméket átengedik.

Az első esetben leginkább ioncserélőkön történő adszorpció jön számításba. A módszer egyszerű, de az enzim könnyen leválik az oszlopról (ionerősség, pH megváltozásakor), ugyanakkor az ioncserélő egyéb, a reakcióelegyben jelen lévő anyagokat is hajlamos megkötni.

A gélbe zárás legelterjedtebb és legegyszerűbb módszere az alginátba zárás. E módszernél az enzimtartalmú pufferolt oldatot nátrium-alginát oldattal keverik össze, majd az oldatot lassan, kis cseppeket képezve Ca2+ ionokat tartalmazó pufferbe csepegtetik. Ekkor ionkicserélődés zajlik le a Na+ és a Ca2+ ionok között. Mivel a Ca-alginát vízben nem oldódik, ezért a cseppekből kialakuló vízoldhatatlan Ca-alginát gélgolyócskák bezárva tartalmazzák az enzimmolekulákat. Az alginátba zárt enzimekkel folyó munka során mindvégig fenn kell tartani egy jól definiált kalciumkoncentrációt, máskülönben a golyócskák feloldódnak. Ez az oka, hogy ilyen gélbe zárt enzimeket nem igen kaphatunk a kereskedelmi forgalomban, hanem saját magunknak frissen kell elkészíteni az ilyen rögzített készítményeket. Érdekességként megjegyezzük, hogy ezt a módszert gasztronómiai célokra is használják: szájban szétolvadó és belsejükben tetszőleges folyadékot tartalmazó „kaviár” készítésére.

Más gélképző polimerek is alkalmasak hasonló rögzítésre, például a kitozán és a karragén, előbbi részlegesen dezacetilezett kitin, utóbbi pedig tengeri vörösmoszat eredetű poliszaharid-szulfátészter. E gélképzők vázlatos szerkezetét a 2.61. ábrán mutatjuk be, a 2.1. videón pedig láthatjuk a kitozángél képződésének folyamatát.





[bookmark: _Toc334778095]2.1. videó: Kitozángél készítése

[image: 2-61-ábra-biogélek]

[bookmark: _Toc334777790]2.61. ábra: Enzimrögzítésre alkalmazott gélképzők

Stabilis, technológiai célokra jól felhasználható rögzített enzimet szolgáltató, és emiatt igen elterjedt gélbezárási módszer az, amikor akrilamid monomert az enzim, K2S2O8 (kálium-perszulfát) polimerizáció-iniciátor és -dimetilamino-propionitril gyorsító jelenlétében polimerizálnak. Ekkor 100–400 nm pórusátmérőjű polimerszemcsék keletkeznek, amelyekben a legtöbbször 300–2000 nm átmérőjű enzimmolekulák retenciója hatékonyan megvalósul. E kiváló módszert azonban élelmiszer-ipari célú enzim esetében nem lehet felhasználni, mivel az akrilamid mérgező (azaz nem GRAS=generally regarded as safe).

[image: 2-62-ábra-poliakrilamid]

[bookmark: _Toc334777791]2.62. ábra: Akrilamid gélbe zárása: poliakrilamid-mátrix készítése

A mikrokapszulázás eljárás során az enzimeket kicsiny, 300 m körüli átmérőjű kapszulákba zárják, amelyeket a kismolekulákat áteresztő membrán határol, azaz az enzimet visszatartja, míg a szubsztrátok és a termékek szabadon diffundálhatnak a kapszulába/-ból. Két típusú mikrokapszula létezik: az egyik állandó polimer membránnal rendelkezik, a másiknál nem állandó koacervátumok vannak jelen.

Az első esetben két olyan monomert polimerizáltatnak az enzim jelenlétében, amelyek egyike vízben rendkívül csekély mértékben oldódik, (így azt a szerves fázisban oldják fel), a másik viszont kissé vízoldható és oldódik a szerves fázisban is. Az enzimet tartalmazó vizes oldatot (puffert, amelyben az egyik monomert is feloldják) keveréssel finoman diszpergálják a szerves fázisban. Mivel kémiai potenciálkülönbség van mindkét monomerre nézve, ezért diffúzió indul meg ellenkező irányba, és a diffundáló monomerek a cseppecskék határfelületén találkoznak, így kopolimerizáció fog végbemenni a szerves és vizes fázis határfelületén, amelynek eredényeképpen igen vékony polimer héj fogja bevonni az enzimoldat cseppecskéket, azaz kialakulnak a mikrokapszulák.

A másik típusnál egy vizes enzimoldatnak felületaktív anyag jelenlétében történő emulgeálása hozza létre a nem állandó, koacervátum-szerű mikrokapszulákat (2.63. ábra). Mindkét módszernél hatalmas felület jön létre (akár 2500 cm2/cm3 enzimoldat), több enzim is bezárható a kapszulába, és noha a héj, a membrán határozott diffúziós gátat jelent a szubsztrátok/termékek anyagátadásában, mégis nagy reakciósebességek érhetők el. E módszerek természetesen csak akkor alkalmazhatók, ha a szubsztrát- molekula sokkal kisebb, mint az enzimmolekula.

[image: 2-63-ábra-revmicella]

[bookmark: _Toc334777792]2.63. ábra: Triptofán szintáz enzim nem állandó membrán mögé zárása

[image: 2-64-ábra-hollow]

[bookmark: _Toc334777793]2.64. ábra: Üreges szál, UF membrán mögé zárás

Végezetül megemlítjük a membránnal történő enzimrögzítés „makro” módszerét, amikor ultraszűrő membránnal tartjuk vissza az enzimet a reakciótérben. Ez valójában nem igazi rögzítési módszer, hiszen az enzim oldott állapotban van, csupán egy zárt térben elkülönítve a szabadon diffundáló szubsztráttól és a terméktől. Az UF membránt befoglaló elemek sokfélék lehetnek, enzimes technológiákban leginkább az ún. hollow fibre (üreges szál) (2.64. ábra) felépítésű szűrőelemeket kedvelik.

A különböző rögzítési módszereket a 2.4. táblázat segítségével hasonlíthatjuk össze.

Megemlítjük, hogy sokszor a különböző módszereket kombináltan alkalmazzák az enzimek rögzítésére. Így például a kereskedelemben kapható glükóz-izomeráz készítményt úgy gyártják, hogy a nyers enzimet először fizikai módszerrel zselatinba ágyazzák, ezt követi a zselatin polimerizáltatása, majd az enzimet glutáraldehid segítségével keresztkötésekkel a zselatinhoz rögzítik.
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		               Módszer
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		jó
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		magas
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		alacsony
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elleni védelem

		nincs

		nincs

		nincs

		lehetséges

		megvalósul





2.7.2. 	Rögzített enzimes rendszerek kinetikája

A rögzített enzimes rendszerek olyan speciális heterogén katalízisrendszerek, amelyeknél az átalakítandó szubsztrátnak a katalizátorszemcse felületére, illetve belsejébe kell transzportálódnia, a keletkező terméknek pedig egy fordított irányú transzportfolyamaton kell keresztülmennie. Mindkét esetben a szubsztrátra és a termékre nézve koncentrációgradiens alakul ki a folyadék főtömegében mérhető és a reakció tényleges helyén mérhető koncentrációk között. Ez a koncentrációgradiens a hajtóereje azoknak a diffúziós folyamatoknak, amelyeket a 2.65. ábrán szemléltettünk.

Az ábra szerint három jól megkülönböztethető transzportrégióról beszélhetünk:

1. 	A szubsztrát rendszerint konvektív transzportja a folyadékfázis főtömegéből a rögzített enzim felületén lévő stagnáló (azaz nem kevert) folyadékfilmhez. E fázist legtöbbször jó keveredés jellemzi, itt nem kell sebességmeghatározó transzportellenállással számolnunk.

2. 	Diffúzió a stagnáló folyadékfilmen keresztül a részecske felületére (felületen rögzített enzimnél itt vége az ellenállásoknak), majd

3. 	diffúzió a részecske belsejébe, a reakció tényleges helyére abban az esetben, ha a részecske belsejében van az enzim rögzítve.



[image: 2-65-ábra-szemcse]

[bookmark: _Toc334777794]2.65. ábra: Szubsztrát anyagátadási viszonyok a rögzített enzimszemcsénél

Az 1. és 2. transzport az úgynevezett külső anyagátadási ellenállás, míg a 3. az úgynevezett belső anyagátadási ellenállás. A következőkben ezen ellenállásoknak az enzimes rekcióra gyakorolt befolyását vizsgáljuk meg.

2.7.2.1. 	Külső anyagátadási ellenállás hatása az enzimreakcióra

Ha egy enzim valamilyen hordozó felületére van rögzítve, akkor csak az 1. és 2. ellenállások lépnek fel, s ekkor a diffúziós határrétegben (Nernst-féle diffúziós határréteg) az anyagtranszport sebessége egységnyi térfogatban



		(2.41)

ahol S0 és S sorrendben a szubsztrátkoncentrációk a folyadékfázis főtömegében, illetve a hordozó részecske felületén és kS az anyagátadási tényező (cm/s), az a pedig az anyagátadási felület egységnyi térfogatban (cm2/cm3).

Ha a felületen végbemenő reakció sebessége megfelel a Michaelis–Menten-enzimkinetikának, és egyenlő a szubsztráttranszport sebességével (azaz nincs szubsztrátakkumuláció a felületen, ami nyilvánvaló), akkor felírhatjuk, hogy a reakció sebessége:



		(2.42)

A rendszert tehát öt paraméter határozza meg: kS, a, S0, Vmax és Km . Ez kettőre redukálható, ha bevezetjük az alábbi dimenziómentes, normált változókat, illetve mennyiségeket:

x = S/S0            és             =Km/ S0

valamint az ún. Damköhler-számot (Da), amit reakciószámnak vagy dimenziómentes reakciósebességnek is neveznek:

Da = Vmax/ kS S0 a = maximális reakciósebesség / maximális anyagátadási sebesség

Ezekkel a bevezetésekkel (2.42) dimenziómentes formába hozható: 



		(2.43)

Ha a  Damköhler-szám sokkal kisebb mint 1, azaz az anyagátadási sebesség sokkal nagyobb, mint a maximális reakciósebesség (ezt gyakran reakciólimitált tartománynak  nevezik), akkor

[image: ].

Azaz az enzimes reakció sebessége a Michaelis–Menten-egyenlettel számolható, és nem kell foglalkozni az anyagátadással, ha pedig Da1, azaz az anyagtranszport a sebességmeghatározó (gyakran beszélnek ilyenkor diffúziólimitált vagy transzport rezsimről), akkor az eredő reakció sebessége

[image: ].

Azaz csak az anyagátadás sebességét kell figyelnünk. (2.43)-ból az x kifejezhető egy másodfokú egyenlet jól ismert megoldásaképpen:





(Ha a 1, akkor a pozitív, ha 1, akkor a negatív előjel érvényes, ha pedig =0, akkor x= adódik!)



Vezessük be az úgynevezett effektivitástényezőt, ami az enzimrögzítés által az enzimaktivitásban bekövetkezett csökkenésnek a mértéke, a következőképpen:

[image: ]

A nevező tehát az ugyanannyi enzimnek oldott állapotban biztosított reakciósebességét jelenti.

Az észlelt sebesség adott S0 mellett akkor lenne maximális, ha S=S0, azaz éppen a nevező által megfogalmazott esetben, így az effektivitástényező



	.	(2.44)

Mivel az x mindig kisebb egynél (kivéve éppen a nem transzportlimitált határesetet), így az effektivitástényező is egynél kisebb szám, és a tömegátadásnak reakciót lassító növekvő hatása az  csökkenését vonja maga után.



Ha a Da-szám közelít a zérushoz, azaz lassú az enzimes reakció sebessége a szubsztráttranszport sebességéhez képest, akkor 1 és a reakciósebesség a M–M-egyenlet szerinti. Nyilvánvalóan egy rögzített enzimmel működő reaktor esetében ez a legkedvezőbb eset, hiszen nincs anyagátadási ellenállás. Ezt az állapotot olyan reaktorokban lehet közelíteni, ahol igen intenzív a keverés, és ennek következtében a folyadék áramlása az enzimet tartalmazó szemcsék körül. Ekkor ui. nagy lesz a kS anyagátadási tényező és kisebb a Da-szám. Ugyanakkor azt is figyelembe kell venni, hogy a túl nagy mechanikai mozgás csökkenti ugyan a diffúziós határréteget és így a transzport ellenállást, de mechanikailag roncsolhatja a hordozót, és egyszersmind az annak a felületén rögzített enzimfehérjék nyírás okozta aktivitásvesztéséhez is hozzájárulhat.



Ha a Da1, vagyis ha VmaxkSaS0, azaz a rendszerben a transzport határozza meg a reakció lehetséges sebességét, akkor

[image: ]

Ekkor ugyanis a gyors felhasználás miatt S=0 az enzimrészecske felületén (mindig az!), és a reakció csak olyan sebességgel folyhat, amilyen sebességgel a szubsztrátmolekulák az enzimmolekulákhoz diffundálnak.

2.7.2.2. 	Belső anyagátadási ellenállás hatása az enzimreakcióra

Ha az enzim valamilyen részecske belsejében van rögzítve (kopolimerizációval, mikrobezárással stb.), akkor a részecskén belüli szubsztráttranszport befolyásolja az enzimes reakció sebességét. Ahhoz, hogy ezt kinetikailag modellezni tudjuk, tekintsük az alábbi egyszerűsített képet:

1. 	A részecskék belsejében mindenütt van enzim, azaz homogén eloszlásban mindenhol lehet enzimes reakció (vegyük észre itt az egyszerűsítést!).

2. 	A részecskén belüli anyagtranszport a pórusokban molekuláris diffúzióval megy végbe. E diffúzió természetesen gátolt a szabad folyadékfázisban történő diffúzióhoz képest. E gátlás kvantitatív jellemzésére használjuk az effektív diffúziós állandót, amely



	,	(2.45)

ahol

DS az effektív diffúziós állandó – a szubsztrát diffúziós állandója a mátrixban,

DS0 a szabad folyadékfázisban mérhető diffuzivitás,

P a részecskeporozitás: a részecskén belüli szabad térfogat aránya a teljes térfogathoz,

 a pórusok „kacskaringósságának” mértéke: annak a mérőszáma, hogy a diffúzió iránya a csatornák, illetve pórusok irányváltozásai miatt pontról pontra változhat (s ezáltal is csökken a diifúzió tényleges sebessége). (τ értelmezése megérthető a 2.66. ábra alapján.)

KP/Kr a diffúziógátlás mértéke: a diffúzió amiatt (is) gátolt, hogy a pórusok átmérője megközelítheti a diffundáló szubsztrátmolekula átmérőjét, azaz molekulák (és a pórusfal molekulái) közötti kölcsönhatások is fellépnek.

A P porozitás kísérletesen meghatározható az adott hordozóra, a  1,4–7 közötti értékeket vesz fel, a - KP/K r-re pedig a következő kifejezést adják meg közelítésként:



		(2.46)

ahol rS a szubsztrátra és rP a pórusra jellemző úgynevezett ekvivalens sugár.



Végül további feltételezéseink még, hogy

3. a részecske külső felületén nincs további diffúziós határréteg, és

4. a részecske gömbszimmetrikus.

[image: 2-66-ábra-kacskaringósság]

[bookmark: _Toc334777795]2.66. ábra: Gélbe rögzített enzim. A kacskaringósság definiálása.

[image: 2-67-ábra-belső modell]

[bookmark: _Toc334777796]2.67. ábra: Belső anyagátadási modell

Ha az 2.67. ábrán látható képet tekintjük, felírható egy anyagmérleg-egyenlet a részecske r és r+dr sugarú szelvényei által meghatározott gömbhéjra

	                    BE	  Ki              átalakulás            változás	(2.47)





Állandósult állapotban dS/dt=0, azaz a gömbhéjba ugyanannyi szubsztrát diffundál be, mint amennyi a reakcióban átalakul, tehát nincs akkumuláció, s ekkor a fenti egyenlet egyszerűsödik:



		(2.48)

Osszuk el ezt 4.dr-rel, és alakítsuk át:



		(2.49)

Ha vesszük a (2.49) dr0 határértékét, a bal oldal nem más, mint



	,	(2.50)

amely viszont (2.51)-et adja, ha elvégezzük a deriválást:



		(2.51)

Ez végeredményben a következő differenciálegyenletettel egyenlő:



	,	(2.52)

amely bizonyos feltételek mellett megoldható.[footnoteRef:8]  [8:  Jegyezzük meg, hogy ez a (2.52) alakú differenciálegyenlet nemcsak a rögzített enzimek belső anyagátadására, hanem egy sor fontos egyéb biotechnológiai jelenség leírására is alkalmas, mint például a sejtekbe/sejtekből történő diffuzív anyagtranszport, gombapelletek tápanyagfelvétele, általában a szilárd részecskékbe, illetve azokból irányuló anyagátadás leírására.] 




Tekintsük először azt az esetet, amikor az enzimes átalakulást nulladrendűnek tételezhetjük fel a szubsztrátra nézve, vagyis

V = k0,    ha     S  0.

Ez annak a helyzetnek felel meg, amikor a Michaelis–Menten-kinetika szerint    KmS, vagyis k0=Vmax. Ekkor tehát (2.52)



		(2.53)

alakúvá válik. A megoldáshoz felveendő határfeltételek a következők:

	S  0,   ha  r  0         (ez a részecske közepe)

	S =S0,    ha  r = R           (ez a részecske felülete)

Ahol S0 az ábra értelmezése szerint a szubsztrátkoncentráció a folyadék főtömegében, és ugyanígy a részecske felületén is (azaz itt a külső anyagátadással nem foglalkozunk). Ezt a másodrendű, változó együtthatójú differenciálegyenletet helyettesítéssel oldhatjuk meg. A megoldáshoz vezessük be az 
 = rS helyettesítést, ekkor (2.53) új formája az alábbi lesz:



		(2.54)

Ezt kétszer határozatlanul integrálva, a megoldás a következő:

	[image: ]	(2.55)

Ebben C1 és C2  integrációs állandók. Visszaírva az S-et, a (2.55) egyenlet (2.56) formáját nyerjük:

	[image: ]	(2.56)

Mivel ha r = 0, akkor S is nullává válik, C2= 0 kell hogy legyen. A másik peremfeltételből pedig C1 kiszámítható:

	[image: ]	(2.57)

Így végül a nulladrendű enzimreakció feltételezésével a megoldás:



		(2.58)

A (2.58) egyenletből meg lehet határozni az úgynevezett kritikus sugarat, amelyen belül a szubsztrát- koncentráció zérus, azaz azt a részecskesugarat, amelyen belül a részecskében az adott anyagátadási viszonyok mellett már nincs enzimes rekció (amelyen belülre nem jut szubsztrát). Ekkor (2.58) nullává válik. Ez a feltétel egy másodfokú egyenletet szolgáltat, s ennek megoldása a kritikus sugárra a következő kifejezést adja:

	[image: ]	(2.59)

A tényleges teljes reakciósebesség tehát, amely most már az R-Rc vastagságú gömbhéjban nullad- rendű reakció esetén érvényes, a következő:



		(2.60)

Ha nem lenne diffúziós transzport limitáció, akkor a reakciósebesség

	[image: ]	(2.61)

lenne (ami a részecske méretét jelentő „üres” térrészt jelenti). Így meghatározhatjuk az effektivitás- tényezőt (64) és (65) hányadosaként:

[image: ]



		(2.62)

Látható, hogy az effektivitástényező Ds és S0 növekedtével nő, és annál kisebb lesz, minél nagyobb a részecskeméret, illetve a k0 értéke.



Elsőrendű kinetikát feltételezve, ami a Michaelis–Menten-kinetika szerint akkor igaz, ha S  Km, vagyis ha a V= k.S jó közelítés. E sebességi kifejezést a (2.52) egyenletbe helyettesítve, és bevezetve az S’ = S/S0 dimenziómentes szubsztrátkoncentráció-változót és az r' = r/R dimenziómentes normált rádiuszt, a következővé válik differenciálegyenletünk:



		(2.63)



Ebben a  az úgynevezett THIELE-modulus, amely a reakciósebességnek a diffúziósebességre vonatkozó mérőszáma (és amely természetesen dimenziómentes). A (2.63) egyenlet peremfeltételeit

S'   0,   ha    r'  0

és

S' = 1,     ha    r' = 1

figyelembe véve kaphatjuk meg az a S'(r') függvényt. A megoldáshoz itt is alkalmazzuk a ' = r' S' helyettesítést, amely szerint (2.63) a

	[image: ]	(2.64)

alakú lesz és a megoldás pedig a (69) vagy (70) formát szolgáltatja:



		(2.65)



		(2.66)

Mivel S' tart a nullához, ha r' tart a zérushoz, így C1= 0 integrációs állandót kell választanunk, és a másik peremfeltételből  C2 könnyen adódik:

	[image: ]	(2.67)

a megoldás végső alakja.

Ez azt mutatja, hogy elsőrendű reakció esetén hogyan változik a dimenziómentes szubsztrátkoncentráció a behatolási úthossz (részecskesugár) függvényében A 2.68. ábrán láthatjuk a megoldás függvényképét különböző Thiele-modulusok esetében. Kis -k esetén a görbe lapos, azaz a diffúzió gyorsabb mint a reakció, a részecske belsejében a szubsztrát egyenletesen oszlik el, míg ha például =5, akkor a görbe meredek: a diffúzió lassúbb, mint a reakció, a reakció főként a részecske felületéhez közel eső gömbhéjban megy végbe. E görbe szerint itt a teljes sugárnak csak a külső 40%-a mérvadó, beljebb egyáltalán nem folyik reakció, az ott rögzített enzimmolekulák nem tudnak részt venni az átalakításban.

Elsőrendű enzimes reakció esetén  az effektivitás faktor



	.	(2.68)

Ha az általános Michaelis–Menten-kinetika szerint írjuk fel a reakciósebességet, akkor 

	[image: ]	(2.69)

ahol  =S0/Km  és a Thiele-modulus az előzőektől egy kissé különbözően van definiálva:

	[image: ]	(2.70)

A (2.69) megoldásával nem foglalkozunk (szokásos eszközeinkkel ez a nemlineáris differenciálegyenlet nem is oldható meg), helyette a 2.68. ábrán egy-egy numerikus megoldás görbéjét tüntettük fel.

Az eddigiekből világos, hogy a rögzített enzimes rendszerek viselkedésének leírásában (illetve magában a viselkedésben) jelentős szerepe van a tényleges diffuzivitásnak, DS-nek. Ennek meghatározására különböző elméleti és gyakorlati módszereket dolgoztak ki. Egy ilyen módszerrel mért néhány effektív diffúziós állandó látható az alábbi táblázatban (csupán abból a célból, hogy a nagyságrendekkel tisztában legyünk).

[bookmark: _Toc334778116]2.5. táblázat: Effektív diffúziós állandók gélekben

		

szubsztrát

		S koncentráció

%

		hordozó

		hőmérséklet

oC

		DS

m2/s



		glükóz

		2

		Ca-alginát

		25

		6,1·10-10



		etanol

		2

		Ca-alginát

		25

		1,0 ·10-9



		szaharóz

		3,8

		zselatin

		25

		2,09 ·10-10



		szaharóz

		7,6

		zselatin

		25

		1,35 ·10-10



		L-triptofán

		2

		Ca-alginát

		30

		6,67 ·10-10





[image: 2-68-ábra-cc profil]

[bookmark: _Toc334777797]2.68. ábra: Belső anyagátadás hatása: S koncentráció profiljának alakulása részecskében

[bookmark: _2.8.__Az][bookmark: _Toc300502205][bookmark: _Toc334705678]2.8. 	Az enzimek alkalmazási területei és néhány enzimtechnológiai alapfogalom

2.8.1. 	Enzimek felhasználása általában

Az enzimeket a mindennapi élet, a tudomány és technológia megannyi területén alkalmazzuk, és ez a felhasználás rendkívül dinamikusan nő a legkülönfélébb területeken. Minden lehetőségnek, megvalósult és potenciális alkalmazásnak a számbavétele jelentősen meghaladná tárgyalásunk kereteit, ezért nem törekedve a teljességre, az alábbiakban néhány kiragadott, de fontos szempont szerint mutatjuk be a különböző alkalmazási területeket egy-egy összefoglaló táblázatban. Megjegyezzük, hogy a felsorolt enzimalkalmazások némelyike vissza fog köszönni a 3. fejezetben, amelyben alapfolyamati szempontból tárgyaljuk a mikrobiális és enzimes biokonverziókat, biotranszformációkat.

Az enzimek egy részét közvetlenül alkalmazzuk, azaz mintegy végtermékként kerülnek felhasználásra, erre vonatkozó példákat sorolunk fel a következőkben.

[bookmark: _Toc334778117]2.6. táblázat: Enzimek, amelyeket végtermékként, közvetlenül alkalmazunk

		Felhasználási terület

		Enzim



		Mosószerek

		proteázok, lipázok, cellulázok



		Takarmányok

		β-glükanáz, celluláz, fitáz, xylanáz, lipáz



		Orvosi alkalmazások/gyógyszerek

		proteázok, lipázok, amilázok, β-lakltamázok,

L-aszparagináz, hyaluronidáz, lizozim, kollagenáz, sztreptokináz… (lásd 2.10.  táblázatot is)



		Analitika és diagnosztika

		Egy sor enzim nyer felhasználást. (lásd 2.8.2. fejezetet is)







Egy sor iparágban használnak enzimeket mint segédanyagokat, amelyek tehát nem jelennek meg közvetlenül a „termékben”, de a technológia folyamán felhasználásuk elengedhetetlen. Ilyeneket sorjáz a 2.7. táblázat.

[bookmark: _Toc334778118]2.7. táblázat: Segédanyagként felhasznált enzimek

		Felhasználási terület

		Enzim



		Textilipar

		amilázok, hemicelluláz, pektinázok



		Bőripar

		proteázok



		Papíripar

		hemicelluláz, amilázok, lakkáz



		Cukoripar

		dextranáz, invertáz, dextránszaharáz, α-galaktozidáz...



		Keményítőipar

		(izo)amilázok, amiloglukozidáz, glukóz izomeráz, ciklodextrin-glukano-transzferáz, xilanáz...







Az élelmiszeripar is nagy enzimfelhasználó, egy sor élelmiszer-ipari termék hozzáadott enzimek hatására nyeri el felhasználási formáját és minőségét. Az élelmiszer-ipari enzimfelhasználást vázlatosan tekinti át a 2.8. táblázat.

[bookmark: _Toc334778119]2.8. táblázat: Élelmiszeriparban felhasznált enzimek

		Felhasználási terület

		Enzim



		Tejipar

		proteázok, β-galaktozidáz,  lizozim, lipázok, észterázok, papain, rennin, glukózoxidáz, kataláz...



		Söripar

		amilázok, tannáz, β-glukanáz, proteáz, xilanáz...



		Borászat, gyümöcsléipar

		pektinázok, naringináz, celluláz, amiláz,...



		Italcélú alkoholipar

		amilázok, amiloglükozidáz....



		Húsipar, halfeldolgozás

		proteázok, papain, glükózoxidáz,..



		Sütőipar

		amilázok, pentozanázok, xylanáz, foszfolipáz, lipoxigenáz, proteáz



		Zsír- és olajipar

		foszfolipáz, észtrázok



		Kávé, tea, kakaó…

		pektináz, proteáz, glükanáz, tannáz....









Ma már a környezetvédelmi technológiákban is terjed az enzimes eljárások alkalmazása, ezekre láthatunk példákat a következő, 2.9. táblázatban.




[bookmark: _Toc334778120]2.9. táblázat: Néhány, mikroba eredetű enzim alkalmazása a környezetvédelemben

		Enzim

		Az enzimet termelő mikroorganizmus

		A biokatalitikus lépés



		

		Baktériumok

		



		dehalogenáz

		Pseudomonas sp

		diklórmetán lebontása



		benzol-di-oxigenáz

		Pseudomonas putida

		benzol és egyéb aromások lebontása



		kollagenáz

		Streptomyces sp.

		kollagén hidrolízise



		néhány enzim

		Arthrobacter, Rhodococcus

		detoxifikálás/lebontás



		

		Gombák

		



		cianid-hidratáz

		Stemphylium loti

		cianid detoxifikálás



		tannin acilhidroláz

		Penicillium sp.

		tanninok hidrolízise



		fitáz

		Aspergillus ficuum

		fitin hidrolízise



		kitináz

		Nempatogén gombatörzsek

		kitin hidrolízise



		keratináz

		

		keratin hidrolízise



		celluláz, xilanáz

		Hypocrea sp., Aspergillus sp.

		Cellulóz hidrolízise/degradációja



		hemicelluláz, pectináz

		Chaetomium sp., Humicola sp.

		szalma, egyéb növényi maradvány, papír



		lakkáz, peroxidáz,

citokróm P450

		Farontó gombák

		lignin, színanyagok, aromások lebontása





Terjedőben vannak az enzimes technológiák a kémiai iparokban is. Az úgynevezett fehér biotechnológia jelentős része enzimes eljárásokra épül, ilyeneket sorol fel a 2.10. táblázat, és ilyenekkel találkozhatunk részletesebben a következő alapfolyamati fejezetben is. A táblázatból látható, hogy a termelési volumenek már ma is jelentősek az ilyen enzimes technológiák esetében.

[bookmark: _Toc334778121]2.10. táblázat: Mikroba eredetű enzimek alkalmazása a kémiában, vegyiparban

		Reakciótípus

		Enzim

		termék

		Termelési volumen

2000-ben, t/év



		Hidrolízis

		Nitril-hidratáz

		akrilamid

		100·103



		

		Penicillin-aciláz

		6-amino-penicillánsav

		10·103



		Reszolválás

		Hidantoináz

		4-hidroxi-D-fenil-glicin

		1200



		Oxidáció

		D-Szorbit- dehidrogenáz

		L-szorbóz

		80·103



		Hidroxilezés

		Niacin hidroxiláz

		6-hidroxi-nikotinsav

		20



		Redukció

		 β-Ketoreduktáz

		(R)-karnitin

		300



		C–C-kötés létrehozása

		 Piruvát dekarboxiláz

		(R)-fenil-acetil-karbinol

		500



		Szintézis

		Aszpartát-ammónia-liáz

		L-aszparaginsav

		400



		

		Fumaráz

		(L-DOPA) L-almasav

		500



		Peptidszintézis

		Termolizin

		α-aszpartám

		10·103



		Glikozil transzfer

		Ciklodextrin-glucano-transzferáz (CGT-ase)

		β-ciklodextrin

		10·103







Igen nagy és fontos csoportját alkotják az enzimek felhasználásának a terápiás célokra alkalmazott enzimek. Nagyon vázlatosan, kiemelve néhányat, ilyeneket mutatunk be az alábbi, 2.11 táblázatban.





[bookmark: _Toc334778122]2.11. táblázat: Néhány, terápiás célokra alkalmazott enzim és enzimkészítmény

		Enzim neve

		Enzimforrás

		Gyógyszernév

		Mi ellen? Mire?



		urát oxidáz

		Aspergillus flavus

		Uricozyme

		köszvény, hiperurikémia



		lipáz

		Rhizopus arrhizus

		

		emésztést elősegítő készítmények



		Pankreatin: pankreász enzimek keveréke: tripszin, kimotripszin, lipáz, α-amiláz)

		Sertés pankreász

		Cotazym, Kreon, Nutrizym,Pankreon, Panzytrat…

		emésztést elősegítő készítmények



		β-amiláz

		Aspergillus oryzae

		

		emésztést elősegítő



		β-galaktozidáz (Lactase)



		Kluyveromyces fragilis, A. oryzae,  A.niger

		Lactaid, Lactrase, SureLac

		laktóz intolerancia



		hialuronidáz

		Borjú here,

rDNS termék

		Hylase, Vitrase

		szívinfarktus



		urokináz

		humán vizelet vagy humán vese- sejttenyészet

		Abbokinase, Actosolv, Alphakinase, Rheothromb

		akut szívizom- infarktus



		VIII véralvadás faktor

		rekombináns CHO sejtek

		Recombinate, Bioclate

		hemofilia A



		Szöveti plazminogén aktivátor

		rekombináns CHO sejttenyészet

		Activase, Actilyse

		akut szívizom- infarktus; akut tüdőembólia; iszkémiás sztrók



		Dezoxi-ribonukleáz

		rekombináns CHO sejttenyészet

		Pulmozyme

		krónikus obstruktív 

tüdőbaj





2.8.2. 	Enzimek felhasználása analitikai célokra

Az enzimek analitikai célra történő felhasználása megkülönböztetendő az enzimanalitikától, ugyanis utóbbi esetben magának az enzimnek a mennyiségét, aktivitását mérjük, míg előbbi esetben az enzim segítségével tudunk anyagmennyiségeket meghatározni. Ebben az alfejezetben csak erről beszélünk, hiszen az aktivitásmérés alapjaival az enzimkinetika kapcsán megismerkedtünk.

Analitikai célra az enzimek a következőképpen alkalmazhatók:

– 	Amikor az analitikum az enzimes reakció szubsztrátja.

– 	Amikor az enzimet valamely analitikai meghatározás során csupán markerként alkalmazzuk (immunanalatika).

– 	Amikor a rekció inhibitora az analitikum.

– 	Amikor az enzim enzimelektródok, bioszenzorok felépítésében vesz részt.



Szubsztrátnak mint analitikumnak a meghatározása  során az enzimes reakciót végpontjáig, azaz teljesen le kell játszatni, és ekkor, ha az elfogyó szubsztrát vagy a keletkező termék valamilyen mérhető változást okoz (például színváltozást, spektrumváltozást, pH-változást stb.), akkor ezekből a változásokból következtetünk az analitikum mennyiségére. Ennek lényegét a húgysav-allantoin átalakuláson mutatjuk be. A reakció során a húgysavat mint szubsztrátot mérjük az urát oxidáz enzim segítségével. A diagnosztikai jelentőségű eljárás lényegét a 2.69. ábra mutatja be. A mérés alapja az, hogy a reakció során képződő allantoin nem nyel el 293 nm-en, így a mérés során jelentkező abszorbanciacsökkenésből (a fajlagos abszorbancia ismeretében) az S, azaz a húgysav mennyisége, koncentrációja kiszámítható.

[image: 2-69-ÁBRA-URÁTOXIDÁZ]

[bookmark: _Toc334777798]2.69. ábra: Szubsztrátmeghatározás végpontig futtatott enzimes reakcióval 

Amikor nincs közvetlenül mérhető változás a reakció során, megoldás, ha a főreakcióhoz (az ábrán segédreakció: hiszen ennek segítségével mérjük a glükózt) egy további indikátorreakciót kapcsolunk. Erre példát szolgáltat a 2.70. ábra, amelyen a glükóznak hexokináz enzimmel történő meghatározását vázoltuk fel. Ez a reakció nem jár mérhető változással, ezért a képződött G6P-ot egy további reakcióban egy további enzimmel, a foszfoglükonát-dehidrogenázzal 6-P-glükonáttá oxidáljuk. Utóbbi reakciót a NADP koszubsztrát redukálódása NADPH-vá teszi mérhetővé, mivel a redukált koenzimnek jellegzetes elnyelési maximuma van 340 nm-en (ez a jellemző mérési módszer minden NADH képződéses rekció esetén!).

[image: 2-70-ÁBRA-indreakció.JPG]

[bookmark: _Toc334777799]2.70. ábra: Szubsztrátmeghatározás indikátorreakció segítségével

Kifejezetten markerként akalmazzák az enzimeket az immunanalitikai meghatározásokban.Ezt csupán egy szedvics ELISA eljárás sémáján keresztül mutatjuk be a 2.71. ábrán, ilyen eljárásokkal más tárgyak keretében találkozhatunk részletesen.



Az enzimkinetika ismeretében megállapíthatjuk, hogy kinetikai mérés közvetlenül csak akkor használható S mint analitikum meghatározására, ha S<<Km, azaz, ha a M–M-hiperbola kezdeti lineáris szakaszán vagyunk. Ekkor kalibrációs görbe ismeretében reakciósebesség-méréssel ismeretlen S koncentráció meghatározható (lásd 2.72. ábra). Ilyen módszereket elsősorban automatikus analizátorok felhasználása esetén (pl. FIA, flow injection analysis) alkalmaznak.



[image: 2-71-ábra-Elisa]

[bookmark: _Toc334777800]2.71. ábra: Enzimfelhasználás indikátorként ELISA eljárásban

[image: 2-72-ábra-kinetikai mérés]

[bookmark: _Toc334777801]2.72. ábra: Szubsztrátmeghatározás kinetikai mérés alapján

Ellenkező esetben, azaz, ha S>>Km, csak inhibitor vagy aktivátor mint analitikumok koncentráció- meghatározása lehetséges, ha az enzimes reakció reciprok sebessége arányos az inhibitor vagy aktivátor koncentrációjával, azaz a Dixon-ábrázolás lineáris. Ilyen módszereket alkalmaznak például a növényvédőszerek esetében vagy a diagnosztikában enziminhibitorok (pl. heparin) meghatározására.

Enzimelektródok, bioszenzorok esetében rögzített enzimeket vagy teljes sejteket alkalmaznak. A bioszenzorok általános felépítését szemlélteti a 2.73. ábra. Az enzimelektródok amperometriás vagy potenciometriás elven működnek. Egy amperometriás elven működő glükózelektródot mutat be a 2.74. ábra. Itt tulajdonképpen egy oldott oxigént mérő elektód membránfelületére van felhordva egy gélben rögzített glükózoxidáz enzim (és kataláz!) és ezt a rögzített enzimet is egy membrán határolja, amely a meghatározandó szubsztrátra, a glükózra és a termék glükonsavra is áteresztő. A reakció során csökken a gélben az oldott oxigén koncentrációja, és ezt a csökkenést detektálja az oxigénelektród (lásd a 4.8.3.1. Oldott oxigén mérése c. fejezetet).

Potenciometrikus elven működő enzimelektródot szemléltet a 2.75. ábra, amelynél a mérőelektród egy pH–üvegelektród, itt az üveggömbre van felhordva a gélben rögzített enzim. Ilyen enzimelektród mindazon esetekben alkalmazható, amikor az enzimes reakciót sztöhiometrikus H+-ionkoncentráció-változás kíséri. Ez közvetlen protonképződéssel járó vagy pl. NH3 felszabadulással járó rekciókat is jelenthet. Néhány példát szemléltet az ábra.

Mindkét típus esetében tehát az enzimes reakciót egy segédelektróddal kötik össze. Ma már olyan esetekben, amikor az enzimes reakció során elektronátmenet történik (NAD-, FAD-mediált reakciók), lehetőség van arra is, hogy ezt az elektronátadást közvetlenül mérhető jellé alakítsák. Ilyen sókat láthatunk a 2.76. ábrán.

[image: 2-73-ábra-bioszenzorfelépítés]

[bookmark: _Toc334777802]2.73. ábra: Bioszenzorok felépítése

[image: 2-74-ábra-GOD-mérőelektród]

[bookmark: a_2_74][bookmark: _Toc334777803]2.74. ábra: Glükózelektród felépítése

[image: 2-75ábra-potencio]

[bookmark: _Toc334777804]2.75. ábra: Potenciometrikus enzimelektródok felépítése

[image: 2-76-ábra-elektronvezetők.jpg]

[bookmark: _Toc334777805]2.76. ábra: Elektronátadó sók

Ma már egy sor, főképpen az orvosi diagnosztikában fontos meghatározást enzimelektródákkal (is) végeznek, pl.: glükóz (vércukor), alkohol (véralkohol), koleszterin, zsírok, peptidek stb.

2.8.3. 	Néhány fontosabb enzimtechnológiai alapfogalom

Az enzimes technológiák során különböző reaktorokat használnak fel, ezek szakaszos vagy folytonos működésűek lehetnek. Néhány jellegzetes és fontosabb enzimes reaktor sematikus ábráját a 2.77. ábrán mutatjuk be.

[image: ]

[bookmark: _Toc334777806]2.77. ábra: Enzimes reaktorok

Az enzimreaktorban történő átalakulások fontos jellemzői és egyben a legfontosabb enzimtechnológiai alapfogalmak a konverzió és a hozam. Ezek definíció szerint a következők:



Konverzió: átalakult mólok száma/ kiindulási mólok száma



		(2.71)

Hozam = yield: szintetizált mólok száma/ kiindulási mólok száma



		(2.72)

ahol 	nP termék  mólszáma a reakció végén

		nP0 termék mólszáma a reakció elején

		nS0 szubsztrát mólszáma a reakció elején

		νS a szubsztrát sztöhiometriai faktora (a reakcióban hány mól vesz részt)

		νP a termék sztöhiometriai faktora (a reakcióban hány mól képződik).



Fontos jellemzője az enzimes reakciónak az is, hogy a konvertált molekulák milyen mértékben alakulnak a kívánt termékmolekulákká, ez a szelektivitás, amelyet a következőképpen definiálunk:



Szelektivitás: szintetizált mólok száma / konvertált mólok száma



		(2.73)

Egy enzim szelektivitása természetesen annál jobb, minél közelebb van e szám az egységhez. Minél távolabb van egytől, annál több melléktermék, illetve szennyezés jelenik meg a reakcióban.

A bevezetett három fogalom között nem nehéz felfedezni az összefüggést, azaz



		(2.74)

Gyakran az enzimes technológiák során azt használják ki, hogy az enzimek sztereospecifitással is rendelkeznek. Ekkor fontos jellemzője az átalakulásnak az enantiomer felesleg. Ez definíciószerűen a két enantiomer koncentrációja különbségének viszonya azok összegéhez, azaz azt méri, hogy egy adott enantiomer az egészhez képest mennyire van túlsúlyban, feleslegben, vagyis végső soron a termék adott enantiomerre vonatkozó „tisztaságát” adja meg:



		(2.75)

A képletben eeR az R konformációra vonatkozó enantiomer felesleg, nR és nS sorrendben az R és S konformációjú termék mólszáma. (2.75) természetesen eeS-re is felírható.



Egy enzim sztereoszelektivitása pedig az S- és az R-enantiomer átalakítási (képződési) sebességének hányadosa egy racém keverékből. Ez a sebességhányados a következőképpen számítható ki az előbbiekben definiált enantiomer feleslegekből:



		(2.76)

Ez az egyenlet az S képződésére vonatkozóan adja meg a sztereoszelektivitást, természetesen az indexek cseréjével ez R-re is felírható.



[bookmark: _Toc300502206][bookmark: _Toc334705679]2.9. 	Allosztérikus enzimek

2.9.1. 	Bevezetés

Az enzimek hatásának szabályozásában, a metabolikus regulációban enzim- és génszinten többféle szabályozási mechanizmus érvényesül:

– A sebesség csökken, amikor a termék koncentrációja nő, ez a termékinhibíció.

– Sebességfüggés a S-koncentrációtól: S-V összefüggés, S-inhibíció.

– Genetikai kontroll: indukció, represszió.

– Az enzimek kovalens módosítása: az enzim pl. foszforilezés után lesz aktív, vagy fordítva.

– Zymogének, isozymek és modulátorfehérjék szerepe.

– Allosztérikus vielkedés, effektorok működése.



E hatások közül e helyütt az allosztériával foglalkozunk. Vannak allosztérikus fehérjék, mint a hemoglobin, amelyek a klasszikus definícó értelmében[footnoteRef:9] nem enzimek, de az allosztéria megértésében ezek vizsgálata vitt leginkább előre, ezért a továbbiakban nemcsak az allosztérikus enzimekre vonatkoznak megállapításaink, hanem minden allosztérikus fehérjére. Elöljáróban néhány fogalmat definiálunk, illetve tisztázunk. [9:  Ezért ma többen vitatják azt a definíciót, amely reakcióhoz köti az enzimfogalmat.] 




Az allosztéria szó jelentése: allos = más, egyéb; sztérikus = tér-, térbeli; az elnevezés arra utal, hogy valamilyen (az allosztérikus) hatás valahol ( az enzimen) másutt hat.



Allosztérikus fehérje: olyan fehérje, amely két vagy több topológiailag különböző kötőhelyet tartalmaz, és ezek funkcionális kölcsönhatásban vannak egymással. Azaz legalább két hely van különböző pozícióban, amelyek képesek ligandumokat (S, I…) megkötni. Egy ligandum megkötése az egyik helyen módosítja a többi helyet. Az allosztérikus fehérjék jó része enzim, de mint láttuk, nem kizárólag.



Kooperativitás

A kooperativitás a fehérje kismolekula kötésére vonatkozó affinitásának módosítása egy előzőleg megkötött másik kismolekula által.

Az ezt jellemző kötési állandó olyan, mint Ks, illetve Ki, amelyek disszociációs konstansok és a kötés erősségét mutatják(!). A kooperativitás vagy pozitív, vagy negatív, előbbi, ha egy molekula megkötése elősegíti a másik molekula megkötését, azaz csökkenti a kötési állandót.

A megkötött két ligandum lehet kémiailag azonos (pl. mindkettő S), ez a homotróp hatás, vagy különböző (pl. inhibitor és S, vagy aktivátor és S ) ez a heterotróp kooperativitás.



Több (sok, de legalább kettő) enzimalegységből felépülő oligomer, azaz negyedleges szerkezettel is rendelkező enzimről beszélünk, amely több szubsztrátumátalakító aktív hellyel rendelkezik. Az ilyen enzimek a több kötőhelyes enzimek, és az úgynevezett allosztérikus enzimek. Az allosztérikus enzimek tulajdonságainak, kinetikájának megtárgyalása előtt foglalkozzunk először általánosságban a több kötőhelyes enzimekkel. 

Az első esetre tekintsünk egy egyszerű példát, amikor az enzim dimer, mindkét komponensének egy aktív centruma van, és az egyik aktív centrumhoz történő szubsztrátkötés nincs hatással a másik szubsztrát kötődésére. Ennek egyszerűsített mechanizmusa az alábbi:

[image: ]



		(2.77)

Vegyük észre, hogy itt a számlálóban két tag van, mivel kétféle komplexből is lesz termék. A nevező azt a tényt mutatja, hogy háromféle enzim van jelen: az E szabad enzim, az egyszeres S-kötéssel rendelkező és a kétszeres S-kötéssel rendelkező komplex. A kettes szorzó a nevezőben arra utal, hogy valójában kétféle egyszeres kötésű komplex van, de ezek azonosan viselkednek.

Általánosan, ha egy olyan enzimet vizsgálunk, amelynek n aktív helye van, amelyek azonosak és egymás S-kötését nem befolyásolják, akkor a kinetikai egyenlet a következő alakú lesz:



		(2.78)

A (2.78) egyenlet azt mutatja, hogy ugyanolyan összefüggést kaptunk, mint egy egyszerű, egy kötőhelyes enzim reakciója esetén, azaz nem lehet tudni egy adott esetben, hogy egy X mennyiségű és n aktív helyet tartalmazó enzimmel van-e dolgunk, vagy  n-szer annyi enzimünk van (nX), de csak egy aktív hellyel rendelkezik minden molekula.



Más a helyzet az igazi allosztérikus enzimek esetében. Ezeknél a szubsztrát kötése hat a másik (harmadik, negyedik stb.) szubsztrát kötésére. A két aktívhelyes, legegyszerűbb esetben ezt a hatást az 
SE [image: ] SES, illetve ES [image: ]  SES átalakulás Ks egyensúlyi állandójának a szorzófaktorral való módosításával vehetjük figyelembe, ahol ha a1,akkor az egyik S a másik kötődését elősegíti, azaz nő az affinitás, ekkor a kooperativitás pozitív, viszont ha a>1, akkor a kooperativitás negatív. A sebességi egyenlet a következő:



		(2.79)

Láthatóan az a koefficiens miatt ez nem redukálódik az egyszerű Michaelis–Menten-alakra.

Ebből már következtethetünk arra, hogy ezek az enzimek nem lesznek leírhatóak az egyszerű Michaelis–Menten-kinetikával, V-S görbéjük nem egy derékszögű hiperbola.

2.9.2. 	Az allosztérikus enzimek tulajdonságai

Az allosztérikus enzimek szigmoid kinetikát mutatnak, azaz a V-S görbéjük a 2.78. ábrán látható alakú.
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[bookmark: _Toc334777807]2.78. ábra: Allosztérikus enzim sebesség-szubsztrátkoncentráció görbéje

Alapvető különbség tehát a M–M-kinetikától, hogy a görbe elején van egy „lábazat vagy kapaszkodó”, ahol a S változása csak nagyon kis mértékben növeli a sebességet, nagyobb szubsztrát- koncentrációknál a változás kifejezettebb, és még tovább növekedő S-koncentrációknál nagyon hasonló lesz a M–M-görbéhez.  Az ilyen görbe pozitív kooperativitást jelent. Kis S-nél csak kevés aktív hely kötött szubsztrátot, és ezeknek kicsi az affinitása, ezért a S hozzáadása csak csekély mértékben növeli a V-t. De ahogy egyre több és több S kötődik, ez növeli a S-kötő képességet, azaz nő a görbe meredeksége. Még nagyobb S-koncentrációknál azonban a M–M-hez hasonlóan a S-telítés válik dominálóvá.

Kérdés, hogy vajon a S-V görbe mindig szigmoid-e egy allosztérikus enzim esetében? A válasz nem, bár általánosan elterjedt nézet az ellenkezője. Például kétszubsztrátos enzimeknél (lásd a 2.5. Többszubsztrátos reakciók c. fejezetet), amelyeknél mindkét S-ra külön-külön fel lehet rajzolni egy S-V görbét, az az egyikre nézve szigmoid lehet (azaz pozitív kooperativitás van), a másikra nézve pedig hiperbolikus lehet (azaz nincs kooperativitás), pedig ebben az esetben nyilvánvalóan csak egy allosztérikus enzimről lehet szó.

2.9.3. 	Effektorok hatása az allosztérikus enzimekre

Az allosztérikus inhibitoroknak és aktivátoroknak a hatásai nyomatékosítják az alloenzimek fő szerepét, ugyanis az enzimkatalizálta reakciók ezek által történő sebességbefolyásolása az anyagcsere- utak szabályozásának egyik legfontosabb enzimszintű lehetősége. A következő 2.79. ábra azt mutatja, hogy hogyan változtatják meg az aktivátorok, illetve az inhibitorok a kinetikai görbét abban az esetben, ha az enzim pozitív S-kooperativitással rendelkezik. A középső görbe a tipikus szigmoid +koop alloenzim görbéje. Az, hogy az inhibitor minden S-koncentrációnál csökkenti, az aktivátor pedig növeli a reakciósebességet, nem nagy csoda (hiszen ettől aktivátor vagy inhibitor), de az már figyelemre méltó, hogy míg a növekvő inhibitorkoncentráció növeli a szigmoiditást, addig a növekvő aktivátorkoncentráció egyre inkább a hiperbolikus viselkedés felé tolja el a kinetikát!

[image: 2-79-ábra-effektorok]

[bookmark: _Toc334777808]2.79. ábra: Effektorok hatása az alloenzimekre

Ez azt jelenti, hogy egy allosztérikus inhibitor növeli a S-kooperativitást, míg egy allosztérikus aktivátor csökkenti azt.

Az is látszik, hogy az összes görbe ugyanoda tart, azaz Vmax azonos, itt tehát csak a látszólagos Km változik: ezeket K-rendszereknek nevezik. ((Bizonyos enzimeknél a Vmax (is) változik, ezek a V-rendszerek)).

Érdekes hatása van az ismert denaturáló kémiai ágenseknek az allosztérikus enzimekre. Ha gyenge ilyen hatásnak teszünk ki egy alloenzimet, gyakran veszítenek allosztérikus tulajdonságukból (a S- kooperativitásból) miközben megtartják katalitikus aktivitásukat. Ez is azt mutatja, hogy az enzim térszerkezetének van vitális szerepe a működésükben.

Fontos tulajdonsága az allosztérikus enzimeknek, hogy van negyedleges szerkezetük, azaz polimer enzimek: különálló alegységekből (subunit), fehérjeláncokból állnak, amelyek egymáshoz gyenge kölcsönhatásokkal (H-híd, hidrofób kölcsönhatás) kapcsolódnak. Egy allosztérikus enzimnek egy sor aktív helye van, a legegyszerűbb esetben minden alegységen egy, amelyek mindegyike hordozza az enzimet jellemző katalitikus hatást. Ezeknek az alegységi aktív helyeknek a kölcsönhatása jelenti a S-kooperativitást. Vagyis egy tipikus alloenzim esetében egy S-molekulának az egyik alegység aktív helyéhez kötődése olyan konformációváltozást okoz, amely megnöveli a másik alegység aktív helyének S-kötő képességét – ez a pozitív kooprativitás.

Mivel az alegységek csak gyenge kötésekkel vannak egymáshoz csatolva, ezért könnyen leválnak egymásról, illetve újra egyesülnek egymással. Ennek eredményeképpen egy alloenzimoldatban gyakran egyensúlyt mutat a komplett enzim és az alegységek között.

Komplex enzimek esetében átmeneti formák is lehetségesek ezen határesetek között, amelyek esetében a komplett enzimnél gyengébben összekötött alegységkombinációk is létezhetnek. Lehet, hogy ekkor pl. az egyszerű egyedülálló alegység katalitikusan nem is aktív. A legkisebb katalitikusan már aktív struktúrát PROTOMER-nek nevezzük. Az előbbi komplex egyensúly a teljes enzim, a különböző komplexek, az alegységek között nagymértékben befolyásolható különböző ligandumokkal (maga a S vagy effektorok, vagy a reakció terméke).

2.9.4. 	Hill-egyenlet és a szigmoid görbék

Ha az enzimnek n ekvivalens aktív helye van, és az úgynevezett kölcsönhatási vagy kooperativitási állandók, a,b,c... stb. igen kicsik, azaz az enzim igazán csak akkor aktív, ha valamennyi kötőhelyét elfoglalták a szubsztrátmolekulák, akkor a kinetikai egyenletben a szubsztrát n-edik hatványát tartalmazó tag fog dominálni (= az n-1, n-2 stb. szubsztrátot kötött enzim aktivitása elhanyagolható). A (2.79) egyenlet általános alakja:



		 (2.80)

Ez az úgynevezett Hill-egyenlet, olyan allosztérikus enzimek viselkedésének leírására, amelyekben  n a molekulánkénti aktív helyek száma, és



	,	 (2.81)

ami tehát a komplex disszociációs állandón kívül magába foglalja az a,b,c... z kooperativitási állandókat is. Jegyezzük meg, hogy ez a K’ nem a Vmax/2-höz tartozó szubsztrátkoncentrációt jelenti, hanem  annak az n-edik hatványát (ezért is kétféleképpen szokták az egyenletet felírni). Így igazak az alábbi kapcsolatok is:





A Hill-egyenletet tehát a következő két formában szoktuk felírni:



		(2.82)

Utóbbi formában a K0,5 valóban a félmaximumhoz tartozó S-koncentrációt jelenti.

[image: 2-80-ábra-nhatása]



[bookmark: _Toc334777809]2.80. ábra: A Hill-koefficiens hatása az alloenzimek kinetikájára

A Hill-koefficiens n a szubsztrátkooperativitás mértéke. Ha n=1, az egyenletből látszik, hogy az átmegy a M–M-egyenletbe, azaz az allosztéria, a S kooperativitás eltűnik. (l. az alábbi görbe n=1-nél hiperbolikus!). Ha n értéke nagyobb mint egy, nő a S-kooperativitás, azaz a görbék egyre inkább szigmoidok, amint az alábbi ábra mutatja.

A linearizált sebességi görbék, mint a L–B és Hanes-görbék nagyon eltérnek a hiperbolikus M–M- enzimek görbéitől, azaz nem egyenesek!

[image: 2-81-ábra-LB]

[bookmark: _Toc334777810]2.81. ábra: Lineweaver–Burk-ábrázolás alloenzimek esetén
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Ezek az ábrázolások tehát nem alkalmasak a kinetikai paraméterek meghatározására. Ebben az esetben is ismerünk azonban egy jellegzetes linarizációs ábrázolásmódot, a Hill-egyenlet transzformálásával:







 átrendezve:  majd logaritmálva . Ez utóbbi alakot ábrázolhatjuk, és ekkor a 2.83. ábrát nyerjük.
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Tudni kell, hogy a nagyon kis és a nagyon nagy S-nél eltérés van az egyenestől, a két szélső tartományban jobb oldalon lefelé, a bal oldalon pedig felfelé elhajlik a görbe.



A Hill-ábrázolás egyik fő nehézsége, hogy szükséges hozzá a Vmax-ot ismerni. Sajnos, mint láttuk, a linearizációs módszerek nem adnak egyenest, így alkalmatlanok Vmax meghatározására. (Egyébként, ha nem S, hanem Sn lenne, amit ábrázolnánk, akkor a linearizált görbék itt is egyenesek lennének, de ehhez meg az n-t kellene ismerni.)

Ezért a követhető eljárás egy iteráció. Valamelyik linearizációs módszerrel meghatározunk egy durva becslést Vmax-ra. Ennek segítségével a Hill-görbéből kaphatunk egy n-t, majd ismételjük meg pl. a L–B-ábrázolást,de most már Sn-t alkalmazva, ez ad egy jobb Vmax-ot, és így tovább, amíg a tetszőleges pontosságot elérjük.

Másik lehetőség (ma már nyilván ez lehet a célravezetőbb!) egy nem lineáris regresszió számítása a Hill-egyenlet illesztésére.

A Hill-egyenlet tulajdonságait, a kooperarivitás hatását, az egyenlet illesztését kísérleti pontokhoz tanulmányozhatjuk a 2.6. szimuláción.
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2.9.5. 	A kooperativitás előnyei

Noha nincs minden allosztérikus enzim esetében S-kooperativitás, de a legtöbb esetben van, azaz kell hogy legyen valamiféle metabolikus előnye annak, ha egy enzim rendelkezik pozitív kooperativitással. Míg az allosztérikus inhibitorok és aktivátorok szerepe, fontossága teljesen természetes, ha a metabolikus folyamatokra gondolunk, addig a S-kooperativitás nem ilyen egyszerűen megérthető.

Tekintsük meg az alábbi ábrát, és nézzük a hiperbolikus görbét először: igen nagy S-koncentráció- változás kell ahhoz, hogy a Vmax 10%-áról 90%-ra növekedjék a sebesség, 81-szeres növekedés szükséges a szubsztrátkoncentrációban, ha 9-szeres növekedést akarunk a sebességben. Ugyanakkor pl. n=4 esetében ugyanerre csak 3-szoros S-koncentráció-növekedésre van szükség.

Még jobban látszik ez, ha negatív a kooperativitás, hiszen az n=0,5 esetében 6561-szeresre kell növelni a S-koncentrációt ahhoz, hogy a sebesség a 10-ről 90%-ra növekedjék! (Ez egyébként hasznos is lehet, pl. koszubsztrát esetén. Ez azért izgalmas, mert „függetlenül” a koncentrációjától egy közel állandó reakciósebességet tud biztosítani).

A pozitív kooperativitás azt jelenti tehát, hogy a reakciósebesség sokkal érzékenyebb a S-koncentráció-változásra, mint egy Michelis–Menten-kinetikát követő enzim esetében várható.

[image: 2-84-ábra-met]
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2.9.6. 	Az allosztéria mechanizmusa

Két modellt dolgoztak ki az allosztéria mechanizmusának magyarázatára, az egyik az 1965-ben MONOD, WYMAN és CHANGEUX által kidolgozott szimmetriamodell (MWC), más néven concerted hipotézis, a másik pedig az 1966-ban publikált KOSHLAND, NÉMETHY és FILMER nevéhez fűződő szekvenciális hipotézis (KNF).



Szimmetriamodell (concerted hipotézis)



Ez a modell egyszerűen és elegánsan magyarázza az allosztérikus enzimek pozitív S-kooperativitását és az allosztérikus effektorok hatását.  Eszerint egy allosztérikus fehérje alegységekből áll, amelyek két különböző konformációban létezhetnek: relaxált – R, illetve feszült, azaz T (tense) állapotban. Az alegységek egy adott enzimnél olyan kapcsolatban vannak egymással, hogy vagy mindegyik R, vagy mindegyik T konformációjú. Oldatban a két állapot között egyensúly alakul ki a 2.85. ábra szerint.
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[bookmark: _Toc334777814]2.85. ábra: T→ R átmenet a szimmetriamodell szerint

A modell feltételezi, hogy oldatban, S és effektorok távollétében (azaz nincs ligandum) az egyensúly nagymértékben balra van eltolva, azaz közel az összes enzim T konformációjú.

A két állapotban az aktív helyek térszerkezete olyan, hogy az R konformációnak nagyobb az affinitása a szubsztráthoz, mint a T-nek (ami nem jelenti, hogy a T ne tudna szubsztrátot kötni, csak kevésbé erősen).

Ha egy kis mennyiségű S kerül a rendszerbe, az tehát nagyobb valószínűséggel R-hez fog kötődni. Ekkor azonban az előbbi egyensúly eltolódik jobbra, hiszen elvontunk egy R-t a rendszerből. Következésképpen az R konfigurációjú enzimek mennyisége T rovására nőni fog. Ugyanakkor a nagyobb S-affinitás miatt ez a folyamat továbbmegy, azaz egyre több lesz az R, azaz a nagyobb S- kötő képesség, míg végül valamennyi T át nem alakul R-ré. Ez a folyamat a következő ábrán jól követhető, és a satírozott sáv jelöli ki a kooperativitás hatására bekövetkező változási irányt. A ligandumkötött enzimkoncentrációnak az összeshez való arányát az ún. Adair-egyenlet adja meg, a 2.86. ábra értelmezése szerint.



		(2.83)

Az Adair-egyenlet homotróp alloenzimekre vonatkozik, és n a kötőhelyek számát jelenti.

Az effektorok hatását illetően megállapíthatjuk, hogy egy aktivátor inkább az R állapothoz kötődik, míg egy inhibitor pedig a T konformációhoz: a hatás az egyensúly eltolásán keresztül a fentiekhez hasonló, azaz az aktivátor elősegíti, az inhibitor gátolja a S kötődését, előbbi esetben csökkentve a S-kooperativitást(!), utóbbiban pedig növelve azt. Nagy mennyiségű aktivátor úgy tolja el az egyensúlyt, hogy közel minden enzimmolekula R konformációjú lesz, azaz nincs további kooperativitás, a V-S görbe hiperbolává válik. Inhibitor esetében a dolog fordított: az egyensúly balra tolódik, nagyobb mennyiségű szubsztrát kell ugyanolyan kooperatív változás eléréséhez, a szigmoiditás tehát nő.
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KNF szekvenciális hipotézis

Az előzőekkel szemben e modell értelmében egy komplett enzimen belül az egyes alegységek nem azonosak, azaz T és R vegyesen is előfordulhat. Itt is egyensúly van oldatban a következő 2.87. ábrának megfelelően
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A hipotézis szerint a S nagyon direkt hatást gyakorol az enzim konformációjára. S távollétében gyakorlatilag az összes enzim T formában van jelen, és ennek igen kicsiny az affinitása a szubsztráthoz. Ha egy T alegység szubsztrátot köt (ha még oly kis affinitással is), akkor az indukált illeszkedés értelmében az az alegység átalakul R állapotúvá. Most már egy alegység R, a többi alegység T konformációjú, de az alegységek közötti kölcsönhatás miatt a többi is inkább az R felé tendál átalakulni. Ez az átalakulás akár a S-kötés előtt, akár azzal egyidejűleg végbemehet.

Az egyensúly jobbra tolódik, ha akár csak egy szubsztrátot már megkötött „eddig-csupa-T” létrejött. A 2.88. ábrán mutatott mechanizmusban itt is a nyíl jelenti a legvalószínűbb átalakulási irányt.



Aktivátor hatása ugyanolyan, mintha S kötődne, azaz elősegíti a jobb S-kötést (noha persze az a protein másik kötőhelyére kapcsolódik) míg az inhibitorhatást úgy kell elképzelni, hogy még rigidebbé teszi a T alakot, azaz megnehezíti az R-ré konformálódás folyamatát.

[image: 2-88-ábra-KNFmodell]
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A negatív S-kooperativitás  ritka, de előfordul, ezt a M–W–C-modell nem képes megmagyarázni, míg az utóbbi igen. Ez azt sugallja, hogy az utóbbi jobb modell, de ennek az ellenkezőjére is vannak bizonyítékok. Ugyanakkor van annak is bizonyítéka, mintha a két modell valamiféle vegyüléke lenne, igaz pl. ez a helyzet a hemoglobin esetében. 

2.9.7. 	Az allosztéria példái

Egy rendkívül komplex allosztérikus enzim az aszpartát transzkarbamoiláz (ATCáz) (=karbamoiltranszferáz), amely a pirimidin-bioszintézisban játszik jelentős szerepet, és a következő reakciót katalizálja:

Karbamoil-foszfát  +  Aszpartát             N-karbamoil-aszpartát  +  Pi

Az E. coli-ból izolált ilyen enzim nem kevesebb mint 12 alegységből épül fel. Két katalitikus komponense van, amelyek mindegyike 3 azonos alegységből áll. Ezenkívül három regulációs komponense van, amelyek mindegyike további két alegységből épül fel (2.88. ábra).

A komplex enzim pozitív homotróp kooperativitást, allosztériát mutat mindkét megkötendő szubsztrát tekintetében. Az ATP heterotróp aktivátor, míg a CTP ugyancsak heterotróp inhibitorként viselkedik. A katalitikus és regulátor komponensek elválaszthatóak egymástól, a katalitikus magában is enzimként viselkedik, azaz katalizálja a reakciót, de nem allosztérikus: nem mutat S-kooperativitást. A regulátor egységek természetesen nem katalizálnak, de inhibitor (CTP), illetve aktivátor (ATP) megkötésére képesek. 

[image: 2-89-ábra-ATCáz.JPG]
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Az enzim szerkezete a http://www.pdb.org/pdb/explore/jmol.do?structureId=1R0B&bionumber=1 webhelyen megtalálható.

Másik példaként a (klasszikus definíció értelmében) nem enzimtulajdonságú hemoglobinnak a viselkedését érdemes tanulmányozni.

A hemoglobin a mioglobinnal együtt az emlősök O2-ellátásában, előbbi az oxigén felvételében és a szövetekbe szállításában és leadásában, utóbbi pedig az izomban az O2  raktározásában/leadásában játszik szerepet. A Hb allosztérikus, míg a mioglobin nem allosztérikus enzim.

A hemoglobin szerkezetét két ekvivalens α és ugyancsak két β lánc építi fel, amelyek mindegyikében O2-kötő hem-csoport található. Az oxigénkötés mechanizmusát magyarázó, az allosztéria mibenlétét megvilágító két ismertetett modellt éppen a hemoglobinnal kapcsolatban vezették be. Egy animáción (2.9. animáció) mutatjuk be a hemoglobinnak a tárgyalt szimmetriamodell szerinti allosztérikus viselkedését. Valójában a két modell valamiféle egyesítése írja le leghitelesebben a hemoglobin allosztérikus viselkedését.[footnoteRef:10] [10:  Részletek a Biokémia tankönyvekben, pl. Voet és Voet: Biochemistry, J. Wiley and Sons, Inc, 1995.] 
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A hemoglobin nemcsak az oxigént, de a CO2-ot és a H+-t is szállítja: ezek szövetekben keletkezett mennyiségének mintegy 20%-át a Hb szállítja, előbbit a tüdőbe, utóbbit a vesébe juttatja. E szállításon kívül ráadásul ezek heterotróp effektorok is az oxigén kötődésére nézve: amikor a CO2, illetve H+ koncentrációja relatíve magas a szövetben, akkor kötődésük a Hb-hoz annak T állapotát segíti elő, azaz affinitása az O2-hez kisebb lesz, oxigént ad le a szövetben (épp erre van ilyenkor szükség). A tüdőben viszont, ahol a CO2-tenzió kisebb (csökken), CO2-leadás történik a Hb-ból. Ez nemcsak csökkenti a CO2 és a H+ koncentrációját, de el is tolja a Hb konformációját R irányba, ami nagyobb affinitású állapot az O2-re nézve, azaz a tüdőben az oxigénmegkötés erős lesz. Ez az ún. Bohr-effektus, a CO2 és a H+ pedig negatív effektorok.

Mindkettő máshova kötődik a fehérjén: a H+ a His146 aminosavhoz, azaz a β alegység C-terminálisához kötődik, és ez a kötődés egy a T állapotot stabilizáló sóhidat hoz létre. Ezzel szemben a CO2 pedig az N-terminális aminocsoportjához kötődik valamennyi alegységen, és egy karbamino-származékot hoz létre [R-NH2 + CO2 ↔ R-NH-COO-], azaz negatív töltés alakul ki a N-terminálison, ami újabb sóhidakat tud létrehozni, s így ugyancsak stabilizálja a T konformációt.

Összefoglalásként és szerzett tudásunk ellenőrzéseképpen tekintsük meg a 2.10. interaktív animációt.





[bookmark: _Toc334778072]2.10. animáció: Önellenőrzés: allosztérikus enzimek

[bookmark: _2.10.__Transzportfolyamatok][bookmark: _Toc300502207][bookmark: _Toc334705680]2.10. 	Transzportfolyamatok kinetikája

Ionoknak és töltéssel nem rendelkező molekuláknak a szabályozott átvitele a sejtekbe, és ugyanígy az anyagcseretermékeknek a sejtekből a környezetbe irányuló transzportja alapvető fontosságú a sejtműködés szempontjából.

A transzportfolyamatok biztosítják a sejtek számára a környezettel megvalósuló anyagcsere-folyamatok lehetőségét: a tápanyagok felvételét és az anyagcsere termékeinek a leadását. E folyamatok tartják fenn a sejtösszetételt, a kiegyensúlyozott belső ozmotikus viszonyokat, sejten belüli pH-értékeket a különböző kompartmentekben, a transzport szabályozza a sejtek térfogatát, és így tovább.

A sejtekbe irányuló anyagtranszportnak alapvetően három fő lehetősége ismert, a passzív diffúzió és a szintén passzív hordozós vagy könnyített (facilitált) transzport, amely esetekben a transzportfolyamat iránya megegyezik a koncentrációgradiens irányával, és végül az aktív transzport és a csoportátvitel, amelynél az anyagáram koncentrációgradiens ellenében is történhet. E folyamatokat összefoglalóan és sematikusan szemlélteti a 2.89. ábra.

[image: 2-90-ábra-3transzport]

[bookmark: _Toc334777819]2.90. ábra: A transzportfolyamatok fajtái

Összefoglalóan a transzport fajtái a következők:

1. Passzív diffúzió – nem igényel energiát

2. (Passzív) könnyített diffúzió: fehérjekatalizált és nem igényel energiát

3. Aktív transzport: fehérjekatalizált és energiát igényel

	– direkt v. primer aktív transzport (pumpa)

	– indirekt v. másodlagos aktív transzport (kotranszport)



Az alábbi táblázat néhány szubsztrát- és metabolittermék baktériumok és gombasejtekbe/-ből történő transzportjának megvalósulási módját mutatja. Láthatóan a két mikrobacsoportba a legtöbb anyag hasonlóképpen transzportálódik, a cukrok kivételével, amelyek a baktériumokba aktív, míg a gombákba passzív transzporttal kerülnek be.

[bookmark: _Toc334778123]2.12. táblázat: Szubsztrátok és termékek transzportja sejtekbe, sejtekből

		Vegyület

		Baktériumok

		Gombák



		aminosavak

		aktív transzport (AT)

		AT



		glükóz

		AT (foszfotranszferáz és permeáz)

		könnyített diffúzió és AT



		laktóz

		AT foszfotranszferáz és permeáz)

		könnyített diffúzió és AT



		glicerin

		diffúzió és könnyített diffúzió

		diffúzió és könnyített diffúzió



		etanol

		diffúzió

		diffúzió



		tejsav

		AT és diffúzió

		diffúzió



		ecetsav

		diffúzió

		diffúzió



		szén-dioxid

		diffúzió

		diffúzió



		oxigén

		diffúzió

		diffúzió



		víz

		diffúzió

		diffúzió





2.10.1. 	Passzív diffúzió

A sejteket körülölelő citoplazmamembrán és a sejten belüli membránszerkezetek (mitokondrium, endoplazmatikus retikulum, Golgi-készülék, vakuolumok) mind megannyi transzportgátat jelentenek a különböző molekulák számára, elsősorban lipid-kettősréteg szerkezetük miatt. E lipid-kettősrétegek viszonylag könnyen átjárhatók a töltéssel nem rendelkező molekulák számára, míg az ionok, illetve egyéb töltéssel rendelkező molekulák transzportja a lipidmembránon keresztül igen lassú, gyakorlatilag zérus sebességű.

Azt találták, hogy közelítőleg lineáris összefüggés van a különböző molekulák membránon keresztül történő transzportját jellemző permeabilitási koefficiens és az adott anyagnak a lipidben és vízben mérhető megoszlási hányadosa, illetve oldhatósága között. A membránra vonatkoztatott megoszlási hányados



	,	(2.84)

amelyben az m index a membránra utal. A permeabilitási koefficiens a következőképpen számítható:



	,	(2.85)

ahol 	D az adott anyag membránban mérhető diffúziós állandója (cm2/s),

x a membrán vastagsága (cm).



A P permeabilitást gyakran alkalmazzák a tömegátadás számítására. Néhány értéket Collander (1949) Chara ceratophylla növényi sejtjeire mért értékeiből a következő táblázat tartalmaz.

[bookmark: _Toc334778124]2.13. táblázat: Molekulák permeabilitási koefficiensei és megoszlási hányadosai.
A megoszlási hányadosokat olivaolajban mérték (Nielsen–Villadsen: Bioreaction Engineering Principles, Table2.3)

		Vegyület

		Permeabilitási koefficiens(P)

cm.s-1

		Megoszlási hányados (K*)



		szén-dioxid

		0,45

		



		bikarbonát

		5,0·10-7

		



		víz

		6,6·10-4

		



		karbamid

		2,8·10-7

		1,51·0-4



		metanol

		2,5·10-4 

		



		etanol

		1,4·10-4

		



		etándiol

		1,7·10-5

		4,9·10-4



		1,2-propándiol

		

		1,71·0-3



		1,4-butándiol

		

		2,1·10-3 



		hangyasav

		

		1,51·0-2



		ecetsav

		

		3,0·10-2



		propionsav

		

		1,51·0-1



		vajsav

		

		4,4·10-1



		acetamid

		1,4·10-5

		8,3·10-4



		formamid

		2,01·0-5

		7,6·10-4



		laktamid

		1,5·10-6

		



		butiramid

		5,0·10-5 

		



		glükóz

		5,0·10-8

		



		glicerin

		2,0·10-7

		7,0·10-5







Kísérleti adatok hiányában szokták az alábbi egyenletet is alkalmazni P becslésére:



		(2.86)

Ebben az egyenletben az olaj itt is olivaolajat jelent, és M az adott anyag móltömege.



Diffúzív anyagtranszportot feltételezve a membránon átmenő anyagáram a következőképpen írható fel a Fick I. törvény szerint:



		(2.87)

Ahol	ci és ce sorrendben a belső és a sejten kívüli koncentráció (interiőr, exteriőr)

	A a sejt CM-ral határolt külső felülete (cm2)

	V a sejttérfogat (cm3), azaz  A/V a sejtek fajlagos felülete (cm-1)

	P a permeabilitási koefficiens (cm s-1)



A differenciálegyenlet megoldása a változók szétválasztásával lehetséges, feltételezve, hogy a sejten kívüli ce állandó (ami megtehető, hiszen pl. a tápközeg egy végtelen nagy forrás az egy sejthez képest):



		(2.88a)

vagy





		(2.88b)

Ha a kezdeti feltétel  ci0 = 0, akkor ez az egyenlet egyszerűsödik:



	,	(2.89)

ami azt mutatja, hogy az egyszerű diffúzív transzportnál a végtelen időben elérhető egyensúlyi állapotban a külső és a belső koncentráció egyenlővé válik.

A P permeabilitási állandó és a megoszlási hányados közötti fenti összefüggést tulajdonképpen úgy kapjuk, ha a (2.87) egyenletet membránban végbemenő diffúziójára írjuk fel (szemben az eredő, membránon keresztül történő diffúzióval) és feltételezzük, hogy a külső vizes fázis és a membrán, valamint a belső vizes fázis és a membrán között megoszlási egyensúly van. Ezt megtehetjük, mert a sebességmeghatározó lépés a membránban történő anyagátadás.

A sejtinteriőrbe került szubsztrátmolekulák az anyagcserefolyamatok mentén enzimes reakciókban továbbalakulnak intermedierekké. Ha a fenti képben ezt is figyelembe vesszük, feltételezve, hogy az első ilyen reakciót egy egyszerű M–M-kinetikát követő enzim katalizálja, akkor a sejten belüli szubsztrátkoncentráció változását a következőképpen írhatjuk fel:



		(2.90)

Állandósult állapotban (azaz, ha a bejövő anyag ugyanakkora sebességgel alakul át, mint amekkorával transzportálódik, és ez – lássuk be – az egyetlen lehetséges helyzet!), akkor ez az egyenlet ci-re megoldható.



	,	(2.91)



amelyben 	.



Egy sor anyag esetében a passzív diffúzió a jellemző transzportfolyamat. A víz, a molekuláris oxigén, a szén-dioxid, a szerves savak, és alkoholok ilyen módon jutnak be a sejtekbe, és ugyancsak így kerül a sejtekbe a legtöbb zsíroldószerekben jól oldódó anyag.

A szerves savak disszociált formájukban gyakorlatilag oldhatatlanok a citoplazmamembránban, így koncentrációjukat a (2.89) és (2.90) egyenletben, azaz ce-t és ci-t ki kell cserélni a nem disszociált, ezért az átadásra egyedül képes formájuk koncentrációira:



		(2.92)

amelyben KA az adott szerves sav disszociációs állandója, pHj pedig az adott közeg pH-ja.

Mivel ez a pH a sejten kívül és azon belül nem azonos (vagyis lehet, hogy sejten belül kevésbé disszociált a sav), ezért még az is előfordulhat, hogy ci=ce esetben is lesz a sejt belsejébe irányuló diffúzió. Ugyanakkor, mivel a membránba belépő nem disszociált forma eltolja a külső disszociációs egyensúlyt, így idővel minden savmolekula átjuthat a membránon (illetve a hajtóerő megszűntéig folytatódhat a transzport). Ennek az a következménye, hogy az egész előző disszociációra vonatkozó gondolatmenet „eldobható”.

A passzív diffúzív anyagtranszport hajtóereje a kémiai potenciál különbsége, amely az átmenő anyag koncentrációkülönbségében jelentkezik. E szabadenergiaváltozás



	.	(2.93)

A transzport a nagyobb koncentráció felől a kisebb irányába történik.

Láttuk, hogy az ionok és a töltéssel rendelkező molekulák nem tudnak átjutni a lipidmembránokon. Zsírban kevéssé oldódó anyagok, más szóval hidrofil molekulák szintén nagy diffúziós gáttal szembesülnek, ezekre nézve a sejt membránjai gyakorlatilag impermeábilisek.

A szabadon nem diffundáló anyagok transzportját a természet más mechanizmusokkal, úgynevezett könnyített diffúzióval vagy más néven hordozós transzporttal, illetve az úgynevezett aktív transzporttal oldotta meg.

2.10.2. 	Könnyített diffúzió (hordozós transzport)

A könnyített vagy hordozós transzport olyan anyagátviteli mechanizmus, amelyben egy transzmembrán fehérje (emlékezzünk a fiziológiában tanultakra: ezeknek két fajtája van: a karrierek és a csatornafehérjék) a membrán külső oldalán felveszi, megköti az átviendő molekulát, majd a membrán belső oldalán leadja azt. A karrierek esetén az enzimnek nem kell helyváltoztatással mozognia a membránban, az anyagfelvételt és -leadást a fehérjekonformáció változása váltja ki, illetve követi. Mivel mind a külső, mind a belső membránoldalon létezik a karrier-célvegyület kapcsolat, így a folyamat végső soron reverzibilis, és eredő irányát a koncentrációgradiens határozza meg. Azaz a könnyített diffúzió is csak a nagyobb koncentráció felől a kisebb irányába képes működni. Látszólag olyan a folyamat, mintha a membrán belsejében diffúzió történnék és a diffúziós állandó jelentősen megnövekednék az így átszállított anyagra (=az enzim gyorsítja az átviteli „reakciót”). Mivel itt  nem történik kémiai átalakulás a molekulán, ezért a karriereket nem is szoktuk az enzimfehérjékkel együtt tárgyalni, noha enzimként viselkednek, így kinetikájuk is enzimkinetika.



A könnyített diffúzió a tipikus átviteli folyamat a gombák esetében, ritkábban fordul elő a baktériumoknál. Az E. coli sejtjei például kizárólag a glicerint veszik fel könnyített diffúzióval. A gombáknál a legfontosabb ilyen módon átadott vegyületek: a glükóz és az egyéb szénhidrátok.

[image: 2-91-ábra-hordozós]

[bookmark: _Toc334777820]2.91. ábra: A könnyített diffúzió kinetikai sémája

Logikus, hogy a könnyített diffúzió kinetikája telítési jelenséget mutat, hiszen a membránban lévő karrier fehérjéknek véges szubsztrátkötő helyük van, csak akkor léphet szubsztrátmolekula a membránba, ha van a fehérjén szabad kötőhely. A 2.91. ábra jelöléseit alkalmazva, legyen a szabad karrier koncentrációja E, a külső térben a felveendő molekuláké Se és ugyanez a sejten belül Si. Tételezzük fel, hogy a karrier szimmetrikus, azaz k1 = k6 és k2 = k5, azaz a szubsztrát felvétele és a leadása is ugyanolyan sebességgel mehet mindkét oldalán a membránnak. Tételezzük fel továbbá, hogy a ligandum asszociációja a fehérjével és disszociációja arról sokkal gyorsabb, mint a membránon belüli átadás (ami nem egy valódi diffúzió, hanem pl. a karrier elfordulása vagy egyéb konformáció változása a szubsztrát felvétele és leadása hatására).



A szubsztrátfelvétel és -leadás egyensúlyát a komplexek disszociációs állandóival lehet jellemezni: Ks =k2/k1 = k5/k6 



                                                                      

                                                                  k1            k3            k5

                                   Se + E [image: ]            ESe             ESi                 Si  +  E

                                                       k2             k3                  k6



Az egyensúlyok 	k1. Se.E = k2 .ESe  		és 	k5.ESi = k6.Si.E



A teljes anyagátadási fluxus J = k3 (ESe – ESi). Ebben az egyenletben vettük figyelembe azt, hogy a karrier-szubsztrát komplexek egymásba is átalakulhatnak, azaz ez a reakció is reverzibilis és ugyanaz a sebességi állandója mindkét irányban.

Figyelembe véve, hogy a karrier fehérje három állapotban lehet jelen, azaz az alábbi mérlegegyenletet

ET = ESe + ESi + E  =  (Se/KS + Si / KS +1)E,	(2.94)

a szabad karrier koncentrációja kifejezhető:



		(2.95)

Ezt a fluxust leíró egyenletbe helyettesítve a következő összefüggést kapjuk a transzportra:



		(2.96)

Vegyük észre, hogy ez tulajdonképpen két Michaelis–Menten-típusú összefüggés különbsége, amelyben k3ET= Jmax a legnagyobb lehetséges fluxust jelenti, azaz ha minden karrier szubsztrátkötött. Ez a transzportfajta is telítési jelenséget mutat tehát, és a zárójeles kifejezés előjele adja meg, hogy az anyagáram a sejtbe vagy a sejtből történik-e.

Ha a könnyített diffúziót katalizáló transzportfehérjék egy molekulát visznek át a membránon a fenti kinetika szerint, akkor uniporter fehérjéről beszélünk. Vannak azonban olyanok is, amelyek egyidejűleg egy másik anyagot is szállítanak, ezek a kapcsolt transzporterek, amelyet szinport esetén a transzportált és a kotranszportált molekulákat egyirányba, antiport esetén pedig ellenkező irányba szállítják.

Ezek a kategóriák mind a könnyített, mind az aktív transzport esetén léteznek, míg a könnyített transzport egy másik típusát jelentik a csatornafehérjék, amelyek csak passzív transzportot eredményeznek. Ezek működnek bizonyos ionoknak a membránokon keresztül történő átvitelében. Ha egy ion a külső térből bekerül a csatornafehérjébe, a csatorna „nyílása” bezár, és nem engedi meg újabb ion bekerülését a kialakuló elektrosztatikus taszítás miatt. Csak ha a belső oldalon az ion elhagyja a csatornát, akkor képes az egy újabb ion befogadására. Ez így teljesen hasonló az egyéb karrier működéshez, azaz ez is telítési jelenséget mutat, és kinetikája megegyezik a fentivel.

2.10.3. 	Aktív transzport

A primer aktív transzport fontos példája az oxidatív forszforilezés során történő protonátvitel.

Prokariótákban a protonok az extracelluláris térbe pumpálódnak ki a citoplazmamembránon keresztül, míg eukarióták esetében – mivel az oxidatív foszforilezés reakciói a mitokondriumban lokalizálódnak – a protonok a belső membránon át a külső és belső membrán közötti intramitokondriális térbe transzportálódnak. Mindkét esetben a NADH oxidációja során felszabaduló szabadenergia adja a hajtóerőt. A protonoknak a membránon történő kilépése a belső térből egy elektrokémiai potenciálkülönbséget hoz létre a belső és a külső tér között, ami avval jár, hogy ha a protonokat visszaszállítjuk a belső térbe, akkor energia nyerhető. A protonok befelé irányuló átvitelét egy ATPáz mediálja, amely egyébként az ADP→ATP átalakulást is katalizálja (2.92 ábra). A protontranszport reverzibilis, azaz az ATPáz kifelé is képes a protonok szállítására ATP felhasználásával, ami tehát szintén egy primer aktív transzport folyamat. Az ATP-áz valójában egy F0F1 típusú proton ATP-áz v ATP szintáz, és elhelyezkedése a membránben speciális: F1 része a citoplazmába nyúlik, míg F0 része a membránhoz rögzül. (lásd biokémia és fiziológia tanulmányokat, kemoozmotikus elmélet). Az egész egy galvánelemhez hasonlítható a 2.93 ábra szerint. Ezen elektronátmenet ΔG-je a hajtóereje a protonpumpának, illetve az együttjáró ATP- képződésnek.

[image: 2-92-ábra-akttranszport]

[bookmark: _Toc334777821]2.92. ábra: Proton aktív transzport és légzési lánc (kemiozmotikus elmélet)

[image: 2-93-ábra-galvánelem]

[bookmark: _Toc334777822]2.93. ábra: A légzési lánc „galváneleme”

A másodlagos aktív transzport egy másik anyagnak a koncentrációgradiens irányába történő transzportját használja fel hajtóerőként. Ha a két anyag azonos irányba halad, akkor szimportról, ha ellenkező irányba, akkor antiportról beszélünk, míg ha ionok transzportjának elektrokémiai potenciál a hajtóereje, akkor uniport a folyamat neve. Gyakran a szekunder aktív transzport együtt jár a CM-on keresztül kialakuló pH-gradiens kialakulásával, és hogy a sejten belüli pH (az adott kompartmentben!) állandó maradhasson, a fent említett ATP-áz által mediált protonpumpának kell működnie. Minthogy így végül is energia használódik fel, a teljes együttes transzport aktív transzportnak minősül.

[image: 2-94-ábra-szekunderatr]

[bookmark: _Toc334777823]2.94. ábra: A szekunder aktív transzport fajtái 

A szekunder aktív transzportra példa a mikroorganizmusok cukorfelvétele az ún. permeáz emzimekkel, amikor is a cukor protonszimporttal jut a sejtek belsejébe. Ilyen, igen jól ismert transzportrendszer a laktóz diszaharidnak E. coli-ba történő transzportja a laktóz permeázzal, ahol 1:1 átvitt laktóz:bepumpált proton arányt találtak. Más cukrok, ill. mikrobák esetén a sztöchimetria nem ilyen szigorú.



Az aktív transzport harmadik fajtája a csoport-transzlokáció, amelynek jellegzetessége az, hogy a folyamat az átvitt anyagnak a transzporttal együtt járó enzimes átalakulásával történik. Erre a legismertebb példa a foszfotranszferáz rendszer, amelyet sok baktérium használ a különböző cukrok felvételére.

Ilyen rendszer megtalálható mind a Gram+ mind a Gram– baktériumokban, elsősorban azokban, amelyek az EMP utat használják hexóz katabolizmusuk számára. A rendszert legalább négyféle citoplazmás, illetve membránkötött enzim építi fel, amelyekből három mind foszforilált, mind nem foszforilált állapotban létezhet.

A 2.95. ábrán látható E1 (amely pl. E. coli-ban egy 9600 Dalton-móltömegű fehérje) és egy hőstabilis fehérje, a HPr (heat-stable protein) valamennyi cukor transzportja esetében azonos, tehát nem szubsztrátspecifikusak. A PEP nagy energiájú foszfátcsoportját az E1 veszi át, azaz először ez foszforileződik, majd e foszforilezett E1-P foszforilezi a HPr-t. A további részt vevő enzimek szubsztrátspecifikusak, azaz mindegyik transzportálandó hexóz esetében más és más enzimek vesznek részt a folyamatban.

A foszforilált E3-P foszfátcsoportja foszforilezi a membránkötött karrier protein, E2 által a citoplazmamembrán belső oldalára „szállított” cukrot, pl. a glükózt. Az ily módon nyert G6P-ban tehát a transzportba befektetett energia konzerválódik, így ez az aktív glükóztranszport energetikailag kedvezőbb, mint a könnyített transzportja a glükóznak (ui. ehhez nem kell koncentrációgradiens!). Ez a foszfotranszferáz rendszer igen nagy szubsztrátfelvételi sebességet tud biztosítani a más cukorfelvételi rendszerekkel szemben. Ez magyarázza, hogy miért éppen a fermentatív baktériumok domináns cukorátviteli rendszere ez: mivel csak az EMP során nyernek (anaerob módon) energiát, lényegesen nagyobb cukorfluxusra van szükségük, mint aerob társaiknak. Megjegyezzük, hogy pl. a glükózra specifikus E3-nak regulációs szerepe is van a glükóznak a preferálásában más cukrok felvételével szemben.

A szigorúan aerob baktériumoknál (pl. Azotobacter) nincs foszfotranszferáz rendszer, ugyanígy az élesztőknél és a fonalas gombáknál sem ez a cukortranszport módja.

[image: ]
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[bookmark: _Ref291353807][bookmark: _Toc300502208][bookmark: _Toc334705681]3. 	Biokonverziók, biotranszformációk

A mikroorganizmusok (valamint a mesterségesen tenyésztett növényi és állati sejtek, szövetek) bioszintetikus aktivitásukat technológiai célra két különböző módon fejthetik ki, amint azt az 1.22. ábrán összefoglaltuk. De novo szintézisek: megfelelő tápoldatban elszaporítva a mikroorganizmusok anyagcseréjük során az egyszerű tápanyagok felhasználásával a legváltozatosabb intra- és extracelluláris anyagcseretermékeket képesek előállítani. E kategóriába sorolhatók az úgynevezett fermentációs eljárások: a legegyszerűbb primer anyagcseretermékek előállításától a bonyolultabb szekunder anyagcseretermékeken át a modern géntechnikai eljárásokkal előállított sejtekkel operáló fermentációs eljárásokig. Ezekben az esetekben a sejtek teljes biokémiai potenciálját használjuk ki, a sejtek mintegy a növekedés/szaporodás „melléktermékeként” állítják elő a számunkra hasznos terméket.  A másik esetben ezzel szemben a nem szaporodó sejtek vagy azok részei, alkalmasint csak egy-egy sejtből kipreparált enzim mintegy katalizátorként alakítanak át egy jól definiált vegyületet egy másikká. Ez a biotranszformáció vagy biokonverzió.

E fejezetben az utóbbi típusú, főként mikrooganizmusok vagy enzimeik által katalizált átalakításokkal foglalkozunk, zömmel olyanokkal, amelyeknek van vagy lehet ipari jelentőségük is. A két kategória között van természetesen olyan is, amely mindkét definíció jellemzőit tartalmazza, de egyiknek sem felel meg teljes mértékben (lásd pl. a szorbózfermentációt, amely de novo fermentáció, ugyanakkor gyakorlatilag egy biokonverzió is).



Az utóbbi évtizedekben hallatlanul megnőtt a biotranszformációk jelentősége, mivel sok előnnyel rendelkeznek a tisztán szerves kémiai szintézisekkel szemben, illetve rájöttek arra, hogy a mikrobiológiai, illetve enzimes transzformációk egy új eszköztárat jelentenek a szerves kémikusok kezében. Egy 2000-ben készült felmérés szerint legalább 130 ipari biotranszformációs eljárás ismert.[footnoteRef:11] [11:  A. J. J. Straathof et al.:The production of fine chemicals by biotransformations, Current Oppinion in Biotechnology, 2002, 13 548.] 


A biotranszformációk gyakorlatilag lefedik a legfontosabb reakciótípusokat („majdnem mindent meg lehet csinálni” mikrobákkal vagy enzimeikkel), erről összefoglaló képet nyújt a 3.1. táblázat.

[bookmark: _Toc334778125]3.1. táblázat: Mikrobákkal és enzimeikkel végezhető kémiai átalakítások

		REAKCIÓTÍPUS

		ENZIMCSOPORT

		REAKCIÓK



		Oxidációk és redukciók

		EC 1.

		hidroxilálás, dehidroxilezés, epoxidálás, C-C kötés hidrogénezése és dehidrogénezése, alkoholok, aldehidek oxidációja, alkil-, karboxialkil-, ketoalkil- láncok oxidatív lebontása, subsztituensek oxidatív eltávolítása, oxidatív dezaminálás,

oxidatív gyűrűfelnyitás, szerves savak, aldehidek, ketonok redukciója, heterofunkciós csoportok redukálása, szubsztituensek reduktív eliminálása



		Hidrolízis

		EC 3.

		észterek, aminok, amidok, laktonok,

éterek, laktámok hidrolízise



		Izomerizáció

		EC 5.

		kettős kötés és oxigéntartalmú csoport 

áthelyezés, racemizálás, intramolekuláris

átrendeződés





		Kondenzáció

		EC 2. 

EC 4.

		dehidratálás, O- és N-acilezés, glikozilezés, 

észterezés, laktonizáció, aminálás



		Új kötés létrehozása

		EC 6.

		C–C-, C–O-, C–P-, C–N-kötések kialakítása





A biotranszformációk az enzimes reakciók általános tulajdonságaival jellemezhetők:

Szubsztrát- és reakcióspecifitás: a katalitikus aktivitás rendszerint csak egy meghatározott szubsztrátra és reakciótípusra korlátozódik, ami azt jelenti, hogy mellékreakciók általában nincsenek (legalábbis ha egy enzim van csak jelen).

Régióspecifitás: a szubsztrátmolekulának rendszerint egy meghatározott helyén történik az enzimes támadás (lásd később pl. a Bertrand-szabályt).

Sztereospecifitás: Az enzim aktív centruma aszimmetrikus környezetet biztosít a szubsztrát- kapcsolódáshoz, ami lehetővé teszi számára az enantiomerek felismerését, azaz egy adott enzim csak az adott enantiomer átalakítását végzi el (pl. aszimmetrikus hidrolízis), vagy új királis centrum létrehozása esetén csak az egyik enantiomer fog keletkezni (aszimmetrikus szintézis).

A kirotechnológia a szerves kémikusoknak optikailag aktív tiszta enantiomerek előállítására felhasználható eszköztárának egyike, mintegy kiegészítője a természetből történő tiszta enantiomer izolálásának (pl. a de novo aminosav fermentációnak). Ma a gyógyszeriparban alkalmazott biotranszformációk esetén a termék végső jellemző enantiomerfeleslege rendszerint eléri a (eeR vagy eeS) 99–99,9 értéket.

A biokonverziókat, biotranszformációkat enyhe reakciókörülmények jellemzik. Az aktiválási energiát az enzim nagymértékben csökkenti (ez az enzimhatás alapja), így a reakció viszonylag alacsony hőmérsékleten (az esetek többségében 40 °C alatt) is nagy sebességgel megy végbe. Ugyanakkor az optimális pH is a semleges, enyhén savas vagy enyhén lúgos tartományba esik. Következésképpen még labilis, könnyen bomló molekulák reakciói is levezethetőek.

A biotranszformációk több mint felét proteázokkal, észterázokkal és lipázokkal hajtják végre, aminek egyrészt az az oka, hogy ezek a legkönnyebben hozzáférhető olcsó, iparilag előállított enzimek, másrészt nincs kofaktorigényük. Utóbbi igen nagy előny, hiszen a oxidációs/redukciós biotranszformációk esetén rendszerint NADH ill. NADPH mint kofaktorok szerepelnek, az új kötések létrehozása pedig ATP-felhasználással jár együtt és ezeknek a regenerálásáról is gondoskodni kell. Noha ez – mint látni fogjuk – megvalósítható, mégis ez az oka annak, hogy az oxidációs redukciós átalakítások zömét ma még teljes sejtes (fermentációs, illetve nyugvó sejtes) körülmények között végzik. Ugyanígy az oxigén- illetve hidroxilcsoport bevitele hasonló okokból főképp teljes sejtes rendszerekben megy végbe.

A biotranszformációk végrehajtásakor az átalakítást végző enzim lehet a sejt része vagy kinyert tisztított enzim is. Eszerint a következő, technikai kivitel és bonyolultság, valamint nem utolsó- sorban költségek tekintetében eltérő rendszereket használják:

Biotranszformáció növekedő sejtekkel: Ez tulajdonképpen speciális fermentációs technika, ahol az átalakítandó szubsztrát igen nagy része konvertálódik termékké, miközben a mikrobatömeg is növekedik. Ilyenek az ecetgyártás, szorbózfermentáció, glükonsav-fermentáció stb.

Konverzió nyugvó sejtekkel: Ekkor növekedés nincs, a közeg vagy hiányos tápoldat (például nem tartalmaz nitrogénforrást) vagy csak egy puffer. Ily módon például a szorbitszorbóz átalakítás is elvégezhető. Speciális esetnek tekinthető az, amikor gomba-konidiospórákkal végeznek transzformációkat (szteroidok, zsírsavak, trigliceridek átalakítása): néha éppen a konídiumok csírázása közben aktiválódnak, szintetizálódnak azok az enzimek, amelyek a kívánt átalakítást katalizálják. (2000-ben az ipari biotranszformációknak mintegy 20%-át hajtották végre növekvő sejtekkel, illetve nyugvó sejtekkel)

Biokonverziók rögzített sejtekkel: Példaként az almasav előállítását említjük fumársavból karragénban rögzített Brevibacteriummal, vagy a kortizonnak alginátban rögzített Arthrobacter simplex sejtekkel való átalakítását prednizolonná. Ez a módszer is működhet szaporodó és nyugvó sejtekkel is. (12%)

Biotranszformációk tisztított enzimekkel vizes rendszerben, akár oldott, akár rögzített enzimekkel. Ez a klasszikus enzimes technológiák esete. (Oldott enzimekkel 20%, míg rögzítettekkel szintén 20%-a az eljárásoknak)

Biotranszformációk fázisrendszerekben enzimekkel Egymással nem elegyedő többfázisú vizes rendszerekben történik ilyenkor a biokonverzió, s a fázisrendszer a szubsztrát „adagolását”, illetve a termék elválasztását teszi lehetővé integrált rendszerben.

Biotranszformációk szerves fázisban A szerves fázisú biokonverziót ma már előszeretettel alkalmazzák, mivel sokszor a szerves fázisban kedvező irányba változik a reakció egyensúlyi állandója. Erről a legutóbbi időkig azt tartották, hogy valójában a szerves fázisban is nagy szerepe van az akárcsak még oly csekély mértékben jelen lévő víznek (hiszen klasszikus enzimvilágképünk azt tanítja, hogy az enzimek vizes fázisban működnek), mára viszont bebizonyosodott, hogy teljesen vízmentes közegben is működhetnek enzimek. Ekkor nagy valószínűséggel jelentősen megváltoznak az enzim katalitikus tulajdonságai: régio- és sztereospecifitása és az ezekből következő szelektivitások.

[bookmark: _Toc300502209][bookmark: _Toc334705682]3.1. 	Oxidációs/Redukciós biotranszformációk

Biológiai oxidációkban az O2 mint végső elektronakceptor működhet vagy közvetlenül belép a szerves molekulába. Az oxigénnel reagálni képes enzimek három csoportjának van ipari jelentősége:



EC 1.1.3. Oxidázok vagy elektrontranszferázok (például glükóz-oxidáz), a katalizált reakció a következő:

O2 + 2e- [image: ] O22- [image: ] H2O2

EC 1.13. Dioxigenázok vagy oxigéntranszferázok (például triptofán-pirroláz):

A + O2 [image: ] AO2

A dioxigenázoknak elsősorban az oxidációs gyűrűfelnyitási reakcióknál van jelentőségük (pl. a triptofánN-formil-kinurenin triptofán-pirroláz által katalizált reakciónál, amely a Trp-lebontás és egyszersmind a NAD-szintézis első lépése).

[image: 3-1-ábra-dioxigenáz]

[bookmark: _Toc334777825]3.1. ábra: Triptofán pirroláz reakciója

EC 1.13. Monooxigenázok vagy hidroxilázok (például szteroid hidroxilázok):

AH + DH2  + O2  [image: ]   AOH + D + H2O

Ennél az oxidációnál egy koreduktáns (DH2) anyagra is szükség van, ami általában a redukált NADP-koenzim szokott lenni.

	EC 1.1.1. Dehidrogenázok Ezek az enzimek nem reagálnak közvetlenül az oxigénnel, az oxidációt (redukciót) a NAD, illetve NADH (vagy FAD, FADH)-koszubsztrátok redukciója, illetve oxidációja kíséri. Valójában H-elvonásról van szó, amely hidrogén elektronja az aerobok terminális oxidációja során regenerálódik élő sejtek esetében, enzimes folyamatoknál pedig külön kapcsolt reakcióval kell gondoskodni a koenzim regenerálásáról.

3.1.1. 	Primer alkoholok oxidációja 

A nagyszámú átalakítási lehetőség közül itt csak az etanol konverzióját említjük meg ecetsavvá. Bizonyos baktériumok, az ún. ecetsav-baktériumok (Acetobacterek) az etanolt ecetsavvá képesek oxidálni:

Acetobacter aceti

CH3-CH2OH	CH3-COOH + H2O

O2



Az Acetobacter-félék két csoportba sorolhatók: az első csoportba tartozó baktériumtörzsek (pl. az Acetobacter peroxydans) a képződött ecetsavat túloxidálják CO2-dá és vízzé. A másik csoport tagjai erre a túloxidációra nem képesek, illetve ez a folyamat elhanyagolhatóan lassú, így ezen baktériumokkal az etanolt jó konverziós hatásfokkal lehet ecetsavvá oxidálni. Ez a reakció az alapja az ipari, (mikro)biológiai ecetsavgyártásának.

Az ecetsav előállításának története az ókorba nyúlik vissza. A levegőn hagyott bor felületén hártya képződik és megecetesedik. Ezt a „bioecetet” kellően hígítva vízzel az ókorban üdítőitalként használták. A 14. századi ún. orléans-i eljárásban fakádakat alkalmaztak (sőt ma is alkalmaznak), amelyeket borral töltöttek meg. Ennek felületén alakult ki a biotranszformációt végző baktérium- hártya. Az eljárás természetesen igen lassú, de igen ízletes ecetet szolgáltat. A 19. század elején alakult ki az ún. generátor (vagy német, vagy gyors) eljárás, amelynél a biokonverziót végző baktériumok egy oszlopban porózus hordozóhoz tapadnak (bükkfaforgácshoz), és ezen csurgatják keresztül az alkoholt (felhígított állapotban), illetve alulról átfúvatással levegőztetik. Napjainkban még mindig sokfelé használják ezt a módszert ecetgyártásra, ugyanakkor folyamatosan szorul ki és terjed el helyette a szubmerz eljárás. Mindezekkel a módszerekkel az ún. bioecet készül, amely azonban ma csak körülbelül a teljes ecetgyártási kapacitás 10%-át teszi ki, bár vannak országok, ahol élelmiszer célra kizárólag bioecet használható.

A mikroorganizmustörzsek az optimális oxidációhoz nagymennyiségű oxigént igényelnek. Ha ez nincs jelen a közegben megfelelő mennyiségben, akkor  a sejtek a nagy etanol- és ecetsav-koncentráció miatt elpusztulnak. Például 5% összkoncentráció mellett a levegőztetés megszűnése után két perccel a baktériumok 34%-a elpusztul; ha az összkoncentráció 12%, akkor ugyanez az elhalási  arány 10–20 másodperc alatt bekövetkezik. Ezért nem dolgoznak az ecetsavüzemek nagy szubsztrátkoncentrációval, ezt az úgynevezett rátáplálásos szakaszos (fed batch) tenyésztési módszerrel érik el, és ezért ügyelnek az ilyen üzemben a folyamatos oxigénellátásra fokozott mértékben! A modern szubmerz eljárásokkal ilyen technika alkalmazásával akár 19-20% ecetsav végtiter is elérhető, miközben az alkoholkoncentráció sohasem megy 2-3% fölé, és az eljárás produktivitása meghaladhatja a 10-11 kg/m3h értéket is.

 [image: 3-2-ábra-ecetsavplatform]
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Ma az ecetsavról mint a fehér biotechnológia egyik lehetséges C2-alapanyagáról, mint platformalkotó vegyületről beszélnek, mivel egy sor kémiai anyag állítható elő belőle a 3.2. ábra tanúsága szerint.

3.1.2. 	Szekunder alkoholok oxidációja

Gluconobacter suboxydans (régebbi neve Acetobacter suboxydans) a glicerint jó konverziós hatásfokkal (95-96%) dihidroxi-acetonná (DHA) oxidálja szubmerz körülmények között. A DHA-t a kozmetikai ipar alkalmazza bőrbarnító szerként. Oxigénben dúsított levegő befúvatásával a fermentációs időt 33 órára sikerült rövidíteni Gluconobacter melanogenus törzs és 10%-os glicerinoldat esetén.

[image: 3-3-ábra-DHA.JPG]
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Ugyancsak Gluconobacter suboxydans törzzsel lehet szorbitból szorbózt termelni. Bertrand már 1904-ben megállapította a Gluconobacter-félék specifikusságát a polialkoholok oxidációjánál. Eszerint ezek a baktériumok csak olyan szekunder hidroxilcsoportot képesek oxidálni, amelynek szomszédságában 2 cisz helyzetű alkoholos OH található. Ez volt az első világos megfogalmazása a biokémiai oxidációk szigorú specifikusságának, ezen belül is azok régióspecifikusságának.

A szorbit-szorbóz átalakításnak elsősorban a C-vitamin előállítása szempontjából van jelentősége.

[image: 3-4ábra-szorbóz.JPG]
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Reichstein 1934-ben hozta nyilvánosságra a szintetikus aszkorbinsav, a C-vitamin előállítási módját, amelyben az L-szorbóz az egyik közbenső termék. A Reichstein-szintézis során, amelynek sémáját a 3.4.és 3.5. ábra mutatja, a kiindulási anyag a D-glükóz, amelyet katalitikus hidrogénezéssel redukálnak szorbittá. Valójában a modern eljárásokban a valódi alapanyag egy enzimes (-amiláz és glükoamiláz) hidrolízissel elbontott keményítőszörp, amelynek mintegy 98%-a glükóz (lásd a 3.7. alfejezetben a keményítő hidrolízisét). A következő lépés a D-szorbit régióspecifikus, tehát a Bertrand-szabálynak megfelelő dehidrogénezése, oxidációja L-szorbózzá. Ezt az átalakítást Acetobacter xylinum, Acetobacter (vagy Gluconobacter) suboxydans törzsek képesek elvégezni.

A fermentációhoz olyan törzseket alkalmaznak, amelyeket hozzászoktattak a közeg Ni-tartalmához, mivel a glükóz-szorbit redukciót Raney-nikkel katalizátorral végzik, és a mikrobák többsége érzékeny eme nehézfém jelenlétére.

A szorbózfermentációt az úgynevezett rátáplálásos technológiával (fed batch) végzik, 10–20% szorbitot és 0,1-0,5% nitrogénforrást (élesztőkivonatot és/vagy kukoricalekvárt) tartalmazó tápoldatot oltanak be a megfelelő Acetobacter törzs 5–10%-nyi oltóanyagával, majd 24 órás intenzív aerob szubmerz tenyésztés során a szorbitkoncentrációt rátáplálással úgy változtatják, hogy a fermentáció végére összesen mintegy 33–35% szorbit kerüljön a reaktorba. Olyan eljárás is ismert, ahol a szorbitvégtiter akár 50% -ra is felmehet. A 30–35 °C-on végzett fermentáció hatásfoka igen jó, 95% felett is lehet (nagyon kis mennyiségben D-fruktóz és 5-keto-D-fruktóz is megjelenik a fermentlében).

E magas konverziót az teszi lehetővé (mint minden ilyen típusú mikrobiális oxidációnál!), hogy a mikrobák az energiát ebből az oxidációból fedezik. Egy-egy molekula oxidációjakor két H-atom kerül koenzimekre, majd a légzési láncban regenerálódik ATP-termelés közben. Ez az ATP-nyereség a mikroba szempontjából az egész folyamat „értelme”. Új sejtanyag előállításához szinte nem is használja a mikroorganizmus a biokonvertálandó szubsztrátot, erre a célra az adagolt élesztőkivonat vagy kukoricalekvár szolgál (lásd a 4.2.1. alfejezetet is).



Iparilag is gazdaságos folytonos szorbózfermentációs technológiákat is kidolgoztak, valamint az Acetobacterek nem szaporodó (tehát például N-mentes tápközegben tartott) sejtjei (ez az ún. „nyugvósejtes” fermentáció), illetve hordozóhoz rögzített szaporodó vagy nem szaporodó sejtjei is alkalmasak a szorbit oxidációjára.

A C-vitamin-gyártás további lépései az 3.5. ábrán követhetők.
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[bookmark: _Toc334777829]3.5. ábra: A C-vitamin Reichstein-féle szintézise

Az L-szorbózt Gluconobacter melanogenus szaporodó vagy akár nyugvó sejtjei is képesek L-szorbozonná oxidálni, utóbbit viszont a Pseudomonas putida 80%-os konverzióval oxidálja tovább 2-keto-L-gulonsavvá. Ezen intermedierig tehát egyéb alternatív, pl. a 3.6. ábrán látható reakcióúton is eljuthatunk. Ugyanakkor más, főképpen mikrobiológiai átalakításokat felhasználó úton is eljuthatunk a 2-keto-L-gulonsavig, pl az 3.7. ábrán látható módon. Ekkor a kiindulási anyag szintén D-glükóz, de már az első lépést is fermentációval végzik el: ugyanaz az Acetobacter suboxydans glükonsavvá képes oxidálni a D-glükózt, majd a glükonsavat 5-keto-glükonsavvá tovább oxidálja (a következő alfejezetben erről részletesebben szólunk). Ez a fermentáció 25 °C-on 90%-os konverzióval hajtható végre úgy, hogy a keletkező savat folyamatosan lekötik a tápoldatba adagolt kalcium-karbonáttal. A képződött Ca-5-keto-glükonátot katalitikusan hidrogénezik. Ekkor a Ca-D-glükonát és a Ca-L-gulonát 1:1 arányú elegye (lám, a nemenzimes átalakítások nem sztereoszelektívek!) keletkezik, amely keverékből csak az utóbbit lehet Xanthomonas translucens-szel 2-keto-L-gulonsavvá oxidálni.

Innen a további eljárás azonos, a 2-keto-L-gulonsavat többlépéses kémiai átalakítással, úgynevezett enolizációval alakítják át aszkorbinsavvá.



Ma a világ C-vitamin gyártásának, amely mintegy 100–120 ezer tonna/év, több mint 80%-a Kínában valósul meg a klasszikus (itt első helyen megemlített) módszer egy változatával. A kínai gyártáson kívüli ismert nagy gyártók még a BASF/TAKEDA, a DSM és a Merck.

A C-vitamin előállításának technológiáját javító törekvések arra irányulnak, hogy a glükózból (vagy galaktózból) egy fermentációs lépésben de novo állítsák elő a C-vitamint. Erre genetikailag módosított S. cerevisiae törzsek bizonyultak alkalmasnak.

Megjegyezzük, hogy az aszkorbinsav de novo fermentációval növényi sejtekkel is előállítható, legalábbis laboratóriumi szinten előállították, Rosa rugosa növényi sejtekkel 1-2%-os glükóz-, fruktóz- vagy galaktóztartalmú tápoldatokon.
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[bookmark: _Toc334777830]3.6. ábra: Alternatív 2-keto-L-gulonsav előállítás A

[image: ]

[bookmark: _Toc334777831]3.7. ábra: Alternatív 2-keto-L-gulonsav előállítás B

3.1.3. 	Redukáló cukrok oxidációja

Az aldózok közül a glükóz oxidációjának van ipari jelentősége. Noha glükózból glükonsavat kémiai módszerekkel is lehet nyerni (hipokloritos vagy elektrokémiai oxidációval), mégis az ipari gyakorlatban a mikrobiológiai módszert alkalmazzák. A glükózt számos mikroorganizmus (Aspergillus niger, Gluconobacter suboxydans, Pseudomonas ovalis stb.) képes glükonsavvá oxidálni. Az Aspergillusok a glükózglükonsav átalakítást a glükóz-oxidáz enzimjükkel végzik, amely enzim tulajdonképpen nem igazi oxidáz, hanem egy flavoporotein-dehidrogenáz. A reakciónál a levegő oxigénje a hidrogénakceptor, pontosabban az elekronakceptor. A reakciónál képződő toxikus hatású hidrogén-peroxidot a sejt kataláza azonnal vízzé bontja le.

Az ipari fermentációt szubmerz körülmények között végzik, rendszerint Aspergillus niger törzzsel. Az oxidáció során képződő glükonsavat semlegesíteni kell, pl. CaCO3-adagolással, mert különben a pH-változás leállítja a folyamatot.

Bizonyos gyárak félfolytonos fermentációs eljárással (lásd 4.4.6.2. Félfolytonos fermentáció c. alfejezetet) dolgoznak, azaz a szakaszos fermentációs ciklus befejezése után a tenyészet 1/4-1/5-ét a fermentorban hagyják, és friss tápoldattal töltik fel, így kezdenek egy újabb tenyésztési ciklust. (A folyamat 3-4-szer ismételhető.) Más üzemekben a penészmicéliumot kiszűrik, és ezt használják fel újra és újra a glükózglükonsav transzformációhoz. (Ebben az esetben valódi transzformációról, és nem növekedéssel kapcsolatos fermentációról van szó.)

Ha a glükóz oxidációját Gluconobacter suboxydans baktériummal végzik, akkor az átalakítást NAD-függő dehidrogenáz enzimek végzik, és a képződött glükonsav – a Bertrand-szabálynak megfelelően – tovább oxidálódik 5-keto-glükonsavvá. A konszekutív reakció második lépését a reakció körülményeinek szabályozásával vissza lehet szorítani (semleges pH, 37 °C), ill. elő lehet segíteni (savanyú pH, 25–30 °C, CaCO3-adagolás az 5-keto-Ca-glükonát ugyanis csaknem oldhatatlan, így az egyensúly erősen jobbra tolódik).



Az osztrák Vogelbush cég Acetobacter methanolicus baktériumot használ a glükonsav-fermentációhoz egy meglehetősen különös technológia mentén. Először metanol C/en forráson folytonos kemosztát fermentációval (lásd a 4.5. fejezetet) elszaporítják a mikroorganizmust, majd az összegyűjtött sejttömeggel egy külön bioreaktorban nagy glükózkoncentrációt fenntartva biokonverziót végeznek a glükóz-glükonsav átalakításra. A nagy glükózkoncentráció és a nagy sejttömeg (mint katalizátor) igen intenzív levegőztetést igényel, amit az ún. Vb-IZ reaktorral képesek biztosítani (lásd a 4.6. fejezetet és a 4.123. ábrát).



Ma már nagyipari glükonsav technológiát is üzemeltetnek tisztított enzimes biokonverzióval (ARGONNE, USA), amelynek során rögzített glükóz-oxidáz enzimet használnak. A keletkezett savat nem semlegesítik klasszikus módszerekkel, hanem ún. „elektrodeionizálási” művelettel, amelyet az enzimes reaktorba integrálnak, és amellyel folyamatosan eltávolítják a rendszerből a terméket.



A glükóz-oxidáz enzimet (EC 1.1.3.4.) nagy szubsztrátfajlagossága alkalmassá teszi a glükóz enzimes meghatározására. Glükóz-oxidáz enzimelektródokat is forgalomba hoztak (lásd 2.8. alfejezet, 2.74. ábra). Az enzimet nemcsak analitikai célra használják, hanem a biológiai anyagokban lévő glükóz, ill. lezárt palackok oxigéntartalmának eltávolítására is. Magát a glükonsavat a gyógyszeripar, ill. a gyógyászat kis toxicitása miatt szívesen és általánosan alkalmazza, elsősorban Fe, Cu, Ca és egyéb elemnyomok szervezetbe való bevitelénél. Nagyobb mennyiségű glükonsavat, ill. glükono--laktont használ fel a tisztítószeripar (üvegek és fémtárgyak tisztítására) és a műanyagipar. A glükono--laktont a húsiparban páclevek pH-jának beállítására is alkalmazzák, valamint sütőporok acidulánsaként, ugyanis lassan hidrolizál glükonsavvá, ezáltal lassú CO2-fejlődést, azaz jó tésztakialakulást eredményez.

A kristályos glükonsav előállítása nehéz, ezért a savat 50%-os koncentrátum formájában hozzák forgalomba. Oldatban a sav- és a laktonforma egyensúlyban van. A -lakton a keverékből könnyen kikristályosítható.
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Néha az enzimek szubsztrátspecifikussága furcsa kivételeket mutat. Például azt vették észre, hogy a glükóz-oxidáz enzim képes bizonyos aromás vegyületek redukciójára is (ha glükóz is jelen van), pl. a benzokinonnak hidrokinonná történő redukciójára. Itt azonban valójában arról van szó, hogy az enzim továbbra is a glükózt dehidrogénezi, viszont az elektronakceptor molekuláris oxigént hellyettesíti az aromás vegyület. 

Igen érdekesen viselkedik a galaktóz-oxidáz enzim (EC 1.1.3.9.), amelynek „természetes” reakciója a D-Gal redukáló cukor átalakítása oxigén jelenlétében D-galakto-hexodialdózzá (lásd 3.9. ábra). Nem az oxocsoportot oxidálja tehát karboxillá, hanem a primer hidroxilcsoportot aldehiddé. Ráadásul egy sor nem cukorszerű alkoholt is képes oxidálni.
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[bookmark: _Toc334777833]3.9. ábra: Galaktózoxidáz reakciói

3.1.4. 	Egyéb enzimes és mikrobiális oxidációs/redukciós átalakítások

Ketonoknak NAD(P)H-függő dehidrogenázok által történő redukálása során egy sztereokémiai szempontból jelentős tény, hogy csupán az egyik királis vegyület képződik, az esetek nagy többségében az úgynevezett Prelog-szabálynak megfelelően. Ez azt jelenti, hogy ha a 3.10. ábra szerint tekintjük a ketont, az úgy fog alkoholos hidroxilcsoporttá alakulni hidridion felvételével a koenzimről, hogy a nagy szubsztituens a jobb oldalán, a kis szubsztituens pedig a bal oldalán legyen a hidroxilcsoportnak.

[image: 3-10-ábra-Prelog]
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Sokáig szinte kizárólag olyan dehidrogenázokat találtak (például a lómájból származó alkohol- dehidrogenáz és a Thermobacterium brockii alkohol-dehidrogenáza is ilyen), amelyek követik a Prelog-szabályt. Találtak azonban olyan enzimeket is, amelyek az anti-Prelog-szabályt követik, azaz éppen a fordított orientációjú tiszta, optikailag aktív szekunder alkoholt állítják elő. Vagyis ma már a szerves kémikus igénye szerint mód van a Prelog- vagy az anti-Prelog-szabály szerint képződő tetszőleges optikai izomér szekunder alkohol ketonból történő előállítására.

Az ábrán utalunk a szükséges koenzim-regenerálási lépésre is, erről részletesebben a 3.9. fejezetben szólunk.

Meg kell jegyezni, hogy pl. a lómáj-alkohol-dehidrogenázt nemcsak ketonredukcióra, hanem királis alkoholok enantiospecifikus oxidációjára is felhasználják, mégpedig racém alkoholkeverék kinetikus reszolválására, amint a 3.11. ábra mutatja. Ekkor a racém keverékből csak az (S) forma oxidálódik és visszamarad a haszontermék (R)-alkohol.

[image: 3-11-ábra-Prelog-vissza.JPG]
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A cukron, például glükózon anaerob módon tenyésztett pékélesztőt (Saccharomyces cerevisiae) nagyon régen és széleskörűen alkalmazzák a szerves kémikusok enantioszelektív redukciók végrehajtására biokatalizátorként. Ennek az az oka, hogy különösebb fermentációs szakértelem nélkül alkalmazható, boltban préselt élesztő formájában beszerezhető, természetesen nem patogén és szinte azonnal felhasználható. Rövid híg kénsavas „aktiválás” után glükóztartalmú pufferben levegőztetés nélkül (azaz anaerob körülmények között) elvégezhetők a redukciók nagy sztereoszelektivitással. További előny a szerves kémiai átalakítások során, hogy mind vizes közegben, mind szerves közegben felszuszpendált élesztősejtek alkalmasak a biokonverzióra. Példaként említjük az etil-aceto-ecetsav redukcióját hexánban Saccharomyces cerevisiae montmorilloniton rögzített sejtjeivel etil-(S)-(+)-3-hidroxibutanoáttá eeS≥99% enantiomer felesleg mellett.

[bookmark: _Toc300502210][bookmark: _Toc334705683]3.2. 	Szteroid vegyületek biotranszformációja

A következőkben bemutatott átalakulások zöme is oxidációs/redukciós átalakulás, mégis önálló alfejezetet érdemelnek nagyon nagy gyógyászati jelentőségük miatt.

Sok szteroidvegyületet – különösen hormonhatásuk következtében – gyógyszerként alkalmaznak. A természetben található szteroidok átalakítása során mikroorganizmusokkal, illetve azokból nyert enzimekkel egy sor olyan transzformációt lehet elvégezni, amelyek szerves szintetikus módszerekkel egyáltalán nem vagy csak igen bonyolultan lennének elvégezhetőek.
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A 3.2. táblázat vázlatosan összefoglalja a legfontosabb szteroidátalakítási lehetőségeket a biokonverziós reakció típusa szempontjából, a 3.3. táblázatban pedig iparilag jelentős ilyen átalakításokat mutatunk be.

Az első mikrobiológiai szteroidoxidáció 1948-ban két magyar kutató, Krámli és Horváth nevéhez fűződik, ők a Proactinomyces roseum fonalas baktérium segítségével koleszterint alakítottak át 7-hidroxi-koleszterinné. Sajnos kevés figyelmet szenteltek ennek az eredménynek, és noha mások is értek el eredményeket mikrobás, illetve enzimes szteroidátalakítással, az igazi áttörést az első iparilag is jelentős transzformáció jelentette. Az Upjohn Co. kutatói, Murray és Peterson Rhisopus arrhius-szal progeszteront 90% feletti konverzióval alakítottak át 11-OH-progeszteronná.

Ennek az átalakításnak forradalmasító hatása volt, ugyanis a 11-es szénatomon történő hidroxilezésnek az a jelentősége, hogy az összes szteroidalapú gyulladásgátló, illetve gyulladáscsökkentő szerek ilyen helyzetű OH-csoportot tartalmaznak. Ezzel az egyszerű reakcióval sok biológiailag értékes vegyület, gyógyszer részleges illetve totálszintézisének komplikált lépéseit lehetett egyszerűsíteni.

Egy lehetséges hidrokortizon-előállítást mutat a következő 3.13. ábra reakciója, amelyet a Curvularia lunata katalizál. Ha az átalakítás alapanyagául a REICHSTEIN-S vegyületet választjuk, akkor a 11-es helyzetben hidroxilezett főterméken kívül 14-es helyzetben hidroxilezett melléktermék is keletkezik. Ha a kiindulási anyag a REICHSTEIN-S 17-acetil származéka, akkor csak a 11-es helyen hidroxilezett termék keletkezik. A 17-acetoxicsoport ugyanis sztérikusan módosítja a 14-es szénatom közvetlen környezetét, az átalakításért felelős enzim „nem fér oda”. Ez jó példa az enzimek és egyben a mikrobiológiai transzformációk úgynevezett régióspecifikusságára.
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További és más típusú oxidációs példaként álljon itt még a kettős kötés létrehozását jelentő dehidrogénezés is. Ennek első leírása is KRÁMLI és HORVÁTH nevéhez fűződik. Nagy jelentőségű a szteroidváz 1,2 kettőskötésének létrehozása, ugyanis így a hidrokortizonból kedvezőbb biológiai hatású prednizolon állítható elő (nagyobb gyulladáscsökkentő hatás és kisebb sóretenció jellemzi ezt a vegyületet).
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A szteroidátalakításokkal kapcsolatban vezették be az ún. „pszeudokristály-fermentációt”. A szubsztrátok és a termékek vizes közegben mérhető oldhatósága ugyanis igen csekély, jóval kisebb, mint a kiindulási anyag koncentrációja a tápoldatban, ami 0,05–0,1% között van. A mikrobák természetesen csak az oldott anyagokat képesek átalakítani, azaz, amint a szubsztrát átalakulása előrehalad a szintén rosszul oldódó termékké, a szubsztrát fokozatosan megy oldatba és alakul át, és eközben a termék pedig fokozatosan kiválik a fermentléből. Így látszólag egy kristályos szubsztrát egy kristályos termékké alakul át.

A gyulladásgátló anyagokon kívül a szteroidkészítményeknek egy sor egyéb gyógyszeripari felhasználása is van: férfi és női nemi hormonok, fogamzásgátlók, anabolikumok, rákellenes szerek, altatók stb. készülnek belőlük. Ehhez több ezer tonna alapanyagra van szükség, amelynek jó része növényi (szitoszterin dioszgenin, szolaszodin stb.), kisebb része állati (koleszterin stb.) eredetű. Ma a szteroidgyógyszerek alapvázának 65%-át a szójaolajgyártás során keletkező szitoszterinből állítják elő. Ebből a szitoszterinből az oldallánc mikrobiális lebontásával készítik azokat az intermediereket, amelyekből végül is a hatóanyagok készülnek (enzimes, kémiai és/vagy mikrobiológiai átalakításokkal).
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		REAKCIÓ

		SZUBSZTRÁT

		TERMÉK

		MIKROORGANIZMUS





		11-hidroxilálás

		progeszteron

		11-hidroxi-progeszteron

		Rhizopus nigricans



		11-hidroxilálás

		Reichstein-S

		hidrokortizon

		Curvularia lunata



		16-hidroxilálás

		9-fluoro-kortizol

		9-fluoro-16-hidroxi-kortizol (triamcinolon)

		Streptomyces roseochromogenus



		1-dehidrogénezés

		hidrokortizon

diéndiol

		prednizolon

triéndiol

		Arthrobacter simplex

Septomyxa affinis



		1-dehidrogénezés, oldallánclebontás,

D-gyűrű expanzió

		progeszteron

		1-dehidro-tesztololakton

(tesztolakton)

		Cylindrocarpon radicicola



		Oldallánc-eltávolítás

		-szitoszterin

		androsztadién-dion 
és/vagy androsztén-dion

		Mycobacterium sp.





[bookmark: _Toc300502211][bookmark: _Toc334705684]3.3. 	Transzglikozilezés

A transzglikozilezéses reakciókat egy sor iparilag jelentős eljárásban alkalmazzák, amelyek során elsősorban mikrobiáils poliszaharidokat állítanak elő, amelyek széles körű alkalmazását jó hidrokolloid, illetve gélképző tulajdonságaiknak köszönhetik. Vagy de novo fermentációk során történnek ilyen átalakítások, vagy izolált enzimek segítségével végzik azokat. A csoportátviteli reakciók katalízisét az EC 2-es csoport, a tanszferázok enzimei végzik, ennek 4. alcsoportja a glikoziltranszferázok együttese, amelyek közül a hexozil- és a pentoziltranszferázok érdemelnek itt említést (EC 2.4.1.x. és 2.4.2.x.).

A glikoziltranszferázok katalizálta reakciók általánosított sémája a következő:

[image: ]

glikozildonor                    akceptor                              termék glikozid            melléktermék

Hexoziltranszferázok esetében a glikozildonor lehet: aktivált hexóz, pl. UDP- vagy GDP-glükóz, hexóz-foszfát, di-, tri-... poliszaharid, illetve ezeknek aktivált (pl. UDP- vagy GDP-aktivált) változatai. 

Akceptor lehet: alkohol, mono-, di-... poliszaharid.

Termék lehet: glikozid, di-, tri-... poliszaharid.

Mind a donorok, mind az akceptorok lehetnek helyettesített szénhidrátszármazékok is (hexózamin, metil-származékok stb.).

Az első transzglikozilezési reakció, amelyet leírtak, a szaharóz képződése volt egy Pseudomonas baktérium speciesz jelenlétében:

glükóz - 1 - P  +  fruktóz   szaharóz + Pi

Ez alapján a reakció alapján feltételezték, hogy a sikeres transzglikozilezési reakcióhoz szükséges a nagy energiatartalmú foszfátkötés jelenléte. Később kimutatták, hogy ez nem elengedhetetlen, illetve enzimfüggő, és pl. az Aspergillus niger maltózból transzglikozilálással a 3.15. ábra szerint egy triszaharidot képez anélkül, hogy a donor „aktiválása” szükséges lenne. Ez az enzimcsoport tehát kétféle módon működik, egyeseknél csak aktivált donor jelenlétében megy végbe a transzglikozilezés, másoknál erre nincsen szükség.

[image: 3-15-ábra-transzglikozil]

[bookmark: _Toc334777839]3.15. ábra: Maltóz transzglikozilezése maltózzal

A fentiekhez hasonló transzglikozilezési reakciókkal egyszerűen lehet glikozidkötéseket létrehozni, és így különböző di-, tri- és magasabb polimerizációs fokú oligoszaharidokat előállítani.

A mikrobiológiai transzglikozilezési reakciók termékei közül a mikrobiológiai eredetű poliszaharidoknak van ipari jelentősége. A mikrobiális poliszaharidokat két csoportba sorolják. Az egyik csoport az ún. kapszuláris poliszaharidok csoportja. Ennek tagjai iparilag nem különösebben érdekesek, a mikrobák egy része intracelluláris szintézissel egy sor sejtfalkomponenst, tok- és kapszulapolimert, sejtet burkoló nyálkákat szintetizál, ezek az ún CPS-ek (capsule polysaccharides). A másik csoporthoz tartozó polimerek ipari jelentősége nagy, extracellulárisak, amelyek vagy a sejtben de novo fermentációval (végső szintézishelyük a sejtmembránon van, ahonnan kikerülnek a közegbe), vagy a sejten kívüli enzimes biotranszformációkkal állíthatók elő. Ezek az ún exopoliszaharidok vagy EPS-ek.

Az 1940-es évek elejétől gyártják iparilag a dextránt, először kifejezetten vérplazmapótló és -hígító anyagként (ne felejtsük el, hogy ezek a 2. világháború évei!). Nagyszámú mikroorganizmus képes növekedése során extracelluláris dextrán szintézisre. A dextrán olyan elágazó láncú glükózpolimer (más szóval glükán homopolimer), amely a lineáris láncban -1,6-, az elágazásokban 
-1,4- és -1,3 és -1,2-glikozidkötéseket tartalmaz. 

A dextrán ipari termelésénél csaknem kizárólag heterofermentatív tejsavbaktériumokat használnak (főként Leuconostoc mesenteroides törzset). A dextránszintézis menete a következő: a transzglikozilezésnél az akceptormolekula szaharóz és a donormolekula is szaharóz, a transzglikozilezési reakciót pedig a dextránszaharáz enzim (hivatalos neve: dextransucrase vagy 1,6-α-D-glucan 6-α-D-glcosyltransferase, EC 2.4.1.5) katalizálja (3.16. ábra).

[image: 3-16-ábra-dextrán-szintézis]

[bookmark: _Toc334777840]3.16. ábra: Dextránszintézis

A képződött dextránmolekula egyik végén (az elején) egy szaharózegység van, és ehhez kapcsolódnak a donor szaharózmolekulákból származó glükózegységek. A szaharóz fruktóz része melléktermékként halmozódik fel. A transzglikozilezést nem előzi meg hidrolízis – amely a kötési energia elvesztését jelentené – hanem a polimerizációnál a glükózrész transzglikozilezési mechanizmussal adódik át az akceptormolekulára az enzim-donor-akceptor ternér komplexben. A transzglikozilezés után a fruktóz (az aglükonrész) az enzimkomplexről leválik. A nyers dextrán a fermentléből alkohollal kicsapható, ezután az oldatban visszamaradó fruktózt is ki lehet nyerni. A polimer lineáris hosszabbodásáért a dextrán-szaharáz enzim felelős, az elágazást egy másik enzim segíti elő (branching enzyme). Az elágazások gyakoriságát (tehát a képződött dextrán jellegét) a két enzim aktivitásának aránya szabja meg, amelyet viszont a reakciókörülményekkel (pH, °C stb.) lehet elsősorban befolyásolni. A dextránt klinikai célra (utólagos hidrolízissel kisebb móltömegű frakciókat létrehozva) vérplazmapótlóként és hígítóként használják, de jelentős a dextrán azért is, mivel az ipari gélszűrők előállításának egyik legfontosabb alapanyaga. A svéd Pharmacia cég 1959-ben alkotta meg dextránból keresztkötésekkel a Sephadex márkanevű termékcsaládot, amelyet molekulaszűrőként, illetve ioncserélők hordozó polimerjeként azóta is alkalmazunk.



A dextránszaharáz enzimhez hasonlóan működik a levánszaharáz enzim (levansucrase (EC 2.4.1.10: Sucrose 6-fructosyltransferase)), amely a következő reakciót katalizálja:

szaharóz + (2,6-β-D-fruktosil)n [image: \rightleftharpoons]glükóz + (2,6- β -D-fruktosil)n+1

Az enzimet Bacillus és Aerobacter törzsekkel állítják elő, a képződő levánt az élelmiszeripar és a festékipar használja fel.

Szintén nagy ipari jelentőségű enzimes eljárás a ciklodextrineknek az előállítása. A ciklodextrinek nem redukáló, kristályos, vízoldható ciklikus oligoszaharidok: 6, 7 vagy 8 glükózegységből állnak (azaz szintén homooligomerek). Ugyancsak egy transzferáz enzim végzi előállításukat transzglikozilezéssel, az ún. CGTáz (EC 2.4.1.19: cyclodextrin glucanotransferase) enzim, amely az  α-1,4 glikozilkötéseket tartalmazó glükánláncokra hat, azaz keményítőből, vagyis amilózból, amilopektinből, valamint glikogénből képes ciklodextrineket előállítani. Iparilag keményítőből indulnak ki, amelyet α-amilázzal elfolyósítanak, majd a 8–10%-os elfolyósított oldathoz szakaszos kevert reaktorban hozzáadják az oldott CGTáz enzimet 55 °C-on, 5,8–6.0 pH-n. A termék egy keverék, amely változó arányban tartalmazza az α- (pl. egy japán eljárásnál 22%), a β- (11%) és a γ-ciklodextrint (5%). Az α- és β-ciklodextrint adszorpciós oszlopon kötik meg szelektíve (pl. előbbi sztearinsavval, utóbbi pedig ciklohexán-propánamid-n-kapronsavval aktivált kitozángyöngyökön köthető meg szelektív módon). Az elválasztásnál a vízoldhatóságbeli különbségeket is kihasználják.

A felhasznált transzferáz enzimet különböző mikroorganzmusokkal is lehet termeltetni, pl. Bacillus circulans-szal.

A ciklodextrinek felhasználását különleges szerkezetüknek köszönhetik. A 3.17. ábrán látható, hogy gyűrűs szerkezetük olyan, hogy annak külső felülete inkább hidrofil (ez lehetővé teszi vízben való oldódásukat), míg belső felületük inkább hidrofób, ami különböző vendégmolekulák befogadását és komplexálását teszi lehetővé. Ilyen vendégmolekulák lehetnek különböző aromások, alkoholok, halidok, zsírsavak, észtereik stb. E tulajdonságuk alapján használja őket az élelmiszeripar íz- és aromakomponensek megtartására, a gyógyszeripar hatóanyagok felvételére és lassú leadására, a szennyvíztisztításban, illetve a bioremediációban vízben rosszul oldódó és nehezen lebomló, elsősorban aromás szénhidrogén(származékok) vízben való diszpergálásának javítására.



[image: 3-17-ábra-ciklodextrinek szerkezete1]

[bookmark: _Toc334777841]3.17. ábra: Ciklodextrinek szerkezete

Alapvetően β(1→4) glikozidkötésű glükózegységekből épül fel a xantán mikrobiális poliszaharid, amelyben azonban helyettesített mannóz- és piroszőlősavegységek is vannak, illetve az oldalláncban glükuronsav található, ezáltal a polimer elektrosztatikus töltéssel rendelkező anionos polielektrolit. Szerkezetét a 3.18. ábrán láthatjuk. A xantán nagy móltömegű polimer, móltömege 106 Dalton vagy nagyobb. A mannózegységeknek átlagosan a 30%-a acetilezett. A Pyr és Ac egységeknek a száma törzsfüggő, és függ a tenyésztési körülményektől is. A xantánt leginkább a Xanthomonas campestris Gram– baktériummal állítják elő aerob fermentációval. A fermentlébe kiválasztott poliszaharid a fermentlevet nemnewtoni, pszeudoplasztikus, illetve Bingham-plasztikus viselkedésűvé teszi, emiatt az oxigén-, illetve hőátadás megfelelő biztosítása gondot okoz (lásd 4.5.7. Fermentlevek reológiai viselkedése alfejezetet). Bioszintézise a citoplazmamembránon történik, egy abban lehorgonyzott foszforilált lipidhez kötődik az első glükózegység, mégpedig UDP-glükózaktivált glikozildonorral történő transzglikozilezéssel. A további glükózbeépülésekhez is az UDP-glükóz a glikozildonor, míg a mannóz beépüléséhez szintén transzglikozilezéssel a GDP-mannóz mint aktivált glikozildonor szolgáltatja a mannózt. Ebben az esetben tehát a transzglikozilezést olyan enzimek katalizálják, amelyeknek a működéséhez aktivált donor szükséges.

A xantán a legnagyobb volumenben előállított mikrobiális poliszaharid. Nagy mennyiségben használja az élelmiszeripar szuszpenziók stabilizálására, állományjavítóként, gélesítő és viszkozitást növelő ágensként. Alkalmazza a festékipar is vizes festékek stabilizálására és a festés közbeni megfolyás csökkentésére. Nagy felhasználója az olajipar is, ahol az olajfúrófejek hűtésére, illetve a fúrás során keletkező kőzettörmeléknek a furatokból történő eltávolítására használják.[footnoteRef:12] [12:  A fúrófej forgó csőre van felszerelve de átmérője nagyobb a csőénél, amelyen keresztül lenyomják a hűtő, kenő és szuszpenzió stabilizáló xantán tartalmú keveréket. Így a fúráskor keletkező törmelék elkeveredve a folyadékkal  a nagyobb átmérőjű külső „csövön” felfelé tud áramolni.] 


Megjegyezzük, hogy a többi jelentős mikrobiális exopoliszaharid szintézise a xantánéhoz hasonlít, és ebből a szempontból a fenti dextrán-, illetve levánszintézis és az oligoszaharid ciklodextrinek a kivételek.

A fentieken kívül egy sor egyéb mikrobiális poliszaharidot is gyártanak, ezeket a 3.4. táblázatban foglaljuk össze.

[image: 3-18-xantán]
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		Poliszaharid

		Mikroorganizmus

		Szerkezet

		Felhasználás



		cellulóz

		Acetobacter

		lineáris β-(1→4)-glükán

		mikrofibrilláris 

élelmi rostként



		kurdlán

		Agrobacterium

Alcaligenes faecalis

		lineáris β-(1→3)-glükán

		



		pullulán

		Aureobasidium 

pullulans

		lineáris 2*α-(1→4), 

              1* α- (1→6)-glükán

		erős rost- és filmképző

(celofánhelyettesítő)



		szkleroglükán

		Sclerotium rolfai, 

Sc. glucanicum

		lineáris β-(1→3)-glükán

β-(1→6) elágazásokkal

		festékipar



		gellán

		Pseudomonas elodea





		Lineáris heteropoliszaharid[footnoteRef:13] [13:  Az első glükóz egységen O-acetil és gliceril csoport is van] 


-βD-Gl-(1→4)-βD-GlcA-(1→4)-βD-Gl-(1→4)-

              - αD-Rha-(1→3)

		agar és karragén helyettesítő

élelmiszeradalék



		alginát

		Macrocystis pyrifera

Pseudomonas aeruginosa

Azotobacter vinelandii

		6*βD-MannA-(1→4)-

               -6*βD-GlcA-(1→4)

		Főleg az alga 

eredetűt használják:

 enzimrögzítés, élelmiszerek





[bookmark: _Toc300502212][bookmark: _Toc334705685]3.4. 	Kondenzáció, addíció, csoporteltávolítás (liázok reakciói)

A pékélesztő szerves szintézisekben történő, sokszínű felhasználásának szép példája az aciloin- szintézis. Ha a glükózon, anaerob körülmények között szaporodó pékélesztő-tenyészethez lassú ütemben benzaldehidet adagolunk, akkor fenil-acetil-karbinol képződik. A biokondenzáció mechanizmusa a következő: a tápoldatban lévő glükózt a Saccharomyces cervisiae glikolitikus enzimrendszerével lebontja acetaldehidig. Az átalakulásban kulcsszerepet játszik az EC 4.1.1.1.: Piruvát dekarboxiláz enzime az élesztőnek. A glikolízis során képződő nascens acetaldehid a benzaldehiddel kondenzál, és mintegy 80%-os konverzióval aciloint képez. A fenil-acetil-karbinol képződését a piroszőlősav adagolása elősegíti. Az izolált aciloin reduktív metilaminálással könnyen konvertálható L-efedrinné. Az eljárás már 1921 óta ismert, ma is alkalmazzák, főleg Indiában. Az efedrin hatékony szimpatikusideg-izgatószer, használják az asztma kezelésében. Ha az adagolt benzaldehid szubsztituált, akkor efedrinszármazékot kapunk. Maga az efedrin további szintézisek alapanyaga lehet, mert pl. a tüdőrák ellenes gyógyszer taxol oldalláncának is az építőköve.

[image: 3-19-ábra-kondenzáció]

[bookmark: _Toc334777843]3.19. ábra: Aciloinkondenzáció

Gyógyászatilag jelentős vegyület az L-DOPA (dihidroxi-fenilalanin), amit katechinnek piroszőlősav és ammónia jelenlétében történő enzimes átalakításával lehet előállítani. Az átalakító enzim az L-tirozin-fenol-liáz (EC 4.1.99.2.), amely tulajdonképpen fiziológiásan a tirozin dezaminálását végző enzim, de itt reverz irányban használják, azaz -NH2-csoport sztereospecifikus bevitelére, miközben új C–C-kötés is létrejön a benzolgyűrű és a piruvát -CH3-csoportja kapcsolódásával (3.20. ábra). Az enzimforrás az Erwinia herbicola, amelynek pufferben felszuszpendált sejtjeit használják a biokonverzióhoz. A képződött DOPA a dopadekarboxiláz enzimmel alakul át dopaminná. Utóbbi, illetve receptorainak hiánya az agyban okozója a Parkinson-kórnak. Valójában a DOPA a dekarboxilázzal együtt a gyógyszer, mivel a dopamin nem tud a vérből az agyba jutni, így a „helyszínen” kell képződnie. Hogy ez ne még az agyon kívül történjék, egy enziminhibitort is adagolnak, amely megakadályozza a DOPA-dopamin átalakulást a vérben.

[image: 3-20-ábra-dopamin előállítás]

[bookmark: _Toc334777844]3.20. ábra: DOPA enzimes előállítása katekinből

Az akrilnitril-akrilamid átalakulást rézkatalizátor segítségével végezték nagyon sokáig, ma azonban gyakorlatilag az enzimes módszer kizárólagos. Japánban (Mitsubishi Rayon) már 1985 óta ilyen eljárással készül a műanyag-ipari monomerként, koagulátorként (pl. szennyvíztisztításban), talajkondícionáló szerként és papírgyártási adalékanyagként alkalmazott akrilamid. Az akrilnitril átalakítását a nitrilhidratáz enzim (EC 4.2.1.84. nitrile hidro-lyase) katalizálja, amelyet Rhodococcus rhodochrous törzzsel végzett fermentációval állítanak elő, és az ipari átalakításban az immobilizált teljes sejtet alkalmazzák.

[image: 3-21-ábra-akrilamid előállítás.JPG]

[bookmark: _Toc334777845]3.21. ábra: Akrilamid előállítása

A mikroba kétféle enzimet termel, egy 4-5 (130 000 Dalton) és egy 18–20 alegységből (520 000 Dalton) álló (tehát negyedleges szerkezettel is rendelkező) oligomer proteint. Utóbbi kedvezőbb tulajdonságokkal rendelkezik (pH-stabilitása nagyobb, hőstabilitása magasabb: 50 °C, bár az optimális hőmérséklete alacsonyabb: 35 °C). A reakciót egyébként nem az enzim optimális hőmérsékletén végzik, hanem annál alacsonyabban, 10 °C alatt, lecsökkentendő az akrilamid polimerizációra való hajlamát.

A szintén japán Nitto cég a folyamatot rátáplálásos szakaszos reaktorban végzi 2 x106 U/liter enzimaktivitás és 80 kg/m3h produktivitás mellett. A 99,9%-os konverzió után szűréssel eltávolítják a rögzített sejteket, majd színtelenítéssel tisztítják a terméket.

Ma a világban több 100 000 t/év enzimes eljárással termelt akrilamidot állítanak elő a nitrilhidratáz enzimmel. Az enzimes eljárás minden szempontból szembeszökő előnyeit a kémiai katalízissel szemben jól mutatja a 3.5. táblázat.

[bookmark: _Toc334778129]3.5. táblázat: Az enzimes és kémiai eljárás összehasonlítása

		

		Kémiai eljárás

		Enzimes eljárás



		Reakció hőmérséklete

		70 OC

		0–15 °C



		Konverzió

		70–80%

		  99,9%



		Töményítés a feldolgozásnál

		szükséges

		nem szükséges



		Energiaigény (gőz, elektomos)

		1,9 MJ/kg

		0,4 MJ/kg



		CO2-termelés

		1,5 kg CO2/kg

		0,3  kg CO2/kg







A fumársav kettős kötése hajlamossá teszi a vegyületet addíciós reakciókra. Két iparilag jelentős enzimes biokonverziót említünk meg evvel kapcsolatban (3.22. ábra). Az egyik a Corynebacterium glutamicum vagy Brevibacterium flavum sejtjeivel végzett átalakítás, amelyet a fumaráz enzim (EC 4.2.1.2. (S)-malate hydrolyase, fumarát hidratáz) katalizál L-almasavvá. Ez egy sztereoszelektív víz- addíció, amely kizárólag L-almasavat termel. Az egyensúlyi keverékben 85% almasav és 15% fumársav lenne, de eltolják az almasav irányába a következő módon: szubsztrátként a kb 1%-nyi oldhatósággal rendelkező Ca-fumarátot alkalmazzák, ami a szintén 1% körüli oldhatósággal rendelkező Ca-maláttá alakul, így képződése során kicsapódik az oldatból, és az egyensúly eltolódik a képződés irányába. (Ezt a módszert slurry biokonverziónak nevezik, hasonlít ez az eljárás a szteroidoknál megismert pszeudokristály-fermentációra.)

A másik iparilag jelentős fumársav-biokonverzió az aszparaginsav előállítása az L-aszpartát-ammónia-liáz  (EC 4.3.1.1., aszpartáz) enzim segítségével. Ez az egyik iparilag is alkalmazott L-aszparaginsav előállítási módszer (pl. a Kyowa Hakko Kogyo-nál) Az E. coli-ból származó enzimet kinyerés után rögzítve használják, a Brevibacterium flavum esetében a rögzített teljes sejtet alkalmazzák katalizátorként. Ismertek szakaszos reaktorban és folytonos dugóáramú reaktorban megvalósított folyamatok is., a jellemző konverzió itt is 99% feletti. Az aszparaginsav a mesterséges édesítőszer, az aszpartám (lásd e fejezet végén) előállításának egyik szubsztrátja.
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Az enzimek EC szerinti 5. csoportja az izomerázok csoportja, amelyeknek ipari szempontból több jelentős képviselője is van. Az egyik ilyen csoport az EC 5.1.x.x racemázok csoportja. A kinetikus reszolválások során ugyanis, amikor az egyik enantiomerre van csak szükségünk, a másik vagy alkalikus kezeléssel (pl. hidrolízissel), vagy racemáz enzim segítségével alakítható át ismét racém - keverékké.

A másik iparilag jelentős izomerizációs reakció a glükóznak fruktózzá történő átalakítása, ami az egyik legnagyobb volumenben végrehajtott ipari enzimes eljárás. A fruktóz ugyanis édesebb, mint a glükóz (utóbbi édessége csak mintegy 70–75%-a a szaharózénak, míg a fruktóz kétszer olyan édes, mint a szaharóz), továbbá a fruktóz lassabban szívódik fel, és így glikémiás indexe kisebb a glükózénál, azaz nem emeli olyan gyorsan a vércukorszintet, ily módon a keményítőből előállított kisebb élvezeti értékű glükózt nagyobb élvezeti értékű és egészségesebb cukorrá lehet átalakítani. Az eljárás fontosságát mutatja, hogy ma több mint 8 millió tonna glükózt alakítanak át ily módon a világban.
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[bookmark: _Toc334777847]3.23. ábra: Glükóz-fruktóz átalakítás 

A 3.23. ábra szerinti átalakulás molekulán belüli átrendeződés, izomerizáció, amelynek során az aldohexóz glükózból egyensúlyra vezető reakcióban ketohexóz fruktóz képződik. Ezt az átalakítást egy sor enzim képes katalizálni:

– 	Glükóz-foszfát-izomeráz (EC 5.3.1.9. D-glucose-6-phosphate-ketol-isomerase), amely enzimet Escherichia intermedia, Aerobacter aerogenes, Aerobacter cloaceae mikrobák képesek előállítani. Az ilyen eredetű enzimek azonban arzenátot (és természetesen foszforilezett glükózt) igényelnek az átalakítási reakcióhoz aktivátorként, ezért ipari (élelmiszeripari) célra nem alkalmasak.

– 	Glükóz-izomeráz (EC 5.3.1.18. D-glucose-ketol-isomerase), amelyet egy sor heterofermentatív tejsavbaktérium képes termelni, de alacsony működési hőfok optimuma miatt nem alkalmazzák a gyakorlatban.

– 	Az iparban egyedül alkalmazott ilyen enzim a D-xylóz-izomeráz (EC 5.3.1.5. D-xylose-ketol-isomerase), amelynek az ipari felhasználást lehetővé tevő előnyös tulajdonságai a következők:

– 	alacsony pH-optimuma van, amely fontos a mellékreakciók elkerülése szempontjából (pszikóz képződése nagy pH-n),

– 	nagy a fajlagos aktivitása (azaz kis fehérjetartalom nagy katalitikus aktivitást hordoz),

– 	a nagy hőmérsékleti optimum (80 oC) a reaktorok befertőződésének elkerülése miatt jelentős.

Ilyen enzimet sok mikroorganizmus termel xylózzal történt indukció hatására, például Bacillus coagulans (NOVO cég evvel termel), az Arthrobacter sp. (ICI), az Actinoplanes missouriensis (GIST-BROCADES), és a Streptomyces olivaceus (Miles-Laboratories).

Ipari célra az enzimet nem nyerik ki a sejtekből, hanem a tenyésztés és az azt követő sejthomogenizálás (=sejtfeltárás!) után a sejteket keresztkötés-létesítéssel rögzítik, és az így létrejött ún. whole-cell glükóz-izomeráz készítményt (pl egy ilyen ipari készítmény neve SWEETZYME) porlaszva szárított enzimpor, fagyasztva szárított enzimpelyhek vagy extrudált enzimrudacskák formájában használják fel. Az immobilizált teljes sejteket mind szakaszos üzemű, mind fixágyas töltöttoszlop-reaktorokban felhasználhatják a konverzióra.

A glükóz-izomeráz enzim optimális működéséhez Mg2+ és Co2+ fémionokra van szükség, ugyanakkor például a Ca2+ ionok mérgezik, ezért az alapanyag glükózoldatot, amelyet a keményítő enzimes hidrolízisével állítanak elő, ioncserével kalciummentesíteni kell 1 mg/dm3 Ca2+ koncentráció érték alá. A terméket nem kell izolálási/tisztítási eljárásnak alávetni, maga az enzimes átalakulás egyensúlyi keveréke a termék izocukor, izoszörp, amely mintegy 70-71% sz.a. tartalmú, és amelyben 42% a fruktóz és 53% a glükóz. Egyes források szerint az egyensúlyi összetétel 42:51:7, utóbbi a glükóz és fruktóz mellett képződő egyéb cukrokat, illetve oligoszaharidokat jelent. Ma már ioncserés eljárással akár 90% fruktóztartalmú szörpök is előállíthatók, ezek az ún. HFS (high fructose syrup) termékek.

Magyarországon 1978–82 között Szabadegyházán 4 milliárd forintos beruházással egy évi 140 000 tonna kapacitású kukoricafeldolgozó üzem létesült. Ennek a modern kombinátnak, amely hajaz a mostanában elterjedőben lévő ún. biofinomítókra, azaz a kukorica minden alkotóját nagy hozzáadott értékű termékké alakította át, a termelési spektruma a következő volt:

	folyékony cukor	49 500 t sz.a./év

	finomított szesz	200 000 absz. hl/év

	kukoricacsíra	10 000 t/év

	glutén	6300 t/év

	takarmány	30.000 t/év

Érdemes megjegyezni, hogy ez volt az első folyékonycukor-üzem Európában. Ma is működik ez az üzem Hungrana Kft. névvel, és amellett, hogy kizárólag nem génkezelt magyar kukoricát dolgoz fel (több mint egymillió t/év), a glükóz, a különböző glükózszörpök és izocukrok mellett a legnagyobb hazai bioetanol-előállító is egyben.

[bookmark: _Toc300502214][bookmark: _Toc334705687]3.6. 	Reszolválás

Egy kívánt optikai izomer előállítására két út kínálkozik: az ún. kinetikus reszolválás, illetve az aszimmetrikus szintézis.

Előbbi esetben (lásd a 3.24. ábrát) egy racém keveréket enzimesen alakítanak át az egyik kívánt enantiomerré. Ekkor természetesen csak a racém keverék 50%-a alakítható át a kívánt termékké, ami a nemkívánt 50% racemizálásával visszavezethető a folyamatba, és így végül 100%-os átalakítás érhető el. Az aszimmetrikus szintézis esetén prokirális vegyületből indulunk ki, amelyet enzimesen 100%-ban lehet átalakítani a kívánt optikai izomerré.

A reszolválásnak iparilag különösen az aminosav-kémiában van jelentősége, ill. e helyen az általános problémakörből főként evvel a kérdéssel foglalkozunk.

[image: 3-24-ábra-A reszolválás általános lehetőségei]
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Láthatjuk már ebből az ábrából is, hogy a reszolválás művelete során különböző csoportokba tartozó enzimek használhatók fel, hidrolázok (amelyek ipari felhasználásáról a következő fejezetben szólunk részletesen), például lipázok, acilázok, illetve fehérjebontó enzimek. De az ábrán egy oxidoreduktáz példát is láthatunk. Fontos tehát megjegyeznünk, hogy a reszolválás esetében nem egy homogén EC csoport enzimeinek felhasználásáról van szó.

3.6.1. 	Aminosavak reszolválása

Az iparilag termelt aminosavakat főként táplálkozásra (élelmiszerként és takarmányként), valamint gyógyszeralapanyagként használják fel. Ezeken a területeken csak a természetes L-forma hasznosul. A szintetikus módszerek viszont racém-, D-, L-aminosavat eredményeznek, így a racémaminosavak reszolválása kiemelt jelentőségű.

A D-, L-aminosavak szétválasztásának leggyakrabban alkalmazott módszere az enzimes reszolválás. Az ipari gyakorlatban az enzimes, sztereospecifikus reszolválásnak két módszere terjedt el: az aszimmetrikus szintézis és az aszimmetrikus hidrolízis módszere. Ezeket az enzimes reszolválási módszereket alkalmazzák az i-leucin, lizin, metionin, fenilalanin, triptofán és a valin ipari előállításánál.

Az aminosavaknak az aszimmetrikus szintézise speciális, eltér a 3.24. ábrán bemutatottól. Ebben az esetben is racém aminosav acilszármazékából  indulnak ki, amelyet  anilinnal  és papain-enzimmel (Papaya hydrolase EC 3.4.22.2,  régebben 3.4.4.10.) inkubálnak, ekkor acil-L-aminosav-anilid  képződik, amely az oldatból kicsapódik[footnoteRef:14]. A nem reagált acil-D-aminosav az anyalúgban oldatban  marad. A kristályos acil-L-aminosav-anilidből savas hidrolízissel szabad L-aminosav nyerhető (azaz itt is megvalósulhat a 100%-os konverzió). [14:  Ez az átalakítás egy fehérjehidrolizáló enzimnek a „természetestől” eltérő irányban, szintézisre történő felhasználása, azaz peptidkötés létrehozása, amire a továbbiakban egyéb példákat is fogunk látni. Ilyen értelemben ez a reszolválási módszer logikusan inkább a következő, hidrolízissel foglalkozó fejezetbe tartozna.] 
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Az aszimmetrikus hidrolízises módszerek közül az ipari gyakorlatban a D-, L-aminosavak acil-származékainak specifikus enzimes hidrolízise terjedt el, ami egy kinetikus reszolválás. A racém aminosavból először N-acilszármazékot állítanak elő, majd az acil-D,L-aminosavat aszimmetrikusan hidrolizálják amino-aciláz enzimmel  (EC 3.5.1.14.).  A reakció során szabad L-aminosav képződik. Az acil-D-módosulatot az enzim nem képes megtámadni. A két vegyületet ioncserés kromatográfiával vagy szerves oldószeres extrakcióval könnyen el tudják választani egymástól.
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Az acilszármazékok közül leggyakrabban az acetilszármazékokat alkalmazzák. Enzimforrásként különböző penészek, elsősorban Aspergillus és Penicillium speciesek jöhetnek számításba. 
A penészekből származó amino-aciláz enzim széles szubsztrátspektrumú, azaz különböző alifás és aromás aminosavaknál használható. A reszolválást vagy szakaszos eljárással oldható enzimmel végzik, vagy immobilizált acilázzal. Ez utóbbi folytonosan is üzemeltethető. Az acetil-D,L-aminosav DEAE-Shephadex-acilázzal töltött oszlopon áramlik át bizonyos áramlási sebességgel. Az oszlopon való áthaladás során az aszimmetrikus hidrolízis végbemegy. Az enzim az oszlopban nagyon stabil és hosszú ideig használható. A folytonos reszolválás hatékonysága (termelt aminosav-/enzimmennyiség) így sokkal nagyobb, mint a szakaszos eljárásé, ezenkívül a folyamat tökéletesen automatizálható.

A reszolválásnál a kívánt L-módosulat mellett kb. azonos mennyiségű acetil-D-aminosav mint melléktermék is képződik. Ezt az „értéktelen” módosulatot racemizálással L-formává alakíthatjuk (pl. lúgos kezeléssel vagy racemáz enzimmel) és a folyamatba visszavezethetjük. Így egy hatékony ipari eljárásnál a D-, L-aminosav szintézise, az optikai reszolválás és a racemizálás szerves technológiai egységet képez.(lásd a 3.27. ábrán bemutatott folyamatábrát). 
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A természetben nem előforduló, de gyógyszeripari intermedierként széleskörűen felhasznált alfa helyettesített aminosavaknak a reszolválására a Pseudomonas putida által termelt amidáz enzimet találták alkalmasnak a DSM[footnoteRef:15] kutatói. Az enzim (EC 3.5.1.4. amidase, acylamidase) nagyon sokféle helyettesített aminosav amidot képes sztereospecifikusan hidrolizálni, a lényeg az, hogy az alfa C-atomon az aminocsoport mellett egy H is legyen. [15:  Dutch State Mines az eredeti cégnév.] 


Maguk a reszolválandó helyettesített racém aminosavkeverékek aminonitrilek hidrolízisével állíthatóak elő. A 3.28. ábrán a folyamat lépései, bennük az enzimes reszolválási lépés követhetőek, valamint látható, hogy igen nagy szubsztituens esetében is működik a reszolválás.
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3.6.2. 	Reszolválás lipáz enzimekkel

Jellemző manapság szerves molekulák sztereoszelektív előállítása során a lipáz enzimek, enzimkészítmények egyre növekvő mértékű, szinte rutinszerű felhasználása. A lipáz enzimeket sok forrásból beszerezhetjük, leggyakrabban a sertés pankreász lipázát, illetve bizonyos mikrobák (pl. Pseudomonas fluorescens, Candida cylindracea stb.) enzimeit használják fel. Ez az enzim is a hidrolázok csoportjába tartozik: EC 3.1.1.3. Triacylglycerol lipase vagy egyszerűen lipáz.

A 3.29. ábrán egy ilyen gyógyszeripari szempontból fontos átalakítást, a szívgyógyászatban nélkülözhetetlen ún. bétablokkolók egyikének a holland DSM által követett eljárását láthatjuk. Az eljárás alapanyaga a prokirális 3-Cl-propán-oxirán, amelyet előbb egy racém glicidáttá alakítanak, amit enzimesen reszolválnak lipázzal a kívánt sztereoizomer (S)-oxiranil-metanollá. Ez az alapvegyülete a további, most már szintetikus lépéseknek, amelyek a bétablokkoló végtermékhez vezetnek. A kinetikus racemizálási kulcslépés során visszamaradó (R)-észter racemizálható és visszavezethető a reszolválási lépésbe.

Ilyen és hasonló lipázkatalizálta sztereoszelektív észterhidrolízisek tömegét alkalmazzák ma már a különböző gyógyszerlaborok és -gyárak optikailag tiszta intermedierek és végtermékek előállítására.
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A biokémiai enzimes hidrolízist a hidrolázok katalizálják. Ezek az EC 3. csoport enzimei, amelyek egyikével-másikával már az eddigiekben is találkoztunk. A hidrolázok nagyszámú enzimcsoportja (észterázok, glikozidázok, proteázok, lipázok, acilázok stb.) mindegyikének közös jellemzője, hogy a szubsztrátból vízfelvétellel képződnek a termékek:

X Y + H2O                          HX + YOH

A 18O-val jelzett vízzel végzett hidrolízisreakció fontos szerepet játszik a hidrolízis mechanizmusának vizsgálatában. A fenti reakcióban a víz OH-ja a szubsztrát Y-komponenséhez kapcsolódott. Elméletileg az OH az X-komponenshez is kötődhet. A két lehetőséget reakciómechanizmus szempontjából meg kell különböztetnünk. A továbbiakban ipari szempontból jelentős hidrolízises átalakításokat tekintünk át részletesebben a teljesség igénye nélkül, kiemelve a legfontosabbakat, illetve a valamilyen szempont szerint jelentőseket. A következőkben szerepelő hidrolízisek ennél részletesebb tárgyalása a biomérnöki kurrikulum egyéb tárgyaiban szerepel (technológia tárgyak, enzimológia).

3.7.1. 	A keményítő enzimes hidrolízise

A keményítő, a felépítésében részt vevő glükózmonomerek tekintetében homopolimer, a glükozidkötések különbözősége révén azonban két eltérő szerkezetű polimert jelent. Az egyik az amilóz, amely -1,4-glükozid-kötésekkel összekapcsolt láncpolimer, amelyben az egy molekulát alkotó glükózegységek száma – a polimerizációs fok – 100–2000 között változik. A másik keményítőkomponens az amilopektin, amely mintegy 95% -1,4-kötés mellett mintegy 5% elágazó, -1,6-kötést is tartalmaz. Az egy elágazásra jutó glükózegységek száma átlagosan tehát 20, polimerizációs foka pedig több 10 000 is lehet. A keményítők két frakciójának elsődleges felépítését a 3.30. ábra szemlélteti. A különböző növényekben képződő keményítőszemcsék – amelyeket ipari módszerekkel kinyernek – különböző arányban tartalmazzák az amilózt és az amilopektint. Az amilóz helikális szerkezetét és az amilopektin fürtös (klaszteres) elágazásokat tartalmazó szerkezetét tanulmányozhatjuk a 3.31. ábrán, míg a növényi keményítőszemcse felépítését (felépülését a növekedés során) szemlélteti a 3.32. ábra.
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A keményítő enzimes hidrolízise játszódik le a növényi magvak csírázásánál, a magasabbrendű élőlényekben az emésztésnél, egyes mikroorganizmusok tápanyagfelvételénél stb. A  kötéshasítás  minden esetben a C1-O atomok között történik, amit szintén 18O izotóppal bizonyítottak. A hidrolízisnél a felvett  vízmolekula  OH-csoportja  tehát a C1 glikozidos szénatomhoz, míg H része az O atomhoz kapcsolódik. Az OH-csoport kapcsolódása sztereospecifikus, egyik esetben a C1 atomon 
-, más esetben -konfigurációjú kapcsolódás jön létre. Ebből a szempontból csoportosítva a keményítőbontó ún. amilolitikus enzimeket, vannak -amilázok, amelyek -konfigurációjú lineáris és elágazó dextrineket képeznek a keményítő -1,4-es kötéseinek hasítása révén.
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Az -amiláz (EC 3.2.1.1.: alpha-amylase) extracelluláris és általában induktív enzim, amely a keményítőt statisztikusan támadja meg (tehát endoenzim), és így a reakció eredménye kettő, három és nagyobb polimerizációs fokú dextrinek. Az -amilázokat sok gomba- és baktériumfaj képes termelni. Ezek egymástól keményítőfolyósító és/vagy -elcukrosító hatásban, továbbá pH- és hőmérséklet- optimumban, valamint stabilitásban különböznek. A legtöbb -amiláz stabilizátorként kalciumot igényel működése során. A kereskedelmi forgalomba kerülő -amiláz-készítmények gyártásánál Bacillus  subtilis,  Aspergillus  oryazae törzseket és újabban termostabil Thermomonospora törzseket használnak.



A -amilázok -konfigurációjú maltózokat képeznek szintén az -1,4-es kötések hasítása révén. Ezek az enzimek exoamilázok, azaz a láncvégről, mégpedig a nemredukáló láncvégről kezdenek bontani. A -amilázok (EC 3.2.1.2.: beta-amylase) jórészt növényi (maláta) eredetűek, de mikroorganizmusok is képesek ilyen enzimeket szintetizálni. A bakteriális -amilázok hőmérséklet-optimuma nagy, ami igen jelentős technológiai előnyt biztosít számunkra (sokkal nagyobb a maltózképződési sebesség!), továbbá nem igényelnek kalciumot a stabilizálásukhoz és aktivitásukhoz.



A glüko-amilázok – vagy -amilázok, illetve amiloglikozidázok – (EC 3.2.1.3. – glucan 1,4-alpha-glucosidase) -konfigurációjú glükózegységeket hasítanak le, és így a teljes keményítőmolekulát glükózzá képesek hidrolizálni (exoenzimek). A maltózt csak nagyon lassan bontják, és nem támadják, illetve csak igen lassan az elágazó láncok 1,6-kötéseit, ezért a glüko-amilázoknak kitett keményítő hasítási termékei a következők: glükóz, maltóz és határdextrinek keverékei. Az enzim előállítására különböző Aspergillus és Rhisopus törzseket használnak.



A keményítőbontó enzimek negyedik csoportja, a pullulanázok, ill. izoamilázok az amilopektin elágazó oldalláncait, -1,6-kötéseit képesek hasítani.



A négy enzim(csoport) keményítőbontását, a képződő termékeket és a határdextrin kialakulását a 3.33. és a 3.34. ábrán követhetjük.
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Az ábrákból nyilvánvaló, hogy az exoenzimek (β-amiláz, glükoamiláz és pullulanáz) a nemredukáló végéről kezdik a bontását a keményítőmolekulának, valamint, hogy a bontás előrehaladtával nő redukálócsoportok száma, minden egyes glikozidkötés hidrolízisével eggyel, így a lebontás előrehaladását jól jelző mérőszám az ún. glükózegyenérték (dextrózegyenérték).





A keményítőhidrolizátumok, így a maltóz- vagy a glükóztartalmú szirupok (az elcukrosítás után) és a glükóz-fruktóz szirupok (az izomerizálás után) az élelmiszeriparban nagy szerepet játszanak mint  adalékok. Az édes-, az üdítőital-, a sütő-, a konzerv- és a mélyhűtőiparban alkalmazzák ezeket nagy mennyiségben.

A keményítő hidrolizátumok előállításának menete vázlatosan a következő (lásd 3.35. ábra): A vízoldhatatlan keményítőből szuszpenziót készítenek, amelyet 105 °C-ra melegítenek fel. Ekkor az α–amiláz egy részét is hozzáadják, azaz már a csirizesedés közben elkezdi kifejteni hatását az enzim. Ez a művelet igen rövid ideig tart (5 perc), ezután a zagyot visszahűtik 95 °C-ra, és hozzáadják az enzim másik részét is. Az elfolyósítást Ca2+ ionok jelenlétében végzik mintegy 2 óra hosszat. Ez a művelet az elfolyósítás, a csirizesedés közben nagy viszkozitásúvá vált keményítőzagy ugyanis az enzim hatására elveszti nagy viszkozitását, elfolyósodik. Az elfolyósított keményítőoldatot  rendszerint szűrés után pH=4,5-en és 60 °C-on cukrosítják el glükoamiláz enzimmel. Ezen elcukrosítási művelet során, amely technológiafüggően 48–72 óra hosszat is eltarthat, esetenként pullulanáz (izoamiláz) enzimet is adnak az oldathoz. Az enzimek specifitása és az átalakítás körülményei meghatározzák a végtermék összetételét. A keményítő hidrolízisével, a glükózszirup és a kristályos glükóz előállításával a technológia tárgyak bőségesen és részletesen foglalkoznak.
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Az elcukrosítás pontos körülményeinek és az annak során felhasznált enzimeknek, enzim- keverékeknek a függvényében különböző bontásfokú glükózszörpök, illetve a glükóz mellett maltózt vagy főleg maltózt (ekkor maltózszörpről beszélünk) tartalmazó, különböző édességű szörpök állíthatók elő az édesipar, cukrászati ipar igényeinek megfelelően.

Az említetteken kívül a keményítő hidrolízisének még egy sor iparágban, például a sör- és szesziparban, valamint a textiliparban az írtelenítésnél, illetve a papíriparban van jelentősége.

3.7.2. 	A cellulóz hidrolízise

A cellulóz, hasonlóan a keményítőhöz, szintén glükóz homopolimer, de az egyes glükózegységek között nem α-, hanem β-glikozidos kötések vannak elágazások nélkül, így a cellulóz egy lineáris β-(1→4)-glükán. A szerkezet egy részletét a 3.36. ábrán láthatjuk. A cellulóz a növényi sejtek sejtfalának fő komponense. Lineáris molekulaláncai a növények rostjaiban bonyolult szerkezetű kompozitot alkotnak a hemicellulózokkal (5- és 6-szénatomos heteropoliszaharidok) és a ligninnel (aromás szerkezetű polimerek). A rostok felépítésének tárgyalása kívül esik tematikánkon, az olvasó közelítő benyomást kaphat például az itt hivatkozott Nature-cikk[footnoteRef:16] igen informatív grafikájából. (http://www.nature.com/nature/journal/v454/n7206/images/nature07190-f2.2.jpg) [16:  Genomics of cellulosic biofuels  Edward M. Rubin  Nature 454, 841-845(14 August 2008)
doi:10.1038/nature07190] 


Tekintve, hogy a cellulóz az évente a természetben (erdők, mezőgazdaság stb.) újratermelődő biomassza legnagyobb része, ezért perspektivikusan mind a kémiai iparnak, mind az energiaszektornak már ma is potenciális, de leginkább a jövőben a legfontosabbá váló alapanyaga. Ezért érdemes röviden áttekinteni, hogy enzimes lebontásában milyen enzimrendszer vesz részt. Ahhoz ugyanis, hogy az említett kémiai és energia-alapanyag szerepét betölthesse, le kell bontani a felépítő glükózegységekre, amely azután a további kémiai átalakításoknak kiinduló anyaga lehet (pl bioetanol).

A cellulóz enzimes bontásában – hasonlóan a keményítőéhez – egy több enzimből álló komplex vesz részt. Egy sor mikroorganizmus képes ilyen enzimek előállítására, ezek között legelterjedtebben alkalmazott a Trichoderma reesei. Ennek celluláz készítményei három enzim keverékét tartalmazzák:

Az egyik eleme a komplexnek a celluláz (EC  3.2.1.4.: endo-1,4-β-glucanase, Endoglucanase), amely tehát egy a poliszaharidlánc mentén statisztikusan bontó endoenzim, amely kisebb oligoszaharidokra bontja szubsztrátumát.
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A másik eleme a komplexnek a glükán 1,4-β-glükozidáz (EC 3.2.1.74.: exo-1,4-β-glucosidase), amely exoenzim és a láncvégről szukcesszíve glükózmolekulákat hasít le.

A komplex harmadik eleme a cellulóz 1,4-β-cellobiozidáz (EC 3.2.1.91.: exo-cellobiohydrolase vagy 1,4-beta-cellobiohydrolase). Ez az enzim a lánc nemredukáló végéről cellobiózegységeket hasít le. Végül a cellobióz hidrolízisét két glükózzá a cellobiáz enzim (EC 3.2.1.21.: Beta-glucosidase) katalizálja. A cellulózbontás sematikus összefoglalása látható a 3.37. ábrán.

E helyütt csak a közvetlenül a cellulózmolekulát bontó enzimeket említettük meg. Tudni kell, hogy a növények lignocellulózaiban található hemicellulózok, illetve lignin bontásában részt vevő, meg a ragasztóanyagként szerepelő pektint bontó enzimek is részt vesznek a lignocellulóz-struktúrák fel-, illetve lebontásában.

3.7.3. 	A pektin enzimes hidrolízise

A pektin a növényvilágban majd olyan elterjedt poliszaharid, mint a cellulóz és a keményítő. Heteropoliszaharid, amelynek a felépítésében a fő komponens a galakturonsav és annak metilésztere, ritkábban amidja, amelyek homooligomer régiókban, illetve szukcesszív módon követik egymást az alapmolekula lineáris láncában, amint a 3.38. és 3.39. ábrák mutatják. Ugyanakkor más monoszaharidok is részt vesznek a felépítésében (fajfüggően): ramnóz, galaktóz, arabinóz és xilóz. A ramnózmolekulák beépülnek a lineáris alapláncba, míg a xilóz, illetve a galaktóz vagy az arabinóz elágazásokat képeznek (oldalláncok), amitől azonban az egész molekula lineáris jellege nem változik meg.

A különböző gyümölcsök tartalmazzák a legtöbb pektint változó mennyiségben. Ez a pektin a felelős a dzsemek gélszerkezetéért és a gyümölcslevek nehezen szűrhető kolloidális zavarosságáért.

A pektinek fő lánca bontásáért a pektináz vagy poligalakturonáz enzimek a felelősek. Ez is egy enzimkeverék, amely legalább három komponensből tevődik össze. Az egyes enzimkomponensek közös jellegzetessége, hogy a lineáris felépítésű pektinlánc glikozidkötéseit hidrolizálják. Eltérnek viszont a támadáspontban, vagy láncvégről hasítanak le egy-egy galakturonsav-egységet, ezek az exo-poligalakturonázok (EC 3.2.1.67 exopolygalacturonidase), vagy a láncot statisztikusan támadják, ezek az endo-poligalakturonázok (EC 3.2.1.15. endopolygalacturonase, amely az 1,4-α-D-galactosiduron-kötés statisztikus bontását végzi) és a pectin lyase (EC 4.2.2.10. vagy endo-pectin lyase), amely oligoszaharidokat szabadít fel, nemredukáló véggel.

A poligalakturonázok (pektinázok) mellett rendszerint jelen van a pektinészteráz is (EC 3.1.1.11. pectinesterase vagy pectin methylesterase), amely a pektin galakturonsav-metilészter csoportjait hidrolizálja methanolt hasítva le arról.
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Pektinbontó enzimkomplexeket nagyon sok mikroorganizmus képes szintetizálni, így elsősorban penészek (Aspergillus- és Penicillium-félék) jó pektinázforrások. A termelt enzimek extracelluláris (sejten kívüli) természetűek, tehát tenyésztés után a fermentléből fehérjeizolálási módszerekkel preparálhatók. A pektinhidrolízisnek több ipari folyamatnál van jelentősége. Ha pektináz- preparátumot adunk gyümölcszúzalékhoz, akkor a léhozam 2–8%-kal növelhető. A léhozam- növekedés a nagy viszkozitású és lémegkötő-képességű pektin hidrolízisének tulajdonítható. A gyümölcsléipar az enzimpreparátumot ezenkívül gyümölcsléderítésre is felhasználja. Az enzimmel nem kezelt gyümölcslé zavaros és szűrhetetlen, mivel a gyümölcslé kolloidális anyagait (fehérjéket, rostanyagokat stb.) a pektin mint kiváló védőkolloid „oldatban” tartja. Ha a pektint enzimes úton lebontjuk, a védőkolloid hatása megszűnik, és a lé könnyen kristálytisztára szűrhető. A pektinhidrolízisnek a felsoroltakon kívül a textiliparban is van jelentősége, a len és a kender áztatásánál. A len és kenderkórók feltárása mikrobiológiai kezeléssel, az áztatás során történik. A mikrobiológiai folyamat célja a külső háncsrostok maradéktalan elválasztása a belső farészektől. A háncsrészben cellulózban dús, rugalmas kötegeket, rostnyalábokat találunk, amelyeket egymással és a farésszel pektin (mint ragasztóanyag) köt össze. A kenderáztatásnál ez az intracelluláris pektinanyag feloldódik, és ezáltal a szálak szabaddá válnak. A kender és len növényen mindig van a talajból származó, pektinázt termelő Bacillus macerans és Bacillus asterosporus, amelyek a számukra kedvező életfeltételeket jelentő meleg (30–35 °C-os) áztatóvízben gyorsan elszaporodnak.

A kereskedelemben kapható, elsősorban gyümölcsléderítéshez használatos pektolitikus emzimkészítmények a fenti enzimeken kívül rendszerint hemicelluláz-keveréket is tartalmaznak, amelyekben xylan endo-1,3-β-xilozidáz (EC 3.2.1.32.), xylan 1,4-β-xilozidáz (EC 3.2.1.37.) és α-L-arabinofuranozidáz (EC 3.2.1.55.) enzimek vannak jelen.

3.7.4. 	A penicillin enzimes hidrolízise

A Penicillium chrysogenum fermentációjával termelt benzil-penicillin (penicillin G) nevű antibiotikumot, amelyet Alexander Fleming véleletlen mikrobiális fertőzés során fedezett fel 1928-ban (lásd a 3.40. ábrát), eredeti formájában csak korlátozott mértékben használják fel, legnagyobb részét egy enzimes technológiával átalakítják 6-amino-penicillán-savvá (6-APA a rövidítése az angol 6-amino-penicillanic acid névből), amely azután az úgynevezett félszintetikus penicillinek családjának fő alapanyagát képezi.

A penicillin és rokona, a cefalosporin és félszintetikus származékaik az ún. β-laktám antibiotikumok csoportját alkotják, és baktériumok sejtfalának szintézise során a peptid keresztkötések létrejöttét gátolják, ily módon a sejtszaporodás során csak sejtfal nélküli protoplasztok tudnak létrejönni, amelyek ozmotikusan kipukkadva elpusztulnak.



A penicillin szerkezete a 3.41. ábrán látható, amelyen feltüntettük a penicillin bomlását okozó két enzimnek a támadáspontját is. Míg a penicillin aciláz enzim a peptidkötést hasítja, így létrehozva a 6-APA vegyületet, amely a félszintetikus penicillinek kiindulási vegyülete, addig a penicillináz enzim a β-laktám gyűrű felhasításával antibiotikus hatással már nem rendelkező penicilloinsavat eredményez. Ez utóbbi enzimnek a jelenléte a penicillinrezisztens törzsekben okozza a rezisztenciát, azaz az antibiotikum lebomlik és így lesz hatástalan. Mivel a rezisztencia átadódhat egyik specieszről a másikra, ezért képes terjedni a baktériumfajok körében. Ez a jelenség és a hatásspektrum szélesítésének igénye (hogy ne csak Gram+, hanem Gram– baktériumok ellen is legyen hatékony) teremtette meg az egyre változatosabb félszintetikus penicillinek előállításának igényét.
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A benzil-penicillinnek 6-APA-vá alakítását kémiai módszerrel is el lehet végezni a 3.42. ábra tanúsága szerint, azonban igen alacsony hőmérséklet szükséges az átalakításhoz, illetve szigorúan vízmentes körülményeket kell fenntartani, így ez a szintetikus kémiai eljárás nem lehetett versenyképes a biokonverziót felhasználó eljárással.
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A biokonverzióhoz felhasznált penicillin aciláz (EC 3.5.1.11.) enzimet (más néven penicillin-amidáz vagy penicillin-amido-hidroláz) más törzsek mellett például az Escherichia coli baktériummal állítják elő.

Az enzimet nagy hozamú E. coli szakaszos fermentációjával állítják elő. A sejteket centrifugálással választják el a fermentlétől, egy kisebb térfogatú pufferoldatban felszuszpendálják, majd nagynyomású homogenizátorral feltárják. Ezt kétlépéses kisózás követi: először a sejttörmelékeket és a nukleinsavakat csapják ki, majd az enzimet. Az újraoldott enzimet tovább tisztítják, majd a relatíve tiszta enzimet polimergolyókra immobilizálják (ma főleg az ún. EUPERGIT-re rögzítés történik). Ezeket az immobilizált enzimrészecskéket kereskedelmi forgalomban meg lehet vásárolni, és eléggé stabilisak ahhoz, hogy ipari felhasználást nyerhessenek (néhány hónapos felezési idejük van).

Magára az enzimes átalakítás technológiájára több alternatíva is létezik a reakció eléggé különleges viselkedése miatt. A dezacilezési reakció kinetikai viselkedése ugyanis erős termék- és szubsztrát- inhibíciót mutat, azaz mind a 6-APA, mind a PEN-G inhibitorai a reakciónak. Részletes számítások azt mutatták, hogy töltöttoszlop-reaktor használata lenne az optimális ebben az esetben. Amint azonban a reakció előrehalad, a pH csökken, hiszen savas karakterű karboxilsav (fenilecetsav) az egyik bomlástermék. A pH-csökkenés viszont a 6-APA termék bomlásához vezet, ezért pH-szabályozást kell megvalósítani. A pH-szabályozás azonban töltött oszlopban nem lehetséges a nem pillanatszerű ingrediens elkeveredés miatt.

Ezért a klasszikus, ún. Toyo Ozo (japán cég)-eljárás során recirkulációs reaktorokat használnak. 18 darab, rögzített enzimmel töltött oszlop van párhuzamosan(!) kötve, amelyeken folyamatosan áramlik a 18 felé osztott penicillin-térfogatáram. Az oszlopokról lejövő egyesített térfogatáram pedig egy kevert tartályreaktorba kerül, ahol a pH korrigálása megvalósítható. A cirkulációt addig végzik, amíg a kellő konverziót el nem érik. A 30 literes oszlopreaktorokkal és 6000 l/óra térfogatárammal működő rendszerben egy konverziós ciklus ideje 3 óra, és az oszlopok élettartama mintegy 300 óra. Az eljárás 33 kg/m3h produktivitással és mintegy 86%-os hozammal jellemezhető.

Egy másik eljárás során felhasználták az alapvető reaktortechnikai tapasztalatokat, hogy a kívánatos oszlopszerű működés és a pH-szabályozás is megvalósulhasson. Hogy a keveredés is jó legyen és a plug-flow üzemmódot is megközelítsék, 4 sorba kötött CSTR-rel oldják meg a problémát. Így több mint 95%-os PEN-G konverziót sikerül elérni. Ez a négy sorba kötött reaktor optimális. Kevesebb jentősen rontaná a konverziót, öt pedig alig növeli azt, ugyanakkor a nagy 6-APA-koncentráció erős végtermék-inhibíciót okozna (és természetesen a beruházási és üzemeltetési költségek is megnövekednének). Az eljárás elvi folyamatábrája a 3.43. ábrán követhető, egy pontozott piros vonallal követhető a penicillinoldat útja a sorba(!) kötött oszlopon keresztül. A folyamatábra viszonylag bonyolult, de gondoljuk meg, hogy a valóság ennél még sokkal komplikáltabb, hiszen ezen az ábrán nem tüntettük fel a szabályozóköröket, a hűtési és fűtési köröket csak jeleztük, illetve a készülékek ürítésének, mosásának (CIP) eljárása sincs feltüntetve.

[image: 3-43-ábra-APA-foly]

[bookmark: _Toc334777867]3.43. ábra: Folytonos APA-előállítás folyamatábrája

Mindkét eljárás esetében a reaktorokból távozó reakcióelegyből a pH izoelektromos pontra állításával kicsapják a 6-APA-t, majd szűrés és mosás után szárítják.

[image: 3-44-ábra-félszint]

[bookmark: _Toc334777868]3.44. ábra: Néhány félszintetikus penicillin- és cefalosporin-származék

A penicillin-acilázt nemcsak a PEN-G lebontására, hanem szintézisre is fel lehet használni: félszintetikus antibiotikumokat, így ampicillint, amoxycillint állítanak elő segítségével, acil-donorként fenil-glicint, illetve p-OH-fenil-glicint alkalmazva, amikor is peptidkötés jön létre ezek és a 6-APA között. E reakciók az enzim „eredeti funkciójának” megfordításai (lásd még az aszpartám előállítását is), és bizonyítják a hidrolitikus enzimeknek a szerves szintézisekben potenciálisan betölthető nagy szerepét. A 3.44. ábrán néhány félszintetikus penicillinszármazékot tüntettünk fel, valamint néhány félszintetikus cefalosporin-származékot is, hiszen amint fentebb már említettük, a Cefalosporin-G és Cefalosporin-C ugyancsak β-laktám antibiotikum-származékait (7-ACA: 7-amino-cefalosporánsav és 7-ADCA: 7-amino-deacetoxi-cefalosporánsav) ugyanevvel az enzimmel és hasonló technológiák felhasználásával állítják elő.

3.7.5. 	A tejcukor hidrolízise

A 3.45. ábrán látható szerkezetű diszaharid tejcukor a tehéntejben mintegy 4,7%-ban található, és ugyancsak lényeges összetevője a sajtgyártáskor keletkező savónak. Emésztése során a β-galaktozidáz vagy laktáz enzim (Exo-(1→4)-beta-D-galactanase, lactase EC 3.2.1.23.) bontja le glükózra és galaktózra, és így hasznosul. Míg a csecsemők toleránsak, azaz rendelkeznek laktóz- lebontó képességgel, addig a felnőtt lakosság körében nagy népegészségügyi problémát okoz az ún. laktózintolerancia. A kínaiak 90, a fekete amerikaiak 73%-a nem rendelkezik laktázzal, azaz intoleráns, miközben a fehér amerikaiak 99%-a és a svédek 84%-a toleráns a laktózzal szemben. A bontatlan laktózt a vastagbél anaerob flórája gázfejlődés közben erjeszti, ráadásul a laktóz gátolja a vízfelszívódást is a vastagbélben, ezért az intolerancia esetén fogyasztott tej és tejcukortartalmú egyéb termék úgynevezett explozív diarreát, azaz hasmenéssel együttjáró puffadást okoz.

E népbetegség kezelésére egyrészt laktáztartalmú enzimkészítményeket alkalmaznak, másrészt laktózmentes tejet és tejkészítményeket gyártanak a tej laktáz enzimmel történő kezelésével.

A laktáz enzimmel kezelt tej lényegesen édesebb, mint a natív, hiszen a laktóz édessége a szaharózénak csupán 20%-a, míg a hidrolíziskor keletkező glükózé 70% és a galaktózé 58%. Ez a tény a laktózhidrolízis további felhasználását is indokolja: fagylaltkészítmények és különböző natúr és ízesített sűrített tejkészítmények előállításakor is alkalmazzák. Utóbbiaknál kedvező, hogy így a készítmény cukortartalma nehezebben is kristályosodik ki.

Magát az enzimet többféle mikroorganizmus fermentációjával állítják elő, ekkor más-más optimális tulajdonságú enzimkészítményeket nyernek.

A tejipari élesztő Kluyveromyces fragilis (K. marxianus var. marxianus) által termelt enzim pH-ja 6,5–7,0 optimumú, míg az Aspergillus oryzae pH 4,5–6,0, az A. niger pedig pH 3,0–4,0 közötti optimummal rendelkező enzimet állít elő. Ezek a β-galaktozidáz készítmények rögzített formában kaphatók a kereskedelemben. E készítmények nemcsak a pH-optimum értékeiben, hanem fémionigényük (mint kofaktor), illetve fémek által okozott inhibíciójuk tekintetében is különböznek egymástól, abban azonban egyformák, hogy mindegyikre inhibeálólag hat a termék galaktóz.

[image: 3-45-ábra-laktóz-laktáz.JPG]

[bookmark: _Toc334777869]3.45. ábra: A laktóz hidrolízise

[bookmark: _Toc300502216][bookmark: _Toc334705689]3.8. 	Foszforilezés

A biokémiai foszforilezéses reakciónak gyakorlati, ipari felhasználását az adenozin-trifoszfát (ATP) és adenozin-difoszfát (ADP) vegyületek előállításával mutatjuk be. Az ATP és ADP fontos biokémiai preparátumok (számos in vitro és in vivo biokémiai átalakítás energiadonor és foszfátdonor vegyületei), de az ATP-t szívgyógyszerként is alkalmazzák. Az ATP és ADP nagytömegű előállítására az élesztő glikolízises enzimrendszerét lehet felhasználni, rendszerint egyszerű, boltban megvásárolható préselt pékélesztő vagy autolizált élesztő formájában. A reakciókörülmények és a szubsztrát alkalmas megválasztásával az élesztő segítségével, jó kitermeléssel lehet ATP-t vagy ADP-t nyerni.

Ezt az eljárást elvi jelentősége miatt mutatjuk be, azt demonstrálandó, hogy egyszerű technológiai eszközökkel hogyan lehet egy élő sejt anyagcsereútját a számunkra kedvező irányba befolyásolni és termelési céllal felhasználni. Megjegyzendő, hogy több helyütt ma is ezt vagy hasonló eljárásokat alkalmaznak e két kulcsvegyület előállítására, de megjegyezve, hogy egyéb, direkt fermentációs, illetve többenzimes koenzim-regenerálásos eljárások is léteznek ma már.

3.8.1. 	ATP-szintézis

ATP-t korábban szintetikus úton állítottak elő, ill. lóizomból izolálták. Ma korszerű és gazdaságos a biokémiai konverzió. A biokémiai konverziónál adenozinból és fruktóz-1,6-difoszfátból indulnak ki. A két szubsztrátból az élesztő glikolízises enzimrendszere ATP-t szintetizál (3.46. ábra).

[image: 3-46-ábra-ATPeá.JPG]

[bookmark: _Toc334777870]3.46. ábra: ATP-előállítás adenoziból élesztővel

[image: 3-47-ábra-glikolízis]

[bookmark: a_3_47][bookmark: _Toc334777871]3.47. ábra: A glikolízis vázlatos lépései az ATP-termelő és -fogyasztó lépésekkel

A 3.47. ábrából az előállítás alapkoncepciója világosan kitűnik. A glikolízis sémájában látható, hogy az ATP-fogyasztó lépések a fruktóz-1,6-difoszfát előtt vannak. Ha tehát az élesztőhöz a fenti két vegyületet adjuk, akkor az az adenozint foszforilezi, és belőle AMP, ADP, majd ATP képződik. Mivel a rendszerben nincs glükóz – ami a képződött ATP-t felhasználhatná –, így a reakció során nagy mennyiségű ATP halmozódik fel. Ezt az eljárást Kínában ma immobilizált élesztősejtekkel végzik 300 literes reaktorban, évi 25 t élesztő felhasználásával, mintegy 5 t ATP-t előállítva.

3.8.2. 	ADP-szintézis

Az ADP elállításánál a 3.47. ábrán látható glikolízis első lépéseit hagyjuk lezajlani azáltal, hogy nagy mennyiségű élesztőt, ATP-t és glükózt reagáltatunk rövid ideig. A rövid reakcióidő azt eredményezi, hogy a glikolízis során döntően a glükóz és később a fruktóz-6-foszfát foszforileződik, és így a rendszerbe adagolt ATP ADP-vé alakul, amely vegyület savazás után (amikor is az enzimek inaktiválódnak és a reakció megáll) könnyen izolálható.

[bookmark: _3.9.__Koenzim-regenerálással][bookmark: _Toc300502217][bookmark: _Toc334705690]3.9. 	Koenzim-regenerálással egybekötött vegyes biotranszformációk

A legtöbb oxido-redukciós enzimes átalakítási reakciónál NAD, ill. NADP koenzimre van szükség, amelyek folyamatos regenerálásáról gondoskodni kell. A koenzimek regenerálásához lehet enzimeket vagy mikroorganizmusokat is használni. Utóbbira láttunk már példákat a 3.1. alfejezetben. A szaporodó mikrobákkal végzett koenzimigényes biotranszformációk esetén ugyanis a mikrobák gondoskodnak a koszubsztrátok állandó regenerálásáról. Más a helyzet a tisztán enzimes reakció- rendszerek esetén, ekkor nekünk kell gondoskodni a drága koszubsztrátok regenerálásáról. Könnyen lehet a regenerálást elvégezni, ha két olyan oxidációs és redukciós enzimet alkalmaznak, amelyeknek azonos a koenzim része, akkor ui. a koenzim regenerálódik a két kapcsolt (oxidációs és redukciós) reakcióban. A koenzim-regenerálást négy, alapvetően különböző konjugált rendszerben lehet végezni.



a) A kapcsolt rendszer csak egy terméket eredményez. Erre jó példa az élesztőből származó mannit-dehidrogenáz (MDH EC 1.1.1.255.) és a Candida boidinii-ből izolált formiát-dehidrogenáz (FDH, EC 1.2.1.2.) együttes alkalmazása. A reakció kivitelezéséhez folytonos enzimes membránreaktort használnak (3.48. ábra). A membrán átengedi a kis molekulatömegű mannitot, és természetesen a gázhalmazállapotú CO2-t is, míg az enzimeket és a polietilén-glikolhoz (PEG) kötött NAD-koenzimet visszatartja a rendszerben. A NAD a nem funkciós adenin részével kapcsolódik a PEG-polimerhez, míg a funkciós nikotinsav szabadon marad, így hatását ki tudja fejteni, sztérikus gátlás nélkül részt tud venni a reakcióban. 

[image: 3-48-ábra-2s-1t]

[bookmark: OLE_LINK2][bookmark: _Toc334777872]3.48. ábra: Egy termékes kapcsolt rendszer: mannit előállítása

Hasonló eljárást alkalmaz a Degussa cég tercier leucin előállítására a 4.49. ábrán látható módon. A Bacillus sphaericus L-leucin-NAD oxidoreduktáz (EC 1.4.1.9.) enzimét használják oldott állapotban membránreaktorban trimetil-piroszőlősavból kiinduló eljárásukban (ez is egy kirotechnológiai eljárás, ui. a prokirális ketonból egy királis aminosav képződik). A koszubsztrát regenerálási reakciójának egyensúlyi állandója igen nagy (K=15000), így gyakorlatilag irreverzibilis, és a szén-dioxid pedig könnyen eltávolítható a reaktorból.

[image: 3-49-ábra-tercleucin-eá.JPG]

[bookmark: _Toc334777873]3.49. ábra: Egy termékes kapcsolt rendszer: tercier leucin előállítása

b) A szimultán működő két oxidációs és redukciós rendszer két terméket eredményez. A glükóz izomerizációjával kapott glükóz- és fruktózoldatot két enzimmel, mannit-dehidrogenázzal (MDH) és Aspergillus niger-ből származó glükóz-dehidrogenáz (GDH) enzimmel hozzák össze, amikor is a glükóz oxidációs és a fruktóz redukciós folyamat önfenntartó körfolyamatként viselkedik. Ebben a rendszerben a koenzim visszatartásáról úgy gondoskodnak, hogy az enzimreaktorhoz egy ultraszűrő membránmodult kapcsolnak, amely negatív töltésű (funkciós csoport -HSO-3) membránt tartalmaz.

A membrán (pH = 4-en) visszatartja a koenzimet, és az ilyen környezetben negatív töltéssel rendelkező enzimeket is, illetve megakadályozza a felülethez való kapcsolódásukat (nem tömődik el a membránfelület!). A membránon átdiffundáló termékek (mannit és Na-glükonát) (3.50. ábra.) bipoláris membránt tartalmazó elektrodializátorba kerülnek, ahol is a három cellában a glükonsav, a mannit és a NaOH elválnak és külön-külön elvezethetők.

[image: 3-50-ábra-két termék]

[bookmark: _Toc334777874]3.50. ábra: Kapcsolt rendszer két termékkel glükonsav és mannit előállítására

c) Regenerálás konszekutív (egymást követő) reakcióval (3.51. ábra), ahol az első reakció terméke a második szubsztrátja. Ebben a rendszerben a glükóz először az aldóz-reduktáz (EC 1.1.1.21.  aldehyde reductase, ALD) enzim hatására szorbittá alakul (redukció), majd ezt az intermediert a szorbit-dehidrogenáz (EC 1.1.1.14. L-iditol 2-dehydrogenase, SDH)[footnoteRef:17] szorbózzá oxidálja. A reakcióban szereplő NADP-koenzim sokkal drágább, mint a NAD. Mivel a membránreaktorban mindig van bizonyos koenzimveszteség, ezért fontos volt a drága NADP előállításának megoldása. [17:  Ezek az eltérő nevek  szinonimák az enzimek elnevezésére] 


Az olcsó NAD-ot sikerült gazdaságosan a 3.52. ábrán sematikusan bemutatott folytonos membránreaktor-rendszerben NADPH-vá alakítani. A membrán a nagy molekulatömegű enzimeket és a PEG-hez kötött ATP-t (ill. ADP-t) visszatartja, míg a kis molekulákat (NADPH, ecetsav, glükonsav-6-P) átengedi. Az acetil-foszfátból az acetát-kináz ( EC 2.7.2.1. acetate kinase ) (E1) enzim a foszfátot átviszi a PEG-hez kötött ADP-re, és az így képződő ATP foszforilezi a jelen lévő NAD-molekulát a NAD-kináz enzim (EC 2.7.1.23  NAD+ kinase) (E2) segítségével. A NADP-t a harmadik enzim (E3), a glükóz-6-foszfát-dehidrogenáz (EC 1.1.1.49. glucose-6-phosphate dehydrogenase) redukálja NADPH-vá. A folytonos enzimreaktorból távozó oldatból a NADPH ioncserés kromatográfiával izolálható. Ezzel a rendszerrel 34g NADPH/dm3 h produktivitás érhető el. A NADPH-t nemcsak az említett célra lehet felhasználni, hanem más területen is (biokémiai reakcióknál, az orvosi diagnosztikában stb.)
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[bookmark: _Toc334777875]3.51. ábra: Koenzim-regenerálás konszekutív reakcióval: szorbóz előállítása

[image: 3-52-ábra-NADPH.jpg]

[bookmark: _Toc334777876]3.52. ábra: NADPH előállítása többszörös koenzim-regenerálással

d) Regenerálás egy enzimmel, két szubsztráttal. Az eddig ismertetett rendszerekben két enzim és egy közös koenzim szerepelt (kétenzimes eljárás). A negyedik féle regeneráló rendszerben egy enzim van csak, de két eltérő szubsztrát (kétszubsztrátos megközelítés) (3.53. ábra).

Ezt a típust a szulkatonnak (2-metil-2-hepten-6-on) a vízben nagyon rosszul oldódó szulkatollá (2-metil-2-hepten-6-ol) történő sztereospecifikus átalakításán mutatjuk be. A ketonnak alkohollá történő redukciója során képződő oxidált NADP+  koenzimet egy másik szubsztrát, az i-propanol képes ugyanannak az enzimnek, az alkohol-dehidrogenáz enzimnek a közreműködésével redukálni.

A felső reakció pH=7,3-nál gyakorlatilag irreverzibilis. A szulkaton és a szulkatol is hidrofób tulajdonságú, és így oldhatóságuk vízben igen kicsi (0,4%). Ezért ennél a reakciónál kétfázisú ún. reverz micella rendszerrel dolgoznak. A szerves oldószer (amelyben a szubsztrát és a termék is oldódik) körülveszi a vizes fázist képviselő micellákat, amelyeket felületaktív anyag stabilizál. A vizes fázisban van az enzim, a kofaktor, valamint a stabilizátorként és aktivátorként szereplő AMP. A 3.54. ábra foglalja össze a teljes technológiai folyamatot. A keverős reaktorban a reverz micella rendszerben játszódik le a reakció és a kofaktor-regenerálás. A reaktorhoz csatlakozik egy pervaporációs membránmodul. A reverz micellák és az alkalmazott szerves oldószer nem képes áthatolni a pervaporációs membránon, míg a szulkatol, az aceton, az i-propanol és a víz kismértékben igen. A membránmodul után kapcsolt első kondenzátorban a szulkatol és a víz kondenzálódik, míg a másodikban az aceton és az i-propanol. Az első kondenzátum egy elválasztóba (ülepítőbe) kerül, ahol a szulkatol és a víz elválik egymástól. A vizes fázist (szükség szerint enzimmel és kofaktorral kiegészítve) visszavezetik a rendszerbe.
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[bookmark: _Toc334777877]3.53. ábra: Kétszubsztrátos koenzim-regenerálással megvalósított sztereospecifikus biotranszformáció
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[bookmark: _Toc334777878]3.54. ábra: A szulkatol-előállítás megvalósításának sémája

A fentiekben ismertetett kofaktor-regenerálás és a kofaktort visszatartó konstrukciók, megoldások lehetővé tették, hogy a koenzim-dependens eljárásoknál ma már a koenzim ára nem korlátozó tényező.

Mindazonáltal csak akkor gazdaságos egy ilyen eljárás, ha mondjuk 1 €/g körüli NADH-ár esetén a regenerálás jobb, mint 99%, és a teljes turnover szám 1000–10 000 között mozog. Valójában az alkalmazott enzimek árán és hatékonyságán múlik, hogy ésszerű-e ilyen típusú biotranszformációkban gondolkodni.

A fentiekben vázoltak csak példák, ma már számtalan ilyen eljárást alkalmaznak, és a lehetőségek száma szinte korlátlan.

[bookmark: _Toc300502218][bookmark: _Toc334705691]3.10.	Peptidek biotranszformációja, peptidszintézis

Már 1901-ben publikálták, hogy  a proteázok (peptidázok) képesek a peptidkötés létrehozására is. Ez egy egyszerű enzimes reakció esetében természetesen ma már magától értetődő, hiszen tudjuk, hogy az enzimek reverzibilis reakciókat katalizálnak, ugyanakkor egy polimerlebontó enzim esetében nyilván nem várható, hogy ugyanaz az enzim fel is építse a polimert, azonban egy bontott vagy létrehozott kötés, jelen esetben a peptidkötés (savamidkötés) tekintetében megvalósul a reverzibilitás. A peptidázok, illetve proteázok esetében ha azt akarjuk, hogy új peptidkötést hozzon az enzim létre, termodinamikai és enzimkinetikai megfontolásokat kell tennünk.
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[bookmark: _Toc334777880]3.56. ábra: A peptidszintézisben reagáló aminosavak védelme

A legkülönfélébb proteináz enzimek vehetnek részt peptidek szintézisében, ezeket bontási specifitásuk alapján különböztetik meg egymástól. A 3.55. ábrán összefoglaltuk az iparilag jelentős, szintézisre is felhasznált fehérjebontó enzimeket, megmutatva a bontott kötésre vonatkozó specifitásukat. Mivel peptidszintézisnél két aminosav között jön létre peptidkötés, így a kívánt peptid mellett nem kívánt melléktermékek is létrejöhetnek. Azért, hogy ezt elkerüljék, a karboxil-, illetve aminocsoportot védőcsoportokkal látják el. Ennek a szokásos módozatai láthatóak a 3.56. ábrán: az egyik reagáló aminosav aminocsoportját benziloxikarbonil (Z-vel jelölik)-csoporttal vagy acetilcsoporttal védik, míg a másik aminosav karboxilcsoportját amidálják (az aminosav amidját állítják elő, ezzel egyenértékű pl. egy dipeptid is) vagy az etil- vagy metilészterét használják fel. Az amidálás és észterezés abból a szempontból is kedvező, hogy mintegy aktiválják az aminosavakat, azaz növelik a reakció kinetikai állandóját.

A peptidszintézis egyensúlyi (más szóval termodinamikai) kontroll alatt állhat vagy ún. kinetikai kontroll vezérli.

Az egyensúlyi kontroll esetében, amikor a reakció csak egy egyensúlyi keveréket eredményez, a szintézis irányában felírt reakció egyensúlyi állandóját kell növelni valamilyen módon, például pH- változtatással, vagy nem vizes közeg alkalmazásával, vagy egyszerűen úgy, hogy a védett aminosav és partnere olyan peptidterméket hoz létre, amely kicsapódik a reakcióközegből, ily módon tolva el az egyensúlyt. Kimutatták pl., hogy az egyensúlyi állandót a peptidkötés létrehozásának irányába befolyásolni lehet a közeg alkalmas megválasztásával és annak pH-jával. Így vízben oldódó oldószerekkel, mint dimetilszulfoxid, dimetilformamid, trietilén-glikol a karbobenzoxi-triptofánnak és a glicinnek a kondenzációra számított egyensúlyi állandóját 20-szorosra lehetett növelni az egyszerű vizes reakcióelegyben mérthez képest tripszin enzim esetében. Ugyanebbe az irányba hatott a pH-nak 9,5-ről 6,5-re való csökkentése. A peptidkötés létrehozását továbbá elő lehet segíteni a nukleofil szabad aminosav mint reakciópartner koncentrációjának növelésével. Ezeket a lehetőségeket foglalja össze az 3.57. ábra.
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[bookmark: _Toc334777881]3.57. ábra: Termodinamikai kontroll és az egyensúlyi állandó növelésének módozatai

A kinetikai kontroll esetén nem várják meg, amíg az egyensúly beáll, hanem a 3.58. ábrán látható módon a maximális átalakulásnál állítják le a reakciót. Ez a módszer tehát gondos reakciókinetikai elemzést igényel. Kinetikai kontrollra azok az enzimek alkalmasak, amelyek stabil acil-enzim komplexeket hoznak létre, ilyenek a szerinproteázok. Ekkor a reakció egy aktivált karboxilcsoportot tartalmazó aminosavval indul (észter vagy amid), ez hozza létre az acil-enzimet, amely azután egy másik aminosav aminocsoportjával reagál és létrehozza a kívánt peptidet, vagy vízzel reagálva a hidrolízis irányába hat. E kettőt kell elválasztani egymástól a maximumpont helyes megválasztásával, ami egybeesik az acildonor elfogyásával a reakcióelegyből.

A peptidkötés létrehozását mint alapfolyamatot a kis molekulatömegű aszpartámnak ipari szempontból is jelentős előállítási példáján mutatjuk be.

[image: 3-58-egy-és-kinkontrol]

[bookmark: _Toc334777882]3.58. ábra: Termodinamikai és kinetikai kontroll összehasonlítása

Az -L-aszpartil-L-fenilalanin-metilésztert véletlenül fedezték fel[footnoteRef:18]. Kiderült, hogy 100–200-szor édesebb, mint a répacukor. Ennek az aszpartámnak az előállításánál racém alapanyagokból: D,L-aszparaginsavból (amelynek aminocsoportja acilezéssel védett) és D,L-fenilalaninból (vagy L-formából) indulnak ki. A szintézis sémája a 3.59. ábrán látható. Az enzimes lépést termolizin proteináz enzim katalizálja. Ez nem szerin-proteáz, így a reakció termodinamikai (egyensúlyi) kontroll alatt megy. Az egyik reagáló partner az N-(benziloxikarbonil)-Asp, a másik pedig a Phe-metilészter. A képződő termék, az N-(benziloxikarbonil)-aszparagil-fenilalanin-metilészter kicsapódik a reakcióelegyből, és ily módon tolódik el az egyensúly a szintézis irányába. Az eljárás további lépései arra irányulnak, hogy a nem reagált D-formákat eltávolítsák a reakcióelegyből, és végül a védő-csoport hidrogenolízissel történő lehasítása eredményezi a kívánt α-aszpartámot. Hogy az enzimveszteséget minimalizálják, vagy adszorpciós módszerrel, vagy kovalens kötéssel hordozóhoz rögzítik az enzimet, de ismertek oldott enzimmel operáló eljárások is. [18:  Az aszpartámot 1965-ben fedezte fel J.Schlatter (a Searle kutatója), 1981-ben engedélyezte az FDA, 1992 óta, amikor a NUTRASWEET®-re bejelentett  USA szabadalom lejárt, szabadon gyártható. A szaharóznál 100-200-szor édesebb anyag alacsony kalóriatartalmú (17 kJ/g) és ma az egyik legelterjedtebb mesterséges édesítőszer. Lebomlása során a szervezetben aszparaginsav és fenilalanin képződik, emiatt sokak szerint veszélytelen. Ellenzői szerint a metilészter bomlásakor keletkező metanol (és egyebek miatt) egészségre ártalmas. Ez a vita változó hevességgel ma is folyik, miközben pl. az USA üdítőitalainak több mint 80%-a tartalmazza.] 


Ebben az esetben az egyensúlyi állandó növelésére a szerves fázisban történő reakciót is kihasználták, kifejlesztettek ugyanis olyan eljárást is, amelynek során a reagáló partnereket a szerves, butanolos fázisban oldják fel, majd intenzív kevertetéssel a reakció egy vizes/szerves kétfázisú emulzióban történik meg. Az emulziót ülepítik, ekkor a két fázis elválik, a termék a szerves fázisba extrahálódva elválasztható a vizes fázistól, amelyet visszacirkuláltatnak a reaktorba. Így 10%-ról 95%-ra sikerült emelni a konverziót.

Az aszpartámszintézis példa a régió- és az enantiomer-szelektivitásra is, hiszen egyrészt csak a szabad α-aminocsoport vesz részt a szintézisben, másrészt csak az L-formák között jön létre a peptid- kötés. Ez fontos, mert csak az α-aszpartám édes, a β-sztereoizomer keserű ízű.[footnoteRef:19] [19:  Megjegyezzük, hogy ma már genetikailag módosított E.coli-val is állítanak elő az aszpartámot.  A coli sejtek mintegy 150 aspartám ismétlődéséből álló polipeptidet szintetizálnak, ezt preparálják, majd enzimesen hidrolizálják a dipeptiddé.] 
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[bookmark: _Toc334777883]3.59. ábra: Az aszpartámszintézis folyamata

Hasonló elven ma már egy sor biológiailag aktív peptidet elő tudnak állítani, például az  enzimaktivátor és antioxidáns szerepet betöltő glutationt, a neurotranszmitter Leu- és Met-enkefalint, a peptidhormon angiotenzint és nem utolsósorban az inzulint. Mindezeket azonban már rDNS- technikák felhasználásával is előállítják vagy előállíthatóak.

[bookmark: _Toc334778130]3.6. táblázat: Néhány szintézissel előállított peptid
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[bookmark: _Ref291440762][bookmark: _Toc300502219][bookmark: _Toc334705692]4. 	Fermentációs műveletek és folyamatok

[bookmark: _4.1.__A][bookmark: _Toc300502220][bookmark: _Toc334705693]4.1. 	A mikrobák tenyésztésének alapösszefüggései

Ha egy mikrobasejtet – az egyszerűség kedvéért tekintsünk egy baktériumsejtet – olyan környezetbe helyezünk, amelyben minden számára szükséges tápanyag elegendően nagy koncentrációban van jelen, valamint az egyéb körülmények (pH, hőmérséklet, ozmotikus viszonyok) is megfelelőek számára, akkor a sejt elkezd növekedni és egy idő után osztódik is, azaz egy anyasejtből két azonos leánysejt keletkezik. Tekintsük meg az 4.1. animációt, amely egy kaccsal történő átoltással kezdődik Petri-csészén kifejlődött baktériumtelepről egy rázólombikban lévő tápoldatra, amit 30 percenként (példánkban egy gyorsan szaporodó Escherichia coli sejtet tételezünk fel) követ egy osztódás. Az első generáció tehát kettő, a második, 60 perc elteltével 22=4, a harmadik generáció megszületése 90 perccel az átoltás után 23=8, a negyedik 24=16, és így tovább az n-edik generációig, amely összesen 2n darab leánysejtet eredményez.

Könnyen felírhatjuk tehát e binárisan osztódó baktérium szaporodásának matematikai törvényszerűségét:

	n generáció után 1 sejtből 2n sejt képződik,

	n generáció után N0 sejtből N0·2n sejt képződik.

Ez a binárisan osztódó sejtek exponenciális szaporodási törvénye, amely könnyen belátható módon a



		(4.1)

differenciálegyenletnek az



		(4.2)

alakú megoldása. Ebben a ν=ln2/tg ún. fajlagos szaporodási sebesség, a tg pedig a kétszereződési idő.



A biomérnöki gyakorlatban sokkal inkább a sejttömeg növekedése érdekel bennünket, mint a sejtek szám szerinti gyarapodása, ezért a (4.1-4.2) egyenleteket, amelyek tulajdonképpen a Jaques Monod nevét viselő növekedési modell alapegyenletei, gyakrabban alkalmazzuk a következő formákban:



		(4.3)



Ahol  definíciószerűen az ún. fajlagos növekedési sebesség és x a mikrobakoncentráció sejt-szárazanyagban mérve és g/dm3 vagy kg/m3 egységben kifejezve. Ha a 4.3 egyenletnek megfelelően a sejtkoncentrációt az idő függvényében ábrázoljuk, a 4.1. ábra szerinti végtelenbe tartó exponenciális növekedési görbét nyerjük. Ez nyilvánvalóan nem lehet a valóságos helyzet[footnoteRef:20]. Egy adott tápoldatmennyiségre történő oltás után, ha magára hagyjuk a rendszert, azaz a térfogata és a benne lévő szubsztrátumok mennyisége is meghatározott (ezt a továbbiakban szakaszos tenyésztésnek nevezzük), a valóságos növekedési görbe a 4.2. ábrán látható módon alakul. Kifejlődését az animált görbével (4.2. animáció)) is kövessük nyomon, valamint tekintsük meg a 4.1. videót, amely az E. coli szaporodását mikroszkóp alatt mutatja. [20:  Ha egy kb. 20 perc generációs idejű E. coli minden korlát nélkül növekedhetne, akkor 43 h alatt 1,09 x 1021 m3 térfogatú sejttömeg születne, ami nagyobb, mint a Földünk térfogata, és ha még két óra hosszat szaporodhatna, akkor a tömege – azaz 6,6 x 1021 t – is nagyobb lenne, mint a Földé!] 
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[bookmark: _Toc334778096]4.1. videó: E. coli növekedése
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[bookmark: _Toc334777884]4.1. ábra: Korlátlan exponenciális növekedési görbe

A növekedési görbe négy szakaszra osztható. Az első szakaszt lappangási fázisnak vagy lag szakasznak hívjuk. Ebben a mikrobasejtek még nem növekednek, legalábbis számottevő, mérhető növekedés sem szám szerint, sem tömeg szerint nincsen. Ebben a periódusban a sejtek adaptálódnak az új környezethez. E szakasz értelmezése nem teljesen egységes. (Mivel értelmezése és főként leírása meghaladja lehetőségeinket, ezért tekintsük lag szakasznak azt, ahol növekedés nem észlelhető.) E szakaszban μ=0. A lag periódust a gyorsuló növekedés szakasza követi, amely alatt az adaptáció folytatódik, de itt már észlelhető növekedés, méghozzá egyre gyorsuló ütemben. Nem minden sejt jut el azonban egyidejűleg oda, hogy maximális sebességgel szaporodjék, fokozatosan kapcsolódnak be a növekedésbe, így e szakaszban 0<μ<μmax. A következő, exponenciális fázisban (a gyakran használt, logaritmikus fázis kifejezés helytelen!) a teljes sejttömeg maximális intenzitással növekszik, μ=μmax

A negyedik szakaszt hanyatló fázisnak nevezzük, itt ismét 0<μ<μmax és tart a nullához.
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[bookmark: _Toc334777885]4.2. ábra: Szakaszos fermentáció valódi növekedési görbéje

A 4.3. ábrán a szakaszos fermentáció növekedési görbéjét együtt láthatjuk a legjellemzőbb kinetikai ábrázolásokkal, illetve ennek animációs változatán (4.3. animáció) ezeken a fentiek jól követhetőek.
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[bookmark: _Toc334777886]4.3. ábra: Szakaszos fermentáció növekedési görbéje és elsődleges kinetikai ábrái
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[bookmark: _Toc334778075]4.3. animáció: 3 növekedési görbe

Ha az élő sejtszám változását ábrázoljuk az időben, a 4.4. ábra szerinti lefutást kapjuk, itt a hanyatló fázis után egy stacioner fázis is megjelenik, amikor a szaporodás és az elhalás azonos mértékű, végül a következő fázisban –a pusztulási fázisban – a sejtek elhalása, lízise kerül fölénybe, az lesz meghatározó.
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[bookmark: _Toc334777887]4.4. ábra: Az élő sejtszám változása a szakaszos tenyésztés során
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[bookmark: _Toc334777888]4.5. ábra: A növekedési görbe féllogaritmikus ábrázolása

A 4.5. ábra is egy jellegzetes ábrázolását jelenti a növekedési görbének, ekkor a sejttömeg-koncentráció (esetleg a sejtszám) logaritmusát ábrázoljuk az idő függvényében. Ezen a görbén az exponenciális fázis egyenesként jelenik meg, ami magyarázza a helytelen log fázis kifejezést is. Jegyezzük meg, hogy ez az ábrázolás adja a legegyszerűbb meghatározási módját az exponenciális fázisban érvényes fajlagos növekedési sebességnek: az egyenes iránytangense az.

Tegyük fel a kérdést, hogy mi okozza a hanyatló fázis elkerülhetetlenségét. Ennek három oka is lehet. Elképzelhető, hogy a mikroba anyagcseréje során olyan metabolito(ka)t termel, amely gátlólag visszahat a növekedésére, mintegy önmérgezés következhet be. A másik ok lehet a sejtek rendelkezésére álló tér csökkenése. Elképzelhető olyan sűrű populáció, amelyben a sejtek mintegy összeérnek (természetesen nem szó szerint, hiszen egy vékony vízfilm mindenképpen kell hogy legyen közöttük), és ezáltal gátolják egymás növekedését (lásd később a crowding fogalmát is). A legfontosabb és leggyakrabban felmerülő ok azonban az úgynevezett szubsztrátlimitálás. Ez azt jelenti, hogy legalább egy tápoldatkomponensnek már nem elegendően nagy a koncentrációja ahhoz, hogy a mikroba maximális fajlagos növekedési sebességgel szaporodjék. A limitáló szubsztrát fogalmát Jaques Monod vezette be 1942-ben, amikor tejsavbaktériumok szaporodását vizsgálta. Megállapította, hogy a limitáló szubsztrát olyan függvény szerint befolyásolja a fajlagos növekedési sebességet, mint egy egyszerű enzimes reakció sebességét szubsztrátjának koncentrációja, azaz



	,	(4.4)

ahol μmax a maximális fajlagos növekedési sebesség (h-1) és KS az ún. szubsztráttelítési állandó.

Az egyenlet diszkussziója hasonló, mint amit az enzimkinetika esetében követtünk, kicsiny szubsztrát-koncentrációknál a hiperbola egyenesként viselkedik, KS-nél sokkal nagyobb szubsztrátkoncentrációknál megközelíti a μmax értékét. Ezt a gyakorlatban létező (elméletileg természetesen nem létező) koncentrációt nevezzük kritikus szubsztrátkoncentrációnak.

A Monod-modell a szakaszos fermentációnak csak az exponenciális és hanyatló fázisát írja le, a két szakasz közötti határt a növekedési görbe inflexiós pontja jelöli ki. A modell két paraméterének  meghatározási lehetőségét a 4.3. és a 4.7. ábrák grafikus módszerei teremtik meg, amelyek kedvezőtlen követelménye, hogy a nem mérhető növekedési és szubsztrátfelhasználási sebességekre is szükség van, s így a grafikus differenciálás nem kerülhető el (lásd a megoldást az általánosított logisztikus egyenlet felhasználásában).
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[bookmark: _Toc334777889]4.6. ábra: Monod-modell, a fajlagos növekedési sebesség függése a limitáló szubsztrát koncentrációjától
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[bookmark: _Toc334777890]4.7. ábra: Monod-modell, a KS és μmax grafikus meghatározási lehetőségei

Fel kell tenni a kérdést, hogy a tápoldat sok összetevője közül melyik szubsztrát lesz a limitáló? Ennek megértéséhez tekintsük a 4.8. ábrát  és a 4.4. animációt amelyeken azt láthatjuk, hogy például a C-forrás, a N-forrás, az oxigén és valamely vitamin összetevője a tápoldatnak külön-külön hogyan hatnak a fajlagos növekedési sebességre. Az egyes görbék alakja, valamint az, hogy hogyan, milyen sebességgel fogynak a szubsztrátok, az adott szubsztráttól, annak kiindulási koncentrációjától és az arra vonatkozó eredő hozamtól függ. Ezért a görbék alapján nem megmondható, hogy melyik szubsztrát lesz a limitáló. Csak annyit mondhatunk, hogy az a szubsztrát lesz az első limitáló szubsztrát, amelyiknek a koncentrációja először csökken a reá vonatkozó kritikus érték alá. Valamint, ahogy az idő előrehalad, úgy lehet második, harmadik stb. limitáló szubsztrát is (hatásuk leírását lásd később).
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[bookmark: _Toc334777891]4.8. ábra: Melyik lesz a limitáló szubsztrát?





[bookmark: _Toc334778076]4.4. animáció: Melyik lesz a limitáló szubsztrát?

A növekedésre vonatkozó alapösszefüggések közül még egynek az értelmezése szükséges ahhoz, hogy a továbbiakkal tisztában lehessünk. Ez a már Monod által bevezetett hozam fogalom. Ez nem más, mint az egységnyi elfogyasztott szubsztrátra jutó sejttömeg-növekedés, definícószerűen bármelyik tápoldatkomponensre felírva:



		(4.5)

ahol Yx/Si az i-edik szubsztrátra vonatkozó eredő hozam. 

A hozam tekinthető az előző definíció értelmében differenciálisan, tehát egy kicsiny tenyésztési idő alatti változások hányadosaként, de tekinthető integrálisan is, azaz



	,	(4.6)

Ahol Yx/Si   	az i-edik táptalajkomponensre vagy elemre vonatkoztatott eredő hozam, x a keletkezett új sejttömeg szárazanyagban kifejezve egy határozott idő, pl. egy óra vagy a teljes fermentáció ideje alatt, és Si a felhasznált táptalajkomponens (elem) mennyisége ugyanennyi idő alatt.

Jegyezzük meg, hogy megkülönböztető indexelés nélkül az Y eredő hozam jelölés a limitáló szubsztrátra vonatkozik.

Monod még hozamkonstansnak nevezte ezt a fogalmat, de már 1959-ben Herbert rámutatott, hogy ez valójában nem egy állandó (lásd a 4.2. fejezetet ), ma egyszerűen eredő hozam a neve[footnoteRef:21]. A hozamok szinte a legfontosabb jellemzői a fermentációs rendszernek, hiszen a tápoldat komponenseinek hasznosulását jelentik, és így gazdasági szempontból is jelentősek. [21:  Overall yield coefficient vagy true growth yield a szakirodalomban előforduló angol elnevezései.] 


Foglalkozzunk ezek után részletesebben a mikrobák tápanyagigényével, a tápoldatok összeállításának néhány szempontjával, és vizsgáljuk meg kvantitatíve a tápoldat komponenseinek hasznosulását. 

[bookmark: _4.2.__Mikroorganizmusok][bookmark: _Toc300502221][bookmark: _Toc334705694]4.2. 	Mikroorganizmusok tápanyagigénye, a tápanyagok hasznosulása a fermentáció során
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A fermentációs iparokban alkalmazott mikroorganizmusok termelőképessége alapvetően két tényezőtől függ: meghatározó szerepű a mikrobát jellemző genom, de ugyancsak döntő az a környezet, amelyben a mikroorganizmusokat tenyésztjük.

Úgy is fogalmazhatunk, hogy a mikroba igen nagy számú „lehetősége” közül (amely a genom által meghatározott), az adott környezetnek megfelelő véges számú „tulajdonság” fog manifesztálódni.

Adott mikrobatörzs esetén tehát már a környezet az elsődleges meghatározó.

A környezet fogalmába értjük a táptalajok minőségi és mennyiségi összetételét (beleértve az oldott oxigén szintjét is aerob fermentációk esetén) és az ún. környezeti paramétereket: pH, hőmérséklet, redoxpotenciál-viszonyok stb. Csak a mikroba tevékenysége szempontjából kedvező környezet biztosíthat kedvező termelési szinteket. A „kedvező” környezet meghatározása igen sok tényezős, bonyolult optimálási feladat, amelynek egyes elemeivel a következőkben foglalkozunk.

Egy fermentációs folyamat megtervezésének, optimálásának, megvalósításának egyik legfontosabb lépése a megfelelő növekedést és/vagy termékképződést biztosító táptalaj összeállítása.

A tápoldat-táptalaj funkciója a mikroba táplálkozási és környezeti igényeinek egyidejű kielégítése, de ezen túlmenően gazdasági szempontokat is figyelembe kell venni a tápoldat tervezése, optimalizálása során.

A mikroorganizmusokat tápanyagigényük szempontjából – és itt elsődlegesen a szénforrást és az energiaforrást vizsgáljuk – a 4.9. ábrán látható csoportokba sorolhatjuk.
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Táplálkozási igényük szerinti valamennyi csoportban találhatunk olyan mikrobákat, amelyek gazdasági szempontból fontosak, de a fermentációs iparok jelenleg leginkább a heterotróf csoportba tartozó mikroorganizmusokat alkalmazzák, amelyek tehát mind energia-, mind szénforrásuk tekintetében szerves anyagra szorulnak. Ez a megállapítás azonban nem kizáró, hiszen ismerünk olyan ipari eljárást, amely például eukarióta, fényhasznosító fotolitotróf organizmust alkalmaz (alga), de vannak olyan biobányászati eljárások is, amelyek során érceket kemolitotróf baktériumokkal lúgoznak ki (bacterial leaching).

A táptalajnak mindazon kémiai elemeket megfelelő, a mikroba anyagcseréje során hasznosítható (metabolizálható) formában és mennyiségben kell tartalmaznia, amelyek a mikroorganizmus testanyagainak felépítésében és a termék(ek) szintézisében részt vesznek.

A 4.1. táblázat néhány mikroba átlagos elemi összétételét mutatja be, míg a 4.2. táblázatban egy átlagos élesztő, illetve baktérium összetételét láthatjuk, a 4.3. táblázat pedig néhány fontos ipari fermentációs termék összetételét szemlélteti.

A táptalajtervezés első lépése a fermentációs folyamat sztöhiometriáján alapul: valamennyi szükséges elemet biztosítjuk, amely a kívánt termék és az új sejttömeg adott mennyiségében meg fog jelenni az alábbi formális egyenlet szerint:

	C-forrás + N-forrás + O2+ ásványi sók + speciális tápanyagok (pl. vitamin)

	   új sejttömeg + termék(ek) + CO2 + H2O

E formális egyenlet alapján azonban csak a minimális tápanyagmennyiség állapítható meg, optimális fermentációs folyamathoz az nem feltétlenül elegendő (vö.: növekedés kinetikája, limitáló szubsztrát fogalma), illetve nemcsak a szükséges mennyiséget, hanem a folyamatok sebességére gyakorolt hatást is figyelembe kell venni. E megállapítás elsősorban a C-forrás, N-forrás és oxigén esetén igaz, ásványi sók esetében a folyamat sztöhiometriája sokkal jobb közelítést ad.
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		ÖSSZETÉTEL A SEJTSZÁRAZANYAGBAN



		MIKROORGANIZMUS

		C

		H

		O

		N

		S



		Saccharomyces cerevisiae

		45              	9,0

		6,8

		30,6

		30,6

		n. a.



		Methylomonas methanolica

		45,9

		7,2

		nincs adat

		14,0

		2,6



		Penicillium chrysogenum

		43

		6,9

		35,0

		8,0

		nincs adat 





[bookmark: _Toc334778132]4.2. táblázat: „Átlagos” baktérium és élesztő elemi összetétele

		ELEM

		% sz.a.-ban

		% sz.a.-ban

		Eredő hozam[footnoteRef:22] [22:  * E hozamokról részletesen később szólunk.
** E hozam nem definiálható, mivel itt az összetétellel, nem pedig a valódi felhasználással történik összevetés.] 




		

		ÉLESZTŐ

		BAKTÉRIUM

		



		C

		47

		53

		*



		N

		7,5

		12

		8–13



		P (P043- -ben számolva)

		1,5

		3,0

		33–66



		S

		1,0

		1,0

		100



		O

		30,0

		20,0

		*



		Mg

		0,5

		0,5

		200



		H

		6,5

		7,0

		**



		Hamu[footnoteRef:23] [23:  A hamu elemtartalma: P, Mg, Cu, Co, Fe, Mn, Mo, Zn, Ca, K, Na.] 


		8,0

		7,0

		**
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Antibiotikumok

	Bacitracin	C66H103N17016S

	Cefalosporin	C16H21N308S

	Eritromicin	C37H67N013

	PenicillinG	C16H18N204S

	Streptomicin	C21H39N7012

Szerves savak

	Citromsav	C6H807

	Glükonsav	C6H1207

	Tejsav	C3H603

Oldószerek

	Aceton	C3H6O

	Butanol	C4H100

	Etanol 	C2H60

Vitaminok, aminosavak

	B12	C63H88CoN14014P

	Riboflavin	C17H20N406

	Glutaminsav	C5H9N04

	Lizin	C6H14N202

	Triptofán	C11H12N202



A fenti formális sztöhiometriai egyenlet utal a speciális tápanyagigényekre is. Ilyenek lehetnek auxotróf mikrobák esetén azok az aminosavak, vagy egyéb vegyületek, amelyeket a mikroba nem képes szintetizálni, de életműködéséhez nélkülözhetetlenek vagy valamely vitamin és egyéb bioszanyag.

Az egyes tápoldat-komponensek, illetve az egyes elemek biztosítására a legkülönbözőbb megközelítéseket alkalmazzák.

Különleges jelentősége van a víznek, hiszen a tápoldat egy vizes közeg, és az élő sejt úgyszintén maga is 70–90% vízből áll. A tápoldatok összeállításánál, elsősorban tömegtermékek (citromsav, ecetsav és hasonlók) előállításakor sokszor egyszerű csapvizet vagy desztillált vizet használnak fel, de igényesebb (pl. gyógyszeripari, rekombináns biotechnológiai, szövettenyésztési) eljárásoknál szigorúbb követelményeket kell kielégíteni: ionmentes víz, pirogénmentes víz, meghatározott maximum vezetőképességgel rendelkező víz, úgynevezett WFI[footnoteRef:24] minőségű víz felhasználása is szükségessé válhat. Egy modern biotechnológiai üzemben a megfelelő minőségű víz előállítása ugyanolyan fontos és technológiai értelemben bonyolult feladat, mint maga a fermentáció. [24:  Water for injection, azaz injekciók előállítására alkalmas gyógyszerminőségű víz.] 


A hidrogént mint elemet az archea hidrogénbaktériumok kivételével, amelyek a molekuláris hidrogén oxidációjából fedezik energiaszükségletüket, a legtöbb mikroorganizmus a C-/energiaforrás szerves molekulájából és a vízből fedezi.

Az oxigén speciális tápanyag, ezért vele egy külön fejezetben részletesen foglalkozunk (4.5. fejezet), itt annyit jegyezzünk meg, hogy az anaerobok a szubsztrátokban és a vízben lévő oxigént hasznosítják, míg az aerobok az atmoszférából származó molekuláris oxigént.

A nitrogénforrás nagyon sokféle lehet, ezek legfontosabbjait a későbbiekben érintjük, általában: NH4+ - és NO3-- sók vagy szerves N-tartalmú vegyületek, illetve természetes N-források formájában.

A szénforrás a legtöbb esetben az energiaforrás is (de nem szükségszerűen), és nagyon sokféle lehet: cukrok, alkoholok, egyszerű szerves savak, zsírok, olajok stb. Ezek lebontásával termelik meg a sejtek azokat az építőköveket, amelyekből saját makromolekuláikat, sejkomponenseiket fel tudják építeni.
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[bookmark: _Toc334777893]4.10. ábra: A táplálékhasznosulás sémája

A lebontás során energia termelődik, ez a felépítő reakciók (valamint a fenntartás) igényeit hivatott kielégíteni. A nagyon egyszerű sematikus 4.10. ábra világítja meg a viszonyokat. A C-forrás hasznosulásának kvantitatív viszonyairól a 4.2.2. alfejezetben szólunk.



A fermentációk során felhasznált táptalajok-tápoldatok szintetikusak, félszintetikusak és természetes alapúak lehetnek, ezekre egy-egy példát láthatunk a következő táblázatokban.

[bookmark: _Toc334778134]4.4. táblázat: Fermentációs táptalajok

1. Szintetikus táptalaj

A megadott összetételű táptalaj 30 g/dm3 Candida utilis élesztő előállítására alkalmas szakaszos tenyészetben



	g/dm3	hozam

C-forrás : 	metanol	60	0,5

	vagy	etanol	40	0,75

	vagy	glükóz	60	0,5*

	vagy	hexadekán	30	1,0**

N-forrás:	(NH4)2SO4	12	

P-forrás	KH2PO4	1,3

	MgSO4	1,5



Elemnyomok: Cu, Co, Fe, Ca, Zn, Mo, Mn 10-4 mol/dm3 mennyiségben.

      *jellemző érték szénhidrátokra (glükóz, keményítő, cellulóz stb.)

    **jellemző érték telített szénhidrogénekre (n-paraffinok)



2. Félszintetikus táptalaj gomba eredetű proteáz termelésére

Kukoricakeményítő	30 g/dm3

Kukoricalekvár	5

Szójaliszt	10

Kazein	12

Zselatin	5

Szeszmoslék por	5

KH2PO4	2,4

NaNO3	1

NH4C1	1 

FeSO4	0,01



3. Természetes alapú táptalaj baktériumok eltartására

Húskivonat (BACTO BEEF EXTRACT)	10 g/dm3

Pepton (BACTO PEPTONE)	10

Élesztőkivonat (BACTO YEAST  EXTRACT)	5

NaCl	1

Agar	20



Laboratóriumi szinten, főként kutatási célra, előszeretettel alkalmazunk szintetikus táptalajokat, amelyekben tehát szervetlen sókon kívül csak egy szerves összetevő van, a szén-/energiaforrás. A termelési gyakorlatban viszont legtöbbször félszintetikus táptalajokat használnak fel. A harmadik példában látható, főként természetes eredetű komponenseket tartalmazó táptalajokat leginkább a mikrobák eltartása, előtenyésztése céljából alkalmazzuk.

A mikrobák és a különböző szövetek tenyésztésénél kezdetben „természetes” anyagokból, növényi és állati anyagok kivonataiból, élesztőkivonatból, húslevesből, tejből, tejsavóból és vérsavóból stb. készített tápoldatokat (komplex tápoldatokat) használtak. Ezek a tápoldatok azért voltak kedveltek, mivel gyakorlatilag  minden (vagy csaknem minden) organizmus számára megfelelő tápanyagokat tartalmaznak. Nagy hátrányuk azonban, hogy kémiailag nem jól definiáltak, összetételük széles határok között ingadozhat (a tenyésztés vagy termesztés helyétől, az időtől és időjárástól, valamint egyéb tényezőktől függően). Jórészt azért törekedtek a kémiailag definiált, szintetikus és félszintetikus tápközegek megkonstruálására, hogy az állandó minőségű táptalajt biztosítani lehessen. Mindazonáltal az ipari gyakorlatban ma is sok természetes eredetű tápoldatkomponenst alkalmaznak.

A fermentációs ipar C- és energiaforrása általában valamilyen növényi eredetű szénhidrát. Tiszta glükózt vagy szaharózt a költségtényezők miatt ritkán használnak egyedüli szénforrásként, legtöbbször csak olyan folyamatokban, amelyek rendkívül pontos fermentációvezetést követelnek meg. A szaharózgyártás mellékterméke, a melasz a legolcsóbb szénforrások közé tartozik, és jellemzően a hagyományos erejedési iparokban: a szesz- és pékélesztőgyártásban alkalmazzák. A sűrűn folyós anyag mintegy 80% szárazanyag-tartalma kb. 50%-ban cukrokat, elsősorban szaharózt és amellett jelentős mennyiségű nitrogéntartalmú anyagot, vitaminokat és ásványi sókat, elemnyomokat is tartalmaz. A melasz összetételének esetenként jelentős változásai a termesztési területtől, az időjárástól és az egyes cukorgyárakban alkalmazott technológiák különbözőségéből adódnak. Egy jellemző melaszösszetételt mutat be a 4.5. táblázat.

[bookmark: _Toc334778135]4.5. táblázat: Répacukormelasz összetétele és néhány jellemzője
(Szolnoki Cukorgyár, 1993/94. évi kampány adatai)

	Szárazanyag-tartalom	81%

	Hamutartalom	11,9%

	Viszkozitás	7644 cP

	pH	8,16

	Összes cukortartalom a szárazanyagban	46,9%

	invert cukor	0,9%

	raffinóz	1,24%

	Összes Ntartalom	2,3%

	asszimilálható N	0,87%

	NO3	0,62%

	Ecetsav	1,1%

	K-tartalom	2,6%

	Na-tartalom	0,7%

	Ca-tartalom	0,7%

	Biotin	0,0584 mg/kg



A kukorica alapú keményítőből történő glükóz gyártásakor a glükóz kikristályosítása után visszamaradó mellékterméket, illetve a különböző bontásfokú hidrolizátumokat ugyancsak széles körben és nagy mennyiségben használják C-/energiaforrás alapanyagaként.

A malátakivonat, a csíráztatott, majd elcukrosított árpa vizes kivonata kimondottan kedvező táptalaja számos élesztőnek, gombának és fonalas baktériumnak. Szárazanyagának szénhidráttartalma kb. 90–92 %, amely hexózokból (glükóz, fruktóz), diszaharidokból (maltóz, szaharóz), triszaharidokból (maltotrióz)  és dextrinekből áll. Fehérjéket, peptideket, aminosavakat, purinokat, pirimidineket, valamint  vitaminokat is tartalmaz. A malátakivonat tartalmú táptalajokat kíméletesen kell sterilezni. A savanyú pH-érték, a redukáló cukrok és az aminosavak együttes jelenléte ugyanis Maillard-reakcióhoz vezet. A barna kondenzációs termékek kialakulásával járó folyamatok során az aminosavak (mindenekelőtt a lizin) vagy a fehérjék aminocsoportjai a redukáló cukrok karbonilcsoportjaival reagálnak. Az így létrejött kötéseket a mikroorganizmusok már nem képesek megbontani. Ezért a karamellizálódás mellett a Maillard-reakció a fő oka annak, hogy a táptalajok a sterilezés során károsodnak. Ennek következtében a fermentáció végtermék-kihozatala jelentősen csökkenhet.

A keményítőt és a dextrint az amiláz enzimet termelő törzsek szénforrásként közvetlenül is hasznosítják. Az utóbbi időben a keményítő az etanol-előállítás kiindulási anyagaként vált igen jelentőssé. Ma jellemző az ún. nagy volumenű fehér biotechnológiai eljárások zömére (tejsav, tejsav alapú PLA[politejsav], citromsav, glükonsav stb.) hogy kukoricából vagy kukoricakeményítőből (esetenként búzából) származó hidrolízistermékeket alkalmaznak szén-/energiaforrásként. Törekvés az is, hogy az ilyen eljárásoknál egyrészt olyan mikrobákat alkalmazzanak, amelyek képesek maguk a keményítő bontására, vagy egyidejűleg történjék az enzimes keményítőbontás és maga a fermentáció (SSF, azaz simultaneous saccharification and fermentation).

A szulfitlúg a cellulózipar cukortartalmú mellékterméke. Szárazanyag-tartalma mintegy 9–13%, és elsősorban élesztők tenyésztésére használatos. A tűlevelű fák feldolgozásakor visszamaradó szulfitlúgok mintegy 2–3% cukrot tartalmaznak, amiből kb. 80% hexóz (glükóz, mannóz, galaktóz), a többi pentóz (xilóz, arabinóz). A lombos fák feldolgozása során képződő szulfitlúgok elsősorban pentózokban gazdagok.

A cellulóz fermentációs alapanyagként történő felhasználása lehetőségének megteremtésén napjainkban nagyon intenzíven dolgoznak. A világban évenként újratermelődő cellulóz, illetve lignocellulóz komplex mennyisége mintegy 1011 tonna. Ebből igen nagy mennyiség hulladékként elvész (pl. szalma, kukoricaszár és -csutka, faforgács). A cellulózt nem lehet közvetlenül szénforrásként hasznosítani, először kémiailag vagy enzimesen hidrolizálni kell. A világszerte hatalmas kutatási forrásokat emésztő lignocellulóz-bontási kérdéskör ma még korántsem megoldott, mind a genetikai törzsmódosítások, mind a technológiai fejlesztés területén még nagy előrelépések szükségesek és várhatóak, amíg a gazdaságos lignocellulóz-bontás a jövő fermentációs iparának (és evvel a kémiai és energiaiparnak is) a legnagyobb alapanyagforrása lesz.

A növényi olajok (szója-, gyapotmag- és pálmaolaj) főként mint kiegészítő anyagok jöhetnek szóba. Jellemzően az antibiotikum-iparban alkalmaznak olyan habzásgátló olajokat, amelyek egyszersmind C-forrásul is felhasználódnak.

Széntartalmát tekintve napjainkban a metanol még mindig az egyik legolcsóbb fermentációs alapanyag, de csak kevés baktérium és élesztő képes azt metabolizálni. Eddig a metanolt elsősorban a 20. század utolsó harmadában az SCP (egysejt fehérje=single cell protein) előállítására, továbbá a B12-vitamin gyártás alapanyagaként használták. Ma már a metanol nem „divatos” C-forrás, de könnyen azzá lehet ismét, ha a nem petrolkémiai alapú metanol-előállítás gazdaságosan lehetségessé válik (gondoljunk például a magyar Nobel-díjas Oláh György-féle újszerű metanolkémiára).

A cellulóz, valamint a keményítő elcukrosítása és fermentációja révén keletkező etanol kielégítő menyiségben áll rendelkezésre. Előnye, hogy sok mikroszervezet egyedüli szénforrásként is képes metabolizálni. Természetesen csak olyan esetekben érdemes C-/energiaforrásként felhasználni, amikor az etanol jelenlétének valamilyen plusz előnye van a cukorhoz képest (például oldószere valamely vízben rosszul oldódó tápoldat-komponensnek, prekurzornak).

A paraffin szénhidrogének közül elsősorban a C12–C18 lánchosszúságú alkánokat képesek bizonyos mikroorganizmusok metabolizálni. Az 1960-as évek elején az alkánokban a szénhidrátok alternatív anyagait látták. A megnövekedett olajárak, valamint a megújuló szénforrásigény miatt azonban az alkánok mint fermentációs alapanyagok napjainkban már nem jöhetnek szóba.

A mikroorganizmusok közül sok képes szervetlen, ill. egyszerű nitrogéntartalmú vegyületeket (ammóniát, ammóniumsókat, karbamidot) N-forrásként hasznosítani, míg mások növekedésükhöz szerves N-forrást igényelnek. Ipari léptékben használatos N-források lehetnek: szójadara, -liszt, kukoricalekvár, maláta, búzasikér, alkohol desztillációs maradék, valamint állati eredetű fehérjék, mint amilyen a halliszt, vér, húsgyári hulladék, ill. húshidrolizátum, valamint a tejsavó. Nagyon jól metabolizálható szerves nitrogénforrás a kukoricalekvár[footnoteRef:25] amely a kukoricakeményítő-előállítás ún. nedves őrléses technológiájának a mellékterméke. Ez sok aminosavat (alanint, arginint, glutaminsavat, izoleucint, treonint, valint, fenil-alanint, metionint és cisztint), valamint vitaminokat is tartalmaz. A cukortartalom döntő többségét a tejsavbaktériumok az előállítás során tejsavvá alakítják. A kukoricalekvárral kapcsolatban is igazak a melasznál említettek a változó összetételre vonatkozóan. Egy jellemző kukoricalekvár-összetételt mutatunk be a 4.6. táblázatban. [25:  ( az angolnyelvű irodalomban corn steep liquor, CSL)] 


Az élesztőkivonat[footnoteRef:26] igen sok mikroorganizmus számára jó táptalaj. Az élesztőkivonatot főképpen pékélesztőből vagy Candida törzsekből állítják elő (50–55 °C-ra melegítve, autolízissel, vagy NaCl jelenlétében plazmolízissel, majd az így kapott feltárvány vizes extraktumának porlasztva szárításával): aminosavakat, peptideket, vízoldható vitaminokat és szénhidrátokat tartalmaz. Az élesztőben lévő glikogén és a trehalóz az előállítás folyamán glükózzá alakul. Az élesztőkivonat jellemzően teljes mértékben vízoldható. [26:  (az angolnyelvű irodalomban  yeast extract, YE)] 


A peptonokat (fehérje-hidrolizátumokat) igen sok mikroorganizmus képes hasznosítani. Ipari felhasználásukat jórészt az korlátozza, hogy drágák. A zselatinból származó pepton gazdag prolinban és hidroxi-prolinban, de szinte egyáltalán nem tartalmaz kéntartalmú aminosavakat. A keratinból származó peptonban sok prolin és cisztein van, de a lizin hiányzik belőle. A növényi eredetű peptonok (szójapepton) sok szénhidrátot tartalmaznak. A hidrolízis módja – savas vagy enzimes – is befolyásolja a végtermék összetételét. Ma igen sokféle mikrobiológiai célra felhsználható pepton kapható a különböző gyártóktól: hús, tej – vagy növényi eredetben és a hidrolízisben különböznek, ennek következtében összetételük is igen különböző lehet. Lényeges tulajdonságuk, hogy teljes mértékben vízoldhatóak.

A szójaliszt lényegében őrölt szójamagpogácsa, amely az olaj kivonása után visszamaradó komplex tápanyag. A szójaliszt fehérjetartalma 50%, szénhidráttartalma mintegy 30%, a maradék anyagok közül fontos a zsír-, illetve a lecitintartalom (1, ill. 1,8%). A szójalisztet elsősorban az antibiotikum- fermentációkhoz használják, mert a viszonylag lassú metabolizálódás miatt nem okoz katabolit-repressziót.

[bookmark: _Toc334778136]4.6. táblázat: A kukoricalekvár összetétele

	Szárazanyag-tartalom	50%

	Fehérjetartalom	24%

	Szénhidrát	5,8%

	Zsírok	1%

	Rosttartalom	1%

	Hamutartalom	8,8%

	Biotin	0,88 mg/kg

	Piridoxin	19,36 mg/kg

	Tiamin	0,88 mg/kg

	Pantoténsav	74,8 mg/kg

	riboflavin	5,5 mg/kg

	Szabad aminosavak	4,9%

	ezen belül

	arginin	0,4%

	cisztin	0,5%

	glicin	1,1%

	hisztidin	0,3%

	i-leucin	0,9%

	leucin	0,1%

	lizin	0,2%

	metionin	0,5%

	fenilalanin	0,3%

	tirozin	0,1%

	valin	0,5%



A különböző  mikrobák növekedésifaktor-igénye ritka esetben kvantitatíve meghatározott. Van olyan mikroba, amelyik egyáltalán nem igényel ilyen vegyületeket, képes valamennyi fontos vitamint szintetizálni. Érdekes hatása van a biotinhiánynak a Corynebacterium glutamicum-ra: biotinhiány esetén a sejtmembrán permeabilitása megváltozik, a sejt nem képes a szintetizálódott glutaminsavat a sejtben tartani, az a fermentlébe diffundál. A vitaminokat szintetikus közegbe tiszta kémiai vegyület formájában adják, gyakran az élesztőkivonat egyben növekedésifaktor-forrásként is szolgál, mivel tiamint, riboflavint, piridoxint, pantoténsavat, niacint és biotint is tartalmaz.



Bizonyos fermentációk (citromsav, riboflavin) nagyon érzékenyek – rendszerint a természetes tápanyagokkal bevitt – fémekre, bizonyos elemnyomokra. A nagy termékhozam biztosítása érdekében ezeket a fémeket el kell a tápoldatból távolítani. Ez történhet kicsapással (foszfáttal, karbonáttal, ferrocianiddal), folyadékextrakcióval és adszorpcióval. Bizonyos esetekben elemnyomhiányt el lehet úgy is érni, hogy ha a fermentációs tápoldatba kelátképző vegyületet adnak.



Az elmondottakból talán kiviláglik, hogy a fermentációs ipar nyersanyagai csaknem 100%-ban az évenként megújuló növényvilágból származnak, ez ad ennek az iparágnak óriási perspektikus jelentőséget! A fokozatosan kimerülő szénhidrogénbázist képes ez az iparág az évenként megújuló szénhidrát- és fehérjeszubsztrát-bázissal kiváltani.



Üzemi léptékben a fermentációs tápoldatfejlesztésnél a gazdasági megfontolások döntőek. Olcsó végtermék esetén csak olcsó alapanyagok jöhetnek szóba, míg nagyértékű produktumnál a hozam elsőrendű fontosságú, ezért ezeknél (szteroidhormonoknál, monoklonális ellenanyagoknál) a nyersanyagok ára nem játszik olyan fontos szerepet.

A nagy termelési volument jelentő fermentációk esetén minél egyszerűbb tápoldat-összetételt alkalmaznak, elsősorban cukorforrást, amely rendszerint egy sor N-tartalmú anyagot is tartalmaz (pl. búza- vagy kukoricaliszt-hidrolizátum a C- és a fő N-forrás is egyben), és valamely szervetlen N-forrás-kiegészítőt, mint az (NH4)2SO4.



Az antibiotikumot termelő törzsek szaporításához általában komplexebb tápoldatokat alkalmaznak.

A kiemelkedő antibiotikum-titert produkáló törzsek törzsfejlesztésével párhuzamosan folyik az ezeknek legjobban megfelelő tápoldatkomponensek meghatározása. Minden új „szuperklón” optimális tápoldat-összetételét újra és újra meg kell határozni. Néha az új, fejlesztett törzsnek speciális igénye van (gondoljunk az auxotrófok speciális igényeire), amellyel a szülőtörzs nem rendelkezett.

A komplex N-forrásokat a legtöbb antibiotikum-fermentációnál szervetlen N-forrással egészítik ki, (NH4)2SO4, NH4Cl vagy néha valamilyen nitrátsó formájában. Nem ritka azonban az élesztő, ill. élesztőhidrolizátum alkalmazása sem, amely egyben növekedésifaktor-forrásként is szerepel. A C-források széles skálája jöhet szóba az antibiotikum-fermentációknál. A C-forrás fermentáció közben történő adagolása mára túlnyomó gyakorlattá vált (fed batch technika). A glükóz nagy koncentrációban ui. nagyon sok antibiotikum bioszintézisét katabolit represszióval akadályozza, és más fermentációknál is előnytelen (lásd pékélesztő előállítása). A glükózszintet ezért megfelelően alacsony értéken szükséges tartani a tenyésztés során, különösen a fermentáció második szakaszában, ahol az antibiotikum-szintézis történik. Gyakran használnak keverék C-forrásokat is, pl.: glükóz- és keményítőkeverék C-forrással indítják a fermentációt. A sejtnövekedést a könnyen asszimilálható glükóz biztosítja, míg a termelési szakaszban a biomassza amilázrendszere a keményítőből lassan szabadítja fel az asszimilálható glükózt, és így a katabolit represszió nem érvényesül. Hasonló megfontolás alapján alkalmaztak laktózt is (glükóz helyett) a penicillin-előállítás kezdeti korszakában. Gyakran adagolnak növényi olajokat is az antibiotikum-termelési szakaszban C-forrásként. A növényi és állati zsiradékok (szója-, kukorica-, napraforgóolaj, metiloleát, hal- és disznózsír) a következő előnyös tulajdonságokkal rendelkeznek: lassan asszimilálódnak, viszonylag olcsók, jól adagolhatók, habzásgátló tulajdonságúak, bizonyos esetekben – különösen nyíróhatásra érzékeny mikrobáknál – védő hatásúak és nem utolsósorban nincs katabolit repressziót okozó hatásuk. Az elmondottak szerint az antibiotikumok fermentációs tápoldata komplex természetű, amelynek elkészítésénél természetes anyagokat használnak C- és N-forrásként. Ebből adódik, hogy a tápoldatok ásványi anyagainak optimálását csaknem lehetetlen elvégezni, mivel a természetes nyersanyagok ásványianyag-összetétele jelentősen változhat. A kukoricalekvárban bizonyos fémek koncentrácója akár egy nagyságrendet is ingadozhat.

Ennek ellenére az ásványi összetevők optimálása fontos kérdés, mindent meg kell tenni a lehetőleg optimális összetétel megtalálására.

Az alkoholtartalmú italok (sör, bor), ill. az ipari szesz előállítására, továbbá takarmány- és sütőélesztő- gyártáshoz egyaránt növényi szénhidrátokat és nitrogéntartalmú vegyületeket, valamint szervetlen nitrogénforrást használnak alapanyagként (árpát, kukoricát, gyümölcslevet, melaszt). Mivel az élesztő a keményítőt nem képes lebontani asszimilálható és erjeszthető cukorrá, ezért a keményítőtartalmú alapanyagokat előzetesen el kell hidrolizálni egyszerű cukrokká (maltózzá, glükózzá).

A lignocellulózok hidrolízisénél pentózok is képződnek, ezek felhasználására csak bizonyos élesztők (pl. Candida utilis) képesek, így a szulfitlúg „élesztősítésénél” ezt az élesztőt használják. Szükséges megjegyezni, hogy az alkoholgyártási eljárások néhány olyan mellékterméket is produkálnak, amelyeket mint tápanyagokat lehet más fermentációknál felhasználni (sörélesztő, alkohol-desztillációs maradék[footnoteRef:27] stb.) [27:  Ilyen melléktermékek: Distillers Dried Solubles DDS, Distillers Dried Grain DDG, Distillers Dried Grain with Solubles DDGS.] 


A növényi, de különösen az állati sejtek növekedésükhöz vitaminokat, növekedési faktorokat is igényelnek: általában a teljes oldható vitaminspektrumot tartalmazzák a növényi és az állati szövetek szaporítására szolgáló tápoldatok. A következő 4.7. és 4.8. táblázatokban egy-egy klasszikus, növényi sejttenyésztésre és állati sejtek tenyésztésére alkalmas alaptápoldat összetétele látható.

A növényi sejtek, szövetek tápanyagigénye igen komplex: nagyon nagy számú szerves vegyületet igényelnek növekedésükhöz. Többek között növényi hormonokat, regulátorokat (gibberellint, kinetint, indol-ecetsavat, naftol-ecetsavat, 2,4-diklór-fenoxi-ecetsavat). A növényi sejtek még az optimális körülmények között is nagyon lassan növekednek, generációs idejük 2 nap vagy ennél is nagyobb, és jórészt ennek tulajdonítható, hogy a növényi sejttenyészetekkel előállított szekunder anyagcseretermékek száma ma még nagyon korlátozott.

[bookmark: _Toc334778137]4.7. táblázat: MURASHIGE-SKOOG tápoldat növényi sejtek szuszpenziós és kallusz kultúrájához

		Összetevő

		mg/dm3

		Összetevő

		mg/dm3



		ÁSVÁNYI ANYAGOK

		

		SZERVES ÖSSZETEVŐK

		



		NH4NO3

		1650

		Szaharóz

		30 000



		KNO3

		1900

		Agar

		10 000



		CaCl2.2H2O

		440

		Glicin 

		2



		MgSO4.7H2O

		370

		Indolecetsav 

		1–30



		KH2PO4

		170

		Kinetin

		0,04–10



		Na2-EDTA

		37,3

		Myo-inozit

		1



		FeSO4 .7 H2O

		27,8

		Nikotinsav.HCl

		0,5



		H3BO3

		6,2

		Piridoxin.HCl

		0,5



		Mn SO4 .4H2O

		22,3

		Tiamin.HCl

		0,1



		Zn SO4 .4H2O

		8,6

		

		



		KI

		0,83

		

		



		Na2MoO4 2H2O

		0,25

		

		



		Cu SO4 .5H2O

		0,025

		

		



		CoCl2 6H2O

		0,025

		

		







Az emlőssejtek – mint amilyen a HeLa (emberi karcinoma) és az L-sejtek (egér fibroplaszt) vagy a CHO-sejtvonalak[footnoteRef:28] – tenyésztéséhez nagyon komplex tápoldatokra van szükség, amelyek többek között eredetileg 5–10% szérumot (ló-, illetve marhavérszérum) is tartalmaztak (lásd az alap Eeagle tápoldat összetételét), ami igen-igen drága médiumkomponensnek számít. Az antitestet termelő hibridómák felfedezése kihívást fogalmazott meg a kutatók számára: olcsóbb, kémiailag definiált, szérummentes tápoldatot kellett kidolgozni, amelyen a hibridómákat (és egyéb emlősszöveteket) ipari léptékben, olcsón lehet szaporítani. A komplex tápközeg helyettesítésére azért is szükség volt, mivel ilyen tápoldatból nagyon nagy nehézségbe ütközött az antitestek izolálása. Ennél a feladatnál ismét bebizonyosodott, hogy a feldolgozás szempontja alapvetően befolyásolja az optimális  tápoldat-összetételt. Más szóval az optimális összetétel keresésénél a mikroba vagy egyéb sejtek növekedési és termékképződési szempontjai mellett, a termék izolálásra is figyelemmel kell lenni. A kidolgozott szérummentes közegek aminosavakat (elsősorban glutamint), vitaminokat, koenzimeket, nukleinsav-komponenseket, hormonokat (inzulint, transzferint), szénhidrátokat, lipideket (pl. linolsavat) és sókat tartalmaznak. Ma már az egyes speciális sejtvonalakra egyedileg kidolgozott és optimalizált összetételű tápoldatok kereskedelmileg beszerezhetőek. [28:  A HeLa egy Henrietta Lacks nevű, karcinomában elhúnyt, beteg immortalizált rákos sejtvonala. Chineese Hamster Ovary, Kinai aranyhörcsög petesejt.] 


[bookmark: _Toc334778138]4.8. táblázat: EAGLE tápoldat állati sejtvonalak tenyésztésére

		ÖSSZETEVŐK

		mg/dm3

		ÖSSZETEVŐK

		mg/dm3



		L-aminosavak

		

		Vitaminok

		



		arginin

		105

		kolin

		1



		cisztin

		24

		fólsav

		1



		glutamin

		292

		inozit

		2



		hisztidin

		31

		nikotinamid

		1



		izoleucin

		52

		pantoténsav

		1



		leucin

		52

		piridoxin

		1



		lizin

		58

		riboflavin

		0,1



		metionin

		15

		tiamin

		1



		fenilalanin

		32

		Ásványi sók

		



		treonin

		48

		NaCl

		6 800



		triptofán

		10

		KCl

		400



		tirozin

		36

		CaCl2 

		200



		valin

		46

		MgCl2.6H2O

		200



		Szénhidrátok

		

		NaH2PO4.2H2O

		   150



		glükóz

		1000

		NaHCO3

		2 000



		Szérum

		5–10%

		

		





[bookmark: _4.2.2.__A]4.2.2. 	A szénforrás és hasznosulása

A fermentációs gyakorlatban alkalmazott hagyományos C-források a szénhidrátok: tiszta kristályos glükóz, glükóztartalmú keményítő-hidrolizátum, a kukoricakeményítő alapú glükózgyártás során a glükóz kristályosításakor visszamaradó anyalúg, szaharóz vagy szaharóztartalmú melléktermékek (nád- és répacukormelasz), esetenként egyéb cukortartalmú anyagok. Az ún. nem konvencionális C-források közé sorolhatók a különbözö alkánok, alkanolok, mint az etanol és metanol, valamint a cellulóz és cellulóztartalmú ipari vagy mezőgazdasági huIladékok, melléktermékek.

Cellulóz esetén tulajdonképpen szintén glükózhasznosításról beszélhetünk. A cellulóztartalmú anyagok hasznosítása előtt természetesen nagy perspektíva áll. Úgyszintén a nem konvencionális szubsztrátok közé sorolhatók a különböző szénhidrogének, metán- és n-paraffinok. Komplex tápoldatok esetében ezeken felül akár aminosavak, illetve fehérjék vagy zsírok, olajok is jelenthetik a C-forrást.

Bármi is legyen azonban a mikroba tényleges C-forrása, végeredményben az alapvető biokémiai reakcióutak mentén hasznosul, egyrészt a felépítés alap építőköveinek néhány kulcsvegyületén keresztül, másrészt az ezen utak mentén hasznosíthatóvá váló energia formájában.

Ezek a kulcsvegyületek, illetve kulcs metabolikus utak láthatóak a következő ábrákon. Itt egyrészt láthatjuk azokat a molekulákat, amelyek a metabolizmus fő „teherviselői” (4.11. ábra), másrészt a centrális metabolit utakat. Ezek közül a glikolízist (EMP út) és  kiegészítőjét, azaz a pentóz-foszfát utat (hexóz monofoszfát sönt) említjük elsőként (3.47. és 4.12. ábra). E két centrális lebontási séma egymás mellett funkcionál, gyors mikrobanövekedés esetén 2:1, lassú növekedés esetén 10:1 vagy akár 20:1 arányban a glikolízis javára. A glikolízis lebontja a 6 C-atomos cukormolekulát 3 C-atomos piroszőlősavra (illetve 2 C-atomos AcCoA-ra), miközben csekély mértékben energia is hozzáférhetővé válik (2 ATP mol glükózonként), utóbbi pedig kapcsolatot teremt a 6 C-atomos cukrok és a 3, 4, 5, 6, 7 C-atomos cukrok között. A  4.13. ábra a néhány baktériumban az EMP út alternatívájaként működő Entner–Doudoroff -utat  vázolja fel.
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[bookmark: a_4_11][bookmark: _Toc334777894]4.11. ábra: Az anyagcsere legfőbb kulcsvegyületei: ATP, AcCoA, NAD
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[bookmark: a_4_12][bookmark: _Toc334777895]4.12. ábra: A pentózfoszfát anyagcsereút
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[bookmark: _Toc334777896]4.13. ábra: A cukorlebontás Entner Duodoroff anyagcsereútja
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[bookmark: _Toc334777897]4.14. ábra: A citrátkör és az anaplerotikus reakciók

A citrátkör (TCA)[footnoteRef:29], mint a következő nagyon fontos centrális metabolikus körfolyamat, kiegészítve anaplerotikus reakcióival és a gyakran rendkívül fontos gloxilát sönttel látható a 4.14. ábrán. [29:  TCA ciklus=trikarbonsav kör vagy Szent-Györgyi Krebs ciklus] 


A 4.15. ábra összefoglalóan mutatja egy aerob heterotróf mikroorganizmus lehetséges C-forrás hasznosulásának kapcsolódásait. E szerint a hasznosulásnak három szintje van: az első szinten a szubsztrátok hidrolízise valósul meg: a poliszaharidok egyszerű cukrokká, a fehérjék és részlegesen lebontott fehérjék aminosavakká és a zsírok-olajok zsírsavakká és glicerinné bomlanak le. Ez a szint leggyakrabban teljes egészében extracelluláris enzimek segítségével folyik. A bontástermék monomer C-források azután kémiai természetüknek megfelelően a második szintre kapcsolódnak be: a monoszaharidok, illetve a glicerin a glikolízis során piroszőlősavvá, majd acetil koenzim-A-vá alakulnak, és így kapcsolódnak a harmadik szint TCA-ciklusába, míg a többi a TCA más megfelelő pontján tud bekapcsolódni a körfolyamatba. A második és a harmadik szint funkciója kettős: egyrészt szolgáltatja a hozzáférhető kémiai energiát (ATP), másrászt szolgáltatja azokat az intemedier molekulákat, amelyek a felépítés reakciósoraihoz szükségesek. Ilyen értelemben a TCA egyrészt eltünteti a teljes energiahordozó szerves molekulát (CO2 formájában), másrészt szállíthatóvá teszi az energiahordozó H-atomokat (elektronokat) NADH (és FADH2) formájában, ugyanakkor a feltöltési (anaplerotikus) reakciókkal a felépítéshez szükséges alapmolekulákról is gondoskodik. Az aeroboknál a TCA kiegészül a hatékony energiafelszabadítást lehetővé tevő terminális oxidációval (4.16.  ábra), míg a fermentatív mikrobák (erjesztő élesztők) csak a glikolízis során felszabaduló energiát hasznosíthatják.

[image: 4-15-ábra-C-enfázisai.jpg]

[bookmark: _Toc334777898]4.15. ábra: A C-forrás felhasználás anyagcsereútjainak szintjei



Cukor C-forrás esetén összefoglalóként és emlékeztetőként a glikolízis-TCA-terminális oxidáció hármasát egy aláhúzással nyomatékosított felkiáltójellel szemléltetjük a 4.5. animáción.
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[bookmark: _Toc334778077]4.5. animáció: Központi aerob anyagcsereutak

A nem aerob, fermentatív mikroorganizmusok esetében a terminális oxidációnak a redukált koenzimeket visszaoxidáló szerepe nem funkcionálhat, ezért erre egyéb anyagcsereutakat használnak az ilyen minkroorganizmusok. Ezekre láthatunk példákat a következő ábrákon.

A mikrobák egy fontos csoportja, a tejsavbaktériumok, anaerob módon a glikolízist kzárólagosan használják energiatermelő anyagcsere-folyamatként, kiegészítve azt egy (homolaktikus tejsav- fermentáció) vagy néhány olyan reakcióval (heterolaktikus ferrnentáció), amelyek a NAD visszaoxidálásának funkcióját töltik be (4.17. ábra). E mikrobákon kívül is vannak olyan mikroorganizmusok, amelyek hasonlóan anaerob anyagcserét folytatva a cukrot kisebb móltömegű termékekké alakítják az energiatermelésük és NAD-oxidációjuk során. Ezeket a lehetőségeket összefoglalóan mutatja a 4.18. ábra. Ezen anyagcseretermék-képzési sokféleség nemcsak abból a szempontból fontos, hogy e fermentatív organizmusok képesek anaerob körülmények között is energiát termelni, hanem ez az alapja a fehér biotechnológia egy sor eljárásának is (tejsav, anaerob ecetsav előállítás, etanol fermentáció, aceton-butanol fermentáció stb.).
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[bookmark: _Toc334777899]4.16. ábra: Terminális oxidáció
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[bookmark: _Toc334777900]4.17. ábra: Homolaktikus és heterolaktikus fermentáció
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[bookmark: _Toc334777901]4.18. ábra: Anaerob (fermentatív) NAD regenerálás és anyagcseretermékei

A mikroorganizmusok szénforrás-hasznosításának mértéke a fentiekben definiált és Monod, illetve Herbert által bevezetett hozam, Yx/s. Ezt régebben hozamkonstansnak nevezték és állandó értéknek tartották. Kiderült azonban, hogy értéke nem csupán az alkalmazott C-forrástól (lásd a 4.4. táblázat adatait) és az alkalmazott mikroorganizmustól függ, hanem a tenyésztési körülményeknek is függvénye. Hogy ezt mélyebben megérthessük, vizsgáljuk meg kvantitatíve a mikroba által felhasznált C-forrás „sorsát”: mire fordítódik, mire használja fel az élő sejt?	

A C-forrás egy része beépül az újonnan képződött sejtekbe, az új sejttömeg szeneként jelenik meg. Tudjuk továbbá, hogy nem csekély része arra fordítódik, hogy a fentiekben röviden összefoglalt anaerob vagy aerob lebontás során felszabaduló és ATP formájában raktározott energia a mikroba energiaigényes anyagcsere-folyamatai részére rendelkezésre álljon. A teljes szubsztrátfogyásnak (S) beépült részét jelöljük SC, az energiatermelésre fordított részét SE mennyiségekkel. Ekkor felírható a teljes szubsztrátfogyásra, hogy



	.	(4.7)

Az egyenletet a x új sejttömeggel elosztva az eredő hozam reciprokát nyerjük:



		(4.8)



		(4.9)

ahol YC a beépülésre ill. YE  az energiatermelésre jellemző hozamkifejezések.



Kérdés, hogy ez a két részre bontás csupán formalitás-e, vagy meg is adható pontosan a beépülésre, illetve energiatermelésre fordított szubsztrát mennyisége. Maga az eredő hozam kísérletesen meghatározható: mérni kell a képződött új sejttömeget és az ehhez összesen elfogyasztott C-/energia-forrás mennyiségét, illetve ábrázolni a mikrobanövekedést a szubsztráfogyás függvényében, és a kapott görbe iránytangensei adják meg az eredő hozam értékét[footnoteRef:30]. [30:  Ez a görbe az exponenciális növekedés szakaszában egyenes, emiatt gondolták konstansnak a hozam értékét, de a növekedési görbe inflexiós pontja után, a hanyatló fázisban ellaposodik, ami mutatja a z eredő hozam változó mibenlétét.] 




Az YC érték könnyen számítható az alábbi anyagmérleg-egyenlettel:



	,	(4.10)

ahol  α2 a mikroba (szárazanyag) C-tartalma, amely átlagosan  0,46–0,50  (azaz 46–50%) körüli érték,

  1 a szubsztrát C-tartalma (pl. glükóz esetén: 72/180 = 0,4; etanol esetén: 24/46 = 0,52).



A (4.10) egyenletből átrendezve megkapjuk a beépülésre jellemző szénhozamot:



		(4.11)

YC tehát a mikroba és a szubsztrát széntartalmának ismeretében könnyen számítható, és most már (4.9)-ből YE-t kifejezve az energiahozam is becsülhető az eredő hozam ismeretében:



		(4.12)

Néhány fermentáció esetén a termék mennyiségéből becsülhető YE értéke. E fermentációk esetén a termék olyan primer anyagcseretermék, amely egyértelműen az energiafelszabadítás során képződik. Ilyen fermentáció az alkoholos erjedés glükózon élesztővel, hiszen itt a mikroba csak az etanol képződéséért felelős glikolízis során felszabaduló energiát hasznosítja, az etanolból Acetobacter aceti segítségével aerob körülmények között történő ecetsav-fermentáció (hagyományos ecet-technológia): itt először az etanol dehidrogéneződik, majd a NADH + H+ oxidálódik, és energia termelődik a terminális oxidáció során. Ilyen a glükonsav-fermentáció is glükóz alapon pl. Acetobacter suboxydans törzzsel, ahol az előbbihez hasonló dehidrogenezés történik (ezekkel és más hasonló folyamatokkal foglalkozunk a 3. fejezetben). Látjuk tehát, hogy olyan fermentációk esetén lehet az energiatermelésre következtetni a termék- képződésből, ahol a termék az energiatermelés céljából képződik, és a szénnek csak egy kicsiny (ha egyáltalán mérhető) része fordítódik beépülésre.

Az asszimilált (beépült) és disszimilált (energiatermelésre fordított) szubsztrát megoszlását különböző esetekben szemlélteti a 4.9. táblázat. Az adatok igen érdekesek és tipikusak, a levonható általános következtetések pedig  – amelyeket természetesen sokkal több adattal is igazolni lehetne – az alábbiak:

– az aerob energiafelszabadítás hatásfoka jobb az anaerobnál, több szubsztrát „marad” új sejttömeg felépítésére,

– komplett táptalajon a szénforrás (szénhidrát) legnagyobb része csak energiatermelésre fordtódik, a beépült szén főtömege a természetes táptalaj komponenseiből származik,

– szintetikus tápoldaton a beépülés és az energiatermelés részesedése sokszor összemérhető nagyságú.

[bookmark: _Toc334778139]4.9. táblázat: Néhány mikroba glükózfelhasználásának megoszlása beépülésre és energiatermelésre

		TÖRZS

		Tápoldat

		Asszimilált

szubsztrát hányada    %

		Disszimilált

szubsztrát hányada  %



		Streptococcus faecalis

     Anaerob tenyészet

		komplett[footnoteRef:31] [31:  Komplett tápoldat: természetes összetevőket is tartalmazó félszintetikus vagy tisztán természetes alapú tápoldat.] 


		2

		98



		Saccharomyces cerevisiae

     Anaerob tenyészet

     Aerob tenyészet

		komplett

		

2

10

		

98

90



		Aerobacter cloaceae

		minimál[footnoteRef:32] [32:  Minimál tápoldat: a C-forráson kívül csak anorganikus összetevőket tartalmazó szintetikus tápoldat.] 


		55

		45







Az energiatermelésre fordított szubsztráthányad, SE is felbontható két részre, ha a termelt energia felhasználását tekintjük.

Az ATP-ben raktározott energia egy része a növekedéssel szorosan összefüggő biokémiai folyamatok energiaigényének fedezésére szolgál, mivel az új sejttömeg új sejtanyagainak (aminosavak, nukleotidok, makromolekulák: fehérjék, zsírok, nukleinsavak) szintézise energiát emésztő folyamatok.

Másrészt a mikrobák anyagcsere-tevékenysége során egy sor olyan energiaigényes folyamat is lejátszódik, amelyek látszólag vagy valóságosan sincsenek közvetlen kapcsolatban a növekedéssel, az energiafelhasználással nem jár együtt „új” anyagok szintézise. Ilyen folyamatok pl. a sejtmozgás, ozmotikus munkavégzés, aktív transzportfolyamatok stb. Ugyancsak a nem építő jellegű energia- felhasználás körébe sorolhatók azok a folyamatok, amelyek során az állandóan lebomló makromolekulák újraszintézise történik meg. Termodinamikai értelemben ezt úgy is megfogalmazhatjuk, hogy a sejteknek akkor is munkát kell végezniük (energiát kell felhasználniuk), ha látszólag nyugalmi állapotban vannak, nem növekednek, azért, hogy alacsony entrópiaszinttel jellemezhető igen összetett, rendezett állapotukat, életképességüket fenntarthassák. Utóbbi energiafelhasználásukat fenntartási (maintenance) energiának nevezzük[footnoteRef:33] összefoglalóan, s beleértjük az összes olyan energiaigényt, ami nem hozható közvetlen összefüggésbe a növekedéssel. [33:  Maintenance of viability, maintenance of life: az életképesség fenntartása. Pirt SJ eredeti definíciója szerint:
” the energy consumed for functions other than the production of new cell material” Proc. R. Soc. Lond. B. Biol. Sci. 1965 Oct 12;163(991):224-31. The maintenance energy of bacteria in growing cultures.] 


A fentiek alapján az energiahozam a következőképpen bontható a növekedéssel kapcsolatos és a fenntartási energiahányadokra:



	 ,	(4.13)

ahol 	Sg a x új mikrobatömeg létrehozásához energiatermelésre fogyott szubsztrát, és

Sm a fenntartási (maintenance) energiatermelés céljára fordított szubsztrát mennyisége.

Ismert, hogy a szubsztrátfogyási sebesség a növekedési sebességgel az alábbi módon fejezhető ki a hozam definíciója értelmében:



	.	(4.14)

Ezt a mindig alkalmazható általános összefüggést az energiatermelésre fordított szubsztrátfogyási sebességére felírva (nem tekintve a negatív előjelet):



		(4.15)

Az utóbbi egyenlet első tagjára ismét alkalmazzuk a 4.14. összefüggést, és ekkor:



	,	(4.16)

ahol YEG az ún. „maximális növekedési energiahozam”, amely akkor jellemezné a folyamatokat, ha nem lenne fenntartási energiahányad (Sm = 0 esetben)[footnoteRef:34]. [34:  Ez tehát egy elvi (el nem érhető) maximum, hiszen fenntartási energiaigény mindig van, ha esetleg elhanyagolhatóan csekély mértékben is.] 




A dSm/dt-ről logikusan feltehető, hogy arányos a sejttömeg mennyiségével (kétszer annyi sejttömeg kétszer annyit mozog, kétszer annyira rendezett, tehát kétszer annyi energiát használ a rendezettség fenntartására stb.) tehát:



	,	(4.17)

ahol m az ún. fajlagos fenntartási (maintenance) koefficiens, egysége  g szubsztrát/g sejttömeg·óra=

h-1.

A (4.16 ) és (4.17) kifejezéseket (4.15)-be helyettesítve a következő összefüggést nyerjük:



		(4.18)

vagy



	.	(4.19)

Ha most a C-beépülést is figyelembe vesszük, akkor végeredményben egy szintetikus tápoldaton növekedő mikroorganizmus teljes szubsztrátfelhasználását, illetve eredőhozam-kifejezését az alábbiak szerint adhatjuk meg:



		(4.20)

E hozamkifejezésből láthatóan az állandónak tartott Yx/s hozam valójában nem állandó, hiszen legalábbis függ a növekedés fajlagos sebességétől.

Újra felmerül a kérdés, hogy ez a felbontás formális-e csupán, vagy az egyes tagok meghatározhatóak. Erre választ ad a 4.19. ábra, amelyen az eredő hozam reciprokát ábrázoltuk a fajlagos növekedési sebesség reciprokának függvényében, illetve amelyen egy szintén gyakori alternatív ábrázolási lehetőséget láthatunk. Ha tehát mérni tudjuk az eredő hozamot, valamint a hozzá tartozó fajlagos növekedési sebességet, akkor a C-forrás és a mikroba C-tartalmának ismeretében a 4.20 egyenlet ábrázolása megteremti a lehetőségét a felbontás tényleges elvégzésének.

[image: 4-19-áBRA-eredő hozam.jpg]

[bookmark: _Toc334777902]4.19. ábra: A maintenance koefficiens grafikus meghatározása

A fenntartási energiaszükséglet és az m koefficiens nagyságára vonatkozóan tájékoztatást nyújt a 4.10. táblázat. Vegyük észre például, hogy pékélesztő esetén a tápoldat NaCl-tartalmának 10-szeres növekedése (amely ugyancsak tízszeres ozmózisnyomás-növekedéssel egyenértékű) az m értékét  is 10-szeresére növeli.

Természetesen akkor is szükséges a sejteknek fenntartási célokra energiát felhasználniuk, ha olyan közegben vannak, amelyben nincs külső C-/energiaforrás. Ekkor a saját belső tartalék energiaforrásaikat, illetve saját sejtanyaguk lebontásából származó energiát kell felhasználniuk fenntartási célokra. Ezt endogén metabolizmusnak hívjuk, és ennek sebességét is a mikrobatömeggel arányosnak tételezhetjük fel, azaz (dS/dt)endmet= ke.x, amelyben ke a fajlagos endogén metabolizmus koefficiens.

A saját belső energia felhasználása természetesen sejttömegcsökkenéssel jár. E jelenségnek a fermentációs folyamatok esetében kisebb jelentősége van, hiszen rendszerint van külső szubsztrát a tápoldatban. Nagyobb jelentősége van – ezért figyelembevételével mindig találkozhatunk a kapcsolódó kinetikai modellekben – a biológiai szennyvíztisztításban.

[bookmark: _Toc334778140]4.10. táblázat: Néhány mikroba m és mATP értékei

		

		Tenyésztési

		fajlagos maintenance

		koefficiensek



		

		körülmények

		

		



		

		

		*m

		**mATP



		Aerobacter cloaceae

		aerob, glükóz

		0,094

		14



		Saccharomyces cerevisiae

		anaerob, glükóz

		0,036

		0,52



		

		+ 0,1 mol/dm3 NaCl

		

		



		Saccharomyces cerevisiae

		anaerob, glükóz

+ 1,0 mol/dm3  NaCl

		0,360

		2,2



		Penicillium chrysogenum

		aerob, glükóz

		0,022

		3,2



		Lactobacillus casei

		aerob, glükóz

		0,135

		1,5





* g energiaforrás/g sejtszárazanyag
**mmol ATP/g sejtszárazanyag·h



A szénforrásból történő energiatermelésre, ill. a termelt energia hasznosulására nyújt felvilágosítást egy másik hozamkifejezés, az ATP-hozam, amely megadja, hogy egy mol ATP felhasználásakor hány g új mikrobatömeg képződik. Az ATP-hozam definíciószerűen:



	,	(4.21)





ahol:	(szubsztrát móltömeg)·(eredő hozam)

	YATP/S = egy mol energiaforrásból nyerhető ATP- molok száma

Az YATP/S értéke az energiatermelő anyagcsereút ismeretében kiszámítható, például tudjuk, hogy l mol glükózból anaerob körülmények között 2 mol ATP képződhet, tehát YATP/S=2.

Sok kísérleti tapasztalat arra utalt, hogy függetlenül a mikrobától és a tenyésztési körülményektől, 1 mol ATP felhasználásakor átlagosan 10,5 g szárazanyagnyi új mikrobatömeg képződik.

Az ATP-felhasználás ugyanúgy növekedéshez és fenntartáshoz felhasznált részre bontandó, mint a szén-/energiaforrás esetében tettük, vagyis:



		(4.22)



		(4.22a)

A fenti egyenletekben alkalmazott jelölések sorrendben a következők:



: hipotetikus maximális ATP-hozam, amely akkor lenne jellemző a folyamatra,

ha az ATP csak növekedésre fordítódnék, azaz mATP=0 esetén.

mATP: fajlagos ATP maintenance koefficiens (értékére példákat szolgáltat a 4.10. táblázat)



A (4.22a) egyenlet alapján belátható, hogy az YATP  érték sem konstans, a 10,5 g/mol érték csak tájékoztató jellegű, valójában a mikroba által folytatott anyagcsere, az energiafelszabadításban hasznosított anyagcsereutak és a tenyésztési körülmények függvénye. Sokak véleménye szerint értéke 8,3–12,6 között változik, de találkozhatunk 5–32-ig megadott tartománnyal is a szakirodalomban. Anaerob energiafelszabadítás esetén a 10,5-ös érték megfelelő becslésnek látszik, aerob esetben nagy eltérések  lehetnek.

Az eddigiekben látott hozamkifejezések mellett egy sor további hozammal is megismerkedünk a továbbiakban, e helyütt négy olyan hozamfogalom tisztázása várat még magára, amelyek a fermentációs folyamatok, illetve a mikroba-metabolizmus energetikai viszonyaival, és így szorosan a C-forrás hasznosulásával kapcsolatosak.

Régebben Ykcal (ejtsd: ypszilon kilokalória), ma YH jelöléssel illetik a 4.23 egyenlettel definiált mennyiséget, amit nevezhetünk hőhozamnak, amely az egységnyi disszipálódott energiára (pontosabban szabadentalpia) vonatkoztatott mikrobatömeg-növekedést jelenti: 



		(4.23)

Ebben az egyenletben ΔHX és ΔHS sorrendben a mikrobatömeg, illetve a C-forrás fajlagos entalpiája (égéshője) [KJ/g], ΔQ pedig a sejtnövekedés során felszabaduló metabolikus hő. A 4.23 egyenletet ΔS értékkel végigosztva egy olyan összefüggést kapunk, amely az eredő hozam és az előbb definiált hőhozam összefüggését mutatja meg. 



		(4.24)

E két egyenlet (4.23 és 4.24) csak akkor ilyen alakú, ha a tenyésztés során a sejtnövekedés mellett a termékképződés elhanyagolható. Ha nem, akkor a nevezőben negatív előjellel a termék entalpiáját is figyelembe kell venni.



Aerob mikrobák anyagcsere-tevékenységének, C-hasznosulásának és ezáltal a fermentációk egyik legjellemzőbb paraméterének a respirációs hányadost tekinthetjük. Ez definíció szerint a légzés során képződött szén-dioxidnak és felhasznált oxigénnek a hányadosa, amit lehet differenciálisan és integrálisan is értelmezni (hasonlóan az eredő hozamhoz):



		(4.25)

E definíciók kizárólag moláris koncentrációk esetén értelmezhetőek, illetve mivel gázokról van szó, így esetenként térfogatok is szerepelhetnek.

A respirációs hányados értelmezéséhez tekintsünk egy olyan aerob fermentációt, amelynek C-/energia- forrása glükóz. Mekkora lehet a respirációs hányados? A választ megkapjuk, ha felírjuk a glükóz oxigénben történő elégetésének sztöchiometriai egyenletét:

C6H12O6 + 6O2  → 6CO2  +  6 H2O

Ennek megfelelően e folyamat RQ értéke 1. Ez a maximális érték, ami elképzelhető, hiszen megfelel annak a metabolizmusnak, amikor csak energia képződik a glükózból és semmi sejtnövekedés, beépülés nem történik. Ha azonban van sejtnövekedés, értelemszerűen a számláló szén-dioxidjában hiány jelentkezik, tehát RQ<1 lesz. Minél nagyobb a beépülés, a respirációs hányados annál kisebb lesz egyhez képest. Ugyanígy, ha például etanol a C-/energiaforrás akkor az alábbi égetésnek megfelelően

2C2H5OH  +  6 O2 →   4 CO2  +  6 H2O.

Az RQ=2/3=0,67. Minden olyan esetben, ha van etanolfelhasználás során sejtnövekedés is, akkor RQ kisebb lesz ennél a maximális értéknél, és minél kisebb, az annál jelentősebb sejtnövekedést (hozamjavulást) jelez.

Láthatjuk a szabályt: a maximális RQ úgy kapható meg, ha az égetés sztöchiometriai egyenletéből számoljuk ki, a valóságos fermentációk során pedig minél kisebb a tényleges RQ e maximumhoz képest, annál hatékonyabb a mikroba energiatermelése, annál nagyobb hányadát tudja a C-/energiaforrásnak új sejttömeg termelésére fordítani.

Más a helyzet a Saccharomyces cerevisiae (és egyéb fermentatív mikrobák) esetében. Ekkor az erjedés sztöhiometriai egyenlete 

C6H12O6  →  2C2H5OH  +  2CO2.

Azaz nincsen oxigénfelhasználás, tehát az RQ nem definiálható, illetve a formális matematika szerint végtelenül nagy. A Saccharomyces cerevisiae (pékélesztő) ipari tenyésztésekor az aerob és az anaerob anyagcsere azonban egyidejűleg is történhet, illetve az aerob anyagcsere rossz fermentációvezetés esetén részben anaerobbá válhat  (lásd a 4.4.4.5. alfejezetet). Gyakorlatilag tehát az is lehetséges, hogy az RQ 1 fölé megy. Minél nagyobb lesz 1-hez képest, annál nagyobb az anaerob cukorfelhasználás, ami rontja az ipari pékélesztő-termelés hatásfokát. Az RQ ebben az esetben is tehát egy informatív, értékes anyagcsere-jellemző.

Szintén az energiatermelés hatásfokára jellemző fogalom a P/O hányados (ejtsd, ahogy írva van: pé per o hányados). Ez azt adja meg, hogy az aerob anyagcsere során egy g-atomnyi (azaz egy fél mol, azaz 16 g-nyi) oxigén ellélegzése hány mol ATP-képződést eredményez. Ez eredetileg az oxidatív foszforilezésre vonatkozott, azaz elméleti értéke 2 és 3 között mozog (4.16. ábra). Mivel egy tényleges aerob fermentáció során a terminális oxidáció mellett szubsztrátszintű foszforilezés is eredményez ATP-t, ezért ennél nagyobb értékek is lehetségesek, ugyanakkor sok kísérleti tapasztalat a 2 körüli értékeket valószínűsíti. 

A C-/energiaforrásból keletkezett ATP szintje egy adott sejt esetében azok energiával való ellátottságát jelenti. Ennek mérésére definiálták az energiatöltés fogalmát[footnoteRef:35] [35:   Energy charge az angolnyelvű szakirodalomban.] 




		(4.26)

Az energiatöltés tehát megadja, hogy a sejtek számára hozzáférhető ATP milyen hányada a teljes adenilát-tartalomnak. A számlálóban az ADP fele azért szerepel, mert az adenilát-kináz enzim a

2ADP  →   ATP + AMP

reakció értelmében át tudja alakítani ATP-vé. Az ATP-felhasználó anyagcsere maximális és az ATP-termelő anyagcsere minimális, ha az energiatöltés 1. Ha pedig 0, akkor logikusan éppen fordítva van. A két folytonosan változó görbe a 0,75-ös értéknél metszi egymást, azaz ilyen energiatöltésnél az ATP-termelő és -fogyasztó folyamatok éppen egyensúlyban vannak. Egy egészséges sejt ugyanakkor jellemzően 0,8–0,95 közötti energiatöltéssel rendelkezik.

Végezetül tekintsük át a 4.20. ábra segítségével a teljes C-forgalmat, amely figyelembe veszi a beépülést, az energiatermelést és a haszontermék termelését is. Ha ui. nem csupán sejttermelés folyik, hanem valamilyen extracelluláris anyagcseretermék is képződik, akkor ennek a szene is a C-/energia- forrásból származik. Ezt a helyzetet egy teljes deriválttal írhatjuk le:



		(4.27)

Ebben az első tag parciális derivált első tényezője nem más, mint 1/YX/S, és hasonlóan a szummázott tagokban szereplő parciális deriváltak is egy-egy reciprok termékhozamot jelentenek.

[image: 4-20-áBRA-shankey diagram]

[bookmark: _Toc334777903]4.20. ábra: C-forgalom a fermentáció során

[bookmark: _Toc300502222][bookmark: _Toc334705695]4.3. 	A mikrobiális sztöhiometria alapjai

Az előző 4.2. fejezet kvantitatív leírásából is kitűnik, hogy milyen nagy jelentőséget kell tulajdonítanunk azoknak a hozamoknak, amelyek a C-/energiaforrás hasznosulását jelentik. E mennyiségi szemlélet következménye az az igény, hogy megkíséreljük a különböző hozamokat becsülni, jósolni, elméleti hozamokat számítani. Ezek haszna egyértelmű, hiszen elősegíthetik a fermentációs tápoldat gazdaságos megtervezését, valamint a szubsztráthasznosulás mérésével a fermentációs folyamat gazdaságosságának is elemei. A hozamokat természetesen nem csupán a C-, illetve energiaforrásra, hanem valamennyi tápanyagkomponensre definiáljuk, sőt hozamjellegű kifejezések adhatók meg a termékre, a termelt szén-dioxidra, a metabolikus hőre, az energiatermelésre stb. is.

A következőkben Erickson, Eroshin és Minkevics alapvető munkája[footnoteRef:36] nyomán olyan sztöchiometriai 1eírását adjuk a mikrobarendszernek, amely éppen e hozamkifejezések elméleti becsléséhez nyújt viszonylag egyszerű munkamódszert. [36:  Erickson LE, Minkevich IG, Eroshin VK (1978): Application of mass and energy balance regularities in fermentation. Biotechnology and Bioengineering 20, 1595–1621] 


A sztöhiometriai leírást az anyagmérlegek elkészítésének igénye teremtette meg. Kezdetben főképp pékélesztő, ill. takarmányélesztő fermentációk, tehát nagy S-igényű sejttömegtermelések esetében próbálkoztak a sztöhiometriai leírásokkal.

Harrison pékélesztő fermentációkat vizsgálva azt tapasztalta, hogy azok a következő fél sztöhiometriai egyenlettel írhatók le: 

0,585 C11H22O11[footnoteRef:37] + 3,15 O2 + 0,61 NH3 + egyéb minor tápanyagkomponensek [37:  A fermentációk ipari, melaszon vezetett pékélesztő-fermentációk voltak, azaz a C-/energiaforrás szaharóz.] 


100 g élesztő-szárazanyag

A termelt élesztő átlagos elemi összetétele pedig az alábbinak bizonyult: 

100 g élesztő tartalmazott:	44,70 g	C-t

	6,16 g	H-t

	31,20 g	O-t

	8,54 g	N-t

	0,54 g	S-t

	1,09 g	P-t

Az elemösszetétel összege természetesen kevesebb 100-nál, hiszen a sejtek egyéb elemeket is tartalmaznak, amelyek a fenti adatok elégetéses módszerrel történő meghatározása során a hamuban maradnak vissza (illetve jó közelítéssel feltehető, hogy zömük a hamuban marad vissza).

Teljes sztöhiometriai egyenlethez úgy jutunk, ha a jobb oldali „termékeket” is képletek formájában tudjuk felírni.

Hogyan definiálható egy molnyi mikrobatömeg? Legegyszerűbb, ha az elemi összetétel adatait végigosztjuk az egyes elemek atomtömegével, ily módon a következő mikrobaképletet nyerve:

CaHbOcNd... (hamu)

ahol a=C%/12,  b=H%/1,  c=O%/16,  d=N%/14  stb.



Harrison élesztőjének képlete ennek alapján:

C3,72 H6,11 O1,95 N0,61 S0,017 P0,035…(+hamu)

Már most szögezzük le, hogy az ilyen mikrobaképletek (ahogy az elemi összetétel maga is!) a tenyésztési körülményeknek is függvényei, tehát nem csupán a mikroorganizmus fajtájától függenek. A leírás megkönnyítésére bevezették az ún. C-mol képletet (Herbert), amelynél a fenti képletben C együtthatója mindig 1, azaz a képletet a C-tartalomra vonatkoztatjuk:





Ily módon definiálható a mikroba móltömege is:



1 C-molnyi az a mikrobatömeg, amely 1 g-atomnyi (=12,01 g) szenet tartalmaz.



E C-mol definíció, vagyis az egységnyi C-tartalomra történő vonatkoztatás előnyös, mivel

–	a mikrobák C-tartalma a legnagyobb (50%) és a leginkább független a tenyésztési körülményektől, emiatt

–	b, c, d változásai csak kismértékben változtatják meg a C-mol képletet, és

–	végül logikus is e vonatkoztatás, mivel a C-mérleg a legfontosabb, gazdasági szempontból is ez a legizgalmasabb.

Egy C-molnyi mikrobatömeg „képletét” tehát általános alakban így írhatjuk

CHpOnNq…. (hamu)

A gyakorlatban legtöbbször csak e négy legnagyobb mennyiségben előforduló (biogén) elemet tartalmazó formulát adjuk meg, esetleg még a kéntartalom is bekerül a formulába. Emiatt és a hamutartalom miatt az így nyert képletből számított képlettömeg nem felel meg a C-móltömegnek, kisebb annál.

A valódi C-móltömeg a következőképp számítható:



		(4.28)

ahol R a hamutartalom.

A mikroba-szárazanyag R·100%-nyi hamut tartalmaz. A mikrobában előforduló valamennyi – a C, H, O, N elemeken kívüli – egyéb elemet úgy tekintjük, hogy a hamu része.

Az elemi összetétel természetesen mikrobafüggő, E. coli estén a CH1,77O0,49N0,24 képletet, Candida utilis esetén a CH1,83 O0,54N0,10 formulát javasoljuk alkalmazni. Ma több tankönyv egy mikrobafüggetlen átlagos biomassza-összetétellel számol: CH1,8O0,5N0,2. Ezek mérnöki becslésekben való alkalmazásakor azért nem követünk el nagy hibát, mert a C-mol formulában a szén a meghatározó.Szintén mérnöki becslésekben az átlagosnak mondható 5% hamuval számolhatunk. Az átlagképlettel és -hamutartalommal számolva az átlag mikrobamoltömeg: 24,72 g.

[bookmark: OLE_LINK4]4.3.1. 	Általános sztöhiometriai lerás, anyag- és hőmérleg

Az eddigiek alapján, ha mind a szubsztrátok, mind a termékek jól definiált összetételű vegyületek, és ismerjük a fermentáció során keletkező valamennyi terméket, fel tudjuk rni a fermentációt jellemző sztöhiometriai egyenletet.

A legegyszerűbb esetet feltételezve tekintsünk egy aerob fermentációt általánosan, amelynek C-energiaforrása egy CHmOl (ugyancsak C-mol alakban felírt) összetételű vegyület. A nitrogénforrást NH3 alakban írjuk fel, a sejttömeg képlete CHpOnNq, és egy extracelluláris CHrOsNt C-mol képletű termék is keletkezik. Mivel a fermentáció aerob, a szubsztrátok oldalán a molekuláris oxigén, a termékek oldalán a CO2 és H2O is szerepelni fog[footnoteRef:38]: [38:  Újabb tankönyvek ezt a mérlegegyenletet az általánosíthatóság és a lineáris, illetve mátrixalgebrai kezelhetőség kedvéért a következő formában írják fel: yc CHpOnNq + z CHrOsNt + d CO2 + c H2O - CHmOl - a NH3 - b O2= 0.
Azaz pozitív előjellel a termékek, negatívval a szubsztrátok szerepelnek a mérlegben. Ez természetesen ekvivalens az általunk csupán a könnyebb értelmezhetőség miatt alkalmazott felírással.] 


CHmOl + a NH3 + b O2  yc CHpOnNq + z CHrOsNt + d CO2 + c H2O

Az általános sztöhiometriai egyenlet együtthatóinak meghatározása (azaz a sztöhiometriai modellünk identifikálása) és az egyes együtthatók közötti összefüggések feltárása a következőképpen történik.

Az egyenlet 14 paraméteréből 8 (m, l, p, n, q, r, s, t) ismert, hiszen ismerjük a szubsztrát, a sejttömeg és a termék összetételét. Ezek közül a mikrobáét természetesen kísérletesen kell megállapítani vagy szakirodalmi adatokra támaszkodni. Négy anyagmérleg-egyenlet rható fel a képlet biogén elemeire, marad tehát összesen 2 kísérletesen meghatározandó paraméter. Így pl. a  b (oxigénigény) és d (CO2-termelés) vagy yC (eredő C-mol sejthozam) és a z (termékhozam) értékeit szükséges méréssel meghatározni, és akkor a sztöhiometriai egyenlet valamennyi paramétere azonosítható.

	C-mérleg:	1 = yc + z + d	(4.29)

	H-mérleg:	m + 3a = ycp + zr + 2c	(4.30)

	O-mérleg:	l + 2b = ycn + zs +2d + c 	(4.31)

	N-mérleg:	a = ycq + zt	(4.32)



A (4.29) egyenletből is kitűnik a C-mol képletek használatának egyik előnye, azaz, hogy a szubsztrát C sorsát jól mutatja be, és mintegy %-ban is kifejezi az egyes termékek hozamait. A (4.29) tehát egy hatásfokegyenlet, megmutatja a szubsztrát szenének megoszlását a keletkező új sejttömegben, az extracelluláris termékben és a keletkező szén-dioxidban.

A négy anyagmérleg-egyenlet még egy egyenlettel kiegészthető, ha felhasználjuk az egyes komponensek elektron-egyenértékét[footnoteRef:39] és ezekre vonatkozóan runk fel mérlegegyenletet. Ezzel, mint látni fogjuk, a fermentáció energetikai (hő-) viszonyai is jól tanulmányozhatók. [39:  Ez a fogalom azonos az oxidációs/redukciós fokkal vagy számmal, a fermentációs szakirodalom  "felhasználható elektronekvivalens"-ként emlegeti: available electron equivalents.] 


Legyen az előforduló elemek elektron-egyenértéke a C, O, H és N-re sorrendben +4, -2, +1 és -3 (ez egy túlegyszerűstés, hiszen tudjuk, hogy különösen a N többféle elektron-egyenértékkel vehet részt vegyületeiben, de gyakorlati szempontból elfogadható).

A C-energiaforrás elektron-egyenértéke ezek szerint

	s = 4 + m -2l	(4.33)

A sejttömeg elektron-egyenértéke hasonlóan

	x = 4 + p -2n - 3q	(4.34)

valamint a termék elektron-egyenértéke

	p = 4 + r - 2s - 3t	(4.35)

Az ammónia formájában felírt N-forrás (NH3) és a termék szén-dioxid (CO2), valamint víz (H2O) elektron-egyenértéke zérus, míg az oxigéné -4.

Próbáljuk meg értelmezni, hogy mit jelentenek az elektron-egyenértékek! Ehhez írjuk fel a szubsztrát oxigénben történő elégetésére érvényes sztöhiometriai egyenletet:

CHmOl + (4 + m - 2l)/4 O2 CO2 + m/2 H2O

Ebben az egyenletben az elégetéshez szükséges oxigén sztöhiometriai együtthatója s/4, vagyis s fizikai értelme nem más, mint egy C-molnyi szénforrás elégetéséhez szükséges oxigénmólok négyszerese, más szóval azon elektronok számát jelenti, amelyeket a szubsztrát elégetésékor az oxigén felvesz.

Hasonlóan, ha a mikrobasejttömeg égetésének reakcióegyenletét írjuk fel, akkor a 

CHpOnNq + 1/4 xO2 = CO2 + 1/2(p - 3q) H2O + q NH3

egyenletet nyerjük, amelyből látszik, hogy x jelenti azon elektronok számát, amelyek 1 C-molnyi sejttömeg oxigénben történő elégetésekor az oxigénre átadódnak. Végül ugyanígy értelmezhető p is.

Az elektron-egyenérték x értéke igen jó közelítéssel gyakorlatilag állandó, mikrobától és tenyésztési körülményektől függetlenül 4,2. Tudni kell azonban, hogy valójában ez függ az előbbi tényezőktől, hiszen a mikroba-összetétel a tenyésztési körülmények függénye. A 4,2-es érték jó közeltésként használható azokban az esetekben, ha nem ismerjük a mikroba tényleges összetételét.

A 4.11. táblázatban Minkevich és Eroshin (akik úttörő munkát fejtettek ki a mikrobiális sztöhiometria és energetika összefüggéseinek feltárásában), által egy sor mikrobára nyert értékeket találunk. Láthatóan a 4,2-es érték elég jó közelítéssel általánosnak fogadható el. Ugyanakkor az is látható, hogy azonos kísérleti körülmények között meghatározott összetételi értékek, következésképpen x is kísérleti hibával terheltek, s noha a szórásértékek nem túl magasak, a 4,2-es érték csak egy mérnöki becslésként fogadható el, ha nem ismerjük az adott mikroba adott körülmények között meghatározott valódi összetételi adatait.

Az elektron-egyenértéket felhasználó módszerrel tehát az általános sztöhiometriai egyenletből egy további összefüggés írható fel, az elektronmérleg-egyenlet:

	s + b(-4)  = yc x + zp	(4.36)

Osszuk el ezt az egyenletet s-sel, rendezzük át, és ekkor egy újabb hatásfokegyenlethez, egy olyan összefüggéshez jutunk, amely megmutatja, hogy a C-forrás elektronjai hogyan oszlanak meg az oxigén, az új mikrobatömeg és a termék között.



		(4.37)

Vagyis a szubsztrátban levő hozzáférhető elektronok 4b/s = -od része az oxigénre, yc x /S =-ad része az új sejttömegre és zγp /γS =-ed része a termék(ek)-re tevődik át a fermentáció során.

Az ,  és  tehát hatásfok jellegű mennyiségek, az elektronok megoszlására utalnak.

Régen ismert tény, hogy a különböző szerves vegyületek moláris égéshője közel arányos azzal az oxigén- mennyiséggel, amely az adott vegyület elégetéséhez szükséges. Hangsúlyozzuk, hogy közelítőleg, mivel a molekulaszerkezet függvényében valójában eltérések tapasztalhatók az azonos összetételű, de más szerkezetű anyagok égéshői között. Az átlagérték QO=112,6 KJ/g-ekvivalens, ami azt jelenti, hogy 1 g-ekvivalens elektronnak oxigén által történő felvétele (az égés folyamata) során 112,6 KJ/g-ekvivalens hő szabadul fel. E mennyiség teremti meg a kapcsolatot a sztöhiometriai leírás és elektronmérleg-egyenletek és az energetikai megközelítések között. QO felhasználásával ugyanis felírható az energiamérleg is:



		(4.38)

Valójában QO használata elhanyagolás. A hőmérleg korrekt módon felírva:





lenne, ahol QOS , QOX és QOP sorrendben a C-forrás, a sejttömeg és a termék égéshői az alábbi definíció értelmében



		(4.39)

A definíció értelmében pl. 1 C-mol szubsztrát égéshője QOSγS és 1 mol szubsztrát égéshője Ks. QOSγS, ahol KS a szubsztrát képletében a C-atomok száma.

Ha megtekintjük a 4.11. és 4.12. táblázatokat, ahol néhány mikroba,, illetve szubsztrát QOi értékeit is feltüntettük, láthatjuk, hogy mind a mikrobák, mind a szubsztrátok esetében QO=112,6 KJ/g-ekvivalens jó átlagnak minősül.	

Az (4.38) egyenletet QOs-sel végigosztva megint (4.37) az eredmény, aminek értelmében most már ,  és  a hőegyenleg szempontjából is értelmezhető hatásfok jellegű mennyiségek. QOs,  azaz 1 C-mol szubsztrát égéshőjéből -ad rész jelenik meg az új mikrobatömeg QOxyc égéshőjeként, és -ed rész a termék Qozp égéshőjeként. A metabolikus hőtermelés tehát -od része a szubsztrát égéshőjének. Ez utóbbi különös figyelmet érdemel, hiszen ez jelenti a valójában hő formájában felszabaduló energiahányadot. Ez tehát az elvesző hő, amelyet el kell vonnunk a fermentációk során, ha biztosítani kívánjuk az izoterm tenyésztési körülményeket.

Mivel =4b/s és b éppen az oxigén sztöhiometriai együtthatója, világos, hogy aerob fermentációk esetén az oxigénfogyasztás az a mennyiség, amely a hőképződéssel leginkább öszefügg. A 4.22. ábrán egy sor fermentáció metabolikus hőtermelése van feltüntetve a légzési sebesség (oxigénfogyasztás) függvényében. E lineáris összefüggés Cooney szerint azt jelenti, hogy mintegy 518 ± 12 KJ metabolikus hőtermelést jósolhatunk felhasznált oxigénmólonként. Ha a 112,5 KJ/g ekvivalens értékből indulunk ki, ez az érték 450-460 KJ/mol-nak adódnék.[footnoteRef:40] [40:  C. L. Cooney, D. I. C. Wang R. I. Mateles: Measurement of heat evolution and correlation with oxygen consumption during microbial growth. Biotechnol.Bioeng 11(3), 269–281 (1969)
Itt nincs igazi egyetértés a különböző forrásokban, pl találkozhatunk kalorimetriásan, kísérletileg meghatározott 410±75 KJ/mol értékkel is (Thermochimica Acta  415 (1-2) 1-154 (2004)] 


Meg kell itt jegyeznünk, hogy természetesen anaerob tenyésztések is exotermek, ekkor a metabolikus hőt a 4.2. fejezetben definiált YH segítségével becsülhetjük.
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[bookmark: _Toc334777904]4.21. ábra: Az oxigénfogyasztás és a metabolikus hőtermelés kapcsolata

[bookmark: _Toc334778141]4.11. táblázat: Különböző mikrobák C-tartalma, elektron-egyenértéke és égéshői

		

MIKROBA



		

C-/energiaforrás

		

2

		

x

		

QOX  (KJ/g-ekv)



		Candida tropicalis

		n-alkánok

		0,493

		4,385

		



		Pseudomonas fluorescens

		n-alkánok

		0,467

		4,497

		



		Saccharomyces cerevisiae

		glükóz

		0,462

		4,237

		



		Saccharomyces cerevisiae

		ecetsav

		0,492

		4,416

		



		

		

		

		

		



		Pseudomonas aeruginosa      

		n-hexán

		0,458

		4,320

		104,4



		Candida.sp

		cellulóz-hidr

		0,491

		4,110

		105,5



		Candida.sp.

		n-alkánok

		0,463

		4,728

		117,8



		Candida.sp

		glükóz

		0,446

		4,074

		109,6





[bookmark: _Toc334778142]4.12. táblázat: C-források elektron-egyenértéke és égéshői

		

SZUBSZTRÁT



		

CHmOl típusú képlet

		

S = 4+m-2l

		

QOS (KJ)



		Metán

		CH4

		8

		112,2



		Propán

		CH8/3

		6,67

		110,9



		n-Hexán

		CH7/3

		6,33

		110,3



		n-Hexadekán

		CH 17/8

		6,125

		109,9



		Metanol

		CH4O

		6

		119,0



		Etanol

		CH3O1/2

		6

		114,1



		Glicerin

		CH8/3O

		4,67

		118,5



		Ecetsav

		CH2O

		4

		109,4



		Borostyánkősav 

		CH3/2O

		3,5

		106,5



		Glükóz

		CH2O

		4

		117



		Fruktóz

		CH2O

		4

		117,7



		Galaktóz

		CH2O

		4

		116,6







Az elektronmérleg-egyenlet alapján láttuk, hogy  a szubsztráthőnek az a hányada, amely hő formájában felszabadu1. Az  ugyanígy az a hányad, amely az új sejttömegben realizálódik, annak égéshőjévé alakul. Az -t a sejttömeg energiahozamának is nevezik.	



		(4.40)

Az  sejttömeg-energiahozam tehát a C-forrás energiatartalmának új sejttömegként történő hasznosulását jelző mennyiség. Ugyanígy definiálható a termék energiahozama, ξ is.



(4.37)-ből is következik, hogy  nem más, mint a „hőveszteség”, vagyis

	++=1	 (4.41)

minden esetben. Ilyen összefüggést nem tudnánk felírni, ha nem C-mol egységre vonatkoztatnánk.

4.3.2. 	Hozamkifejezések, oxigénigény

Egyéb hozamkifejezések is felírhatók, illetve definiálhatók a sztöhiometriai egyenlet alapján.	

Sejthozam

C-mol hozam, ami a sztöchiometriai egyenletben a sejttömeg együtthatója



		(4.42)

A szokásos tömegalapú Yx/s eredő hozam is felírható a következőképpen:



		(4.43)

vagy a C-tartalmat felhasználva egyszerűbben



		(4.44)

Termékhozam



		(4.45)

Az általánosabban használt g/g dimenziójú termékhozam is kiszámítható:



		(4.46)

Oxigénre vonatkozó hozam

Az általános sztöhiometriai egyenlet alapján b mol oxigén felhasználása történik yc C-molnyi új mikrobatömeg képződése során. A C-molra vonatkoztatott oxigénhozam tehát:



		(4.47)

Az általánosabban használt oxigénhozam kifejezés az 1 g oxigén felhasználásakor képződött új sejttömeget adja meg, amely



		(4.48)

A (4.48) egyenletnél könnyebben kezelhető kifejezéshez jutunk, ha itt újra felhasználjuk a mikroba C-tartalmát.



		(4.49)

Érdemes ezt az egyenletet egy kissé átalakítani, mert több következtetést is levonhatunk majd az olyan fermentációk anyag- és hőmérlegére vonatkozóan, amelyek során főleg sejttömegtermelés folyik (pékélesztő, SCP stb.). Helyettesítsük be a b értékét a (4.36)-ból kifejezve a (4.49)-be. Ekkor a



		(4.50)

összefüggést nyerjük, amely kissé átalakítva a következő alakúvá tehető:



		(4.51)

Ipari sejttömegtermelés esetén (pl. takarmányélesztő-gyártás, SCP-fermentáció alkanolon stb.) az extracelluláris termékek mennyisége csak 1–3%, amelyet bizton elhanyagolhatunk (a nevező z-t tartalmazó tagja elhagyható), s így a közelítő oxigénhozam sejttömegtermelés esetén egyszerűsödik:



		(4.52)

Az oxigénhozam tehát ilyen esetekben a C-hozam, yc függvénye, ha meggondoljuk, hogy x  4,2 és 2  0,46–0,5 jó közelítéssel állandók.

A 4.22. ábra néhány C-forrásra szemlélteti az oxigénhozam és a C-hozam, vagy ha tetszik, az eredő sejthozam kapcsolatát, hiszen (4.44) alapján ezek egymásba konvertálhatók.

[image: 4-22-áBRA-xhozam-ohozam.jpg]

[bookmark: _Toc334777905]4.22. ábra: YO - Yx/S kapcsolata sejttömeg tenyésztés esetén

Az ábrán látható, hogy

– 	YO monoton nő Yx/S növekedésével, és kis C-hozamoknál közel lineáris a kapcsolat.



– 	Minél kisebb S, a szubsztrát elektron-egyenértéke, vagyis minél nagyobb az oxigéntartalma, annál meredekebben függ YO az Yx/S-től. A (4.52) összefüggés alapján belátható, hogy , vagyis létezik a C-hozamnak elméleti maximuma, amely azonban a gyakorlatban nem érhető el. 

A szokásos YX/S hozamra ez a tartomány



.

– 	ha yC tart S/X értékhez, akkor YO tart a végtelenhez, aminek szemléletes jelentése az, hogy sejttermeléshez egyre kevesebb oxigén szükséges, horribile dictu 0, ha yC =S/X. (Figyelembe véve azonban, hogy, yC1 lehet csak!)



E gondolatmenet alapján létezik termodinamikailag lehetséges (gyakorlatilag el nem érhető) maximális C-hozam. Ez azt jelentené, hogy a szubsztrát összes szene sejttömeggé, a szubsztrát összes energiája a sejttömeg energiájává konvertálódnék, vagyis ez esetben =1 lenne. Az ilyen körülmények között számított hozamértékeket a 4.13. táblázatban közöljük egy sor szubsztrátra. Vessük össze YX/S értékeit az előzőekben már tárgyalt néhány valódi eredő hozam értékkel!

Ha az energiahozamot, -t a (4.52) egyenletbe helyettesítjük, a következő közelítő összefüggést nyerjük az oxigénhozamra:



		(4.53)

Mivel a gyakorlatban 0,7, a szubsztráthőnek legkevesebb 30%-a metabolikus hő formájában szabadul fel[footnoteRef:41]. Ezt behelyettesítve (4.53)-ba egy valószínűen maximális [41:  Egyes szerzők szerint 40–50%-a!] 




	

oxigénre vonatkozó hozamot kapunk.

A (4.53) egyenlet, illetve a 460–500 KJ/mol oxigéntényező ismerete nagy segítséget nyújt egy setjttömeg- tenyésztésre alkalmas reaktor megtervezésében vagy kiválasztásában, mivel a J = OTR· YO, amelyben J a produktivitás [kg sejt/m3.h, OTR pedig az oxigénátadási sebesség [kg O2/m3.h.

Ez az összefüggés támpontot nyújt arra vonatkozóan, hogy egy kívánt produktivitás eléréséhez milyen oxigénbeviteli kapacitással rendelkező bioreaktor szükséges, és a várható hőtermelés miatt milyen hőcserélő berendezéssel kell rendelkeznie.

Foglaljuk össze a fermentációs rendszer sztöhiometriai leírásának előnyeit és azt, hogy a biomérnöki gyakorlatban mire használható e megközelítés.

A sztöhiometriai egyenlet egyszerűen felírható, csak a szubsztrát és a termék összetételének ismerete és a mikroba elemi összetételének ismerete vagy mérése, illetve még két tetszőleges mérés szükséges. Mivel rendszerint sokkal több mérési lehetőségünk van, mint kettő, ezáltal egy identifikált sztöhiometriai összefüggés alkalmas lehet méréseink konzisztenciavizsgálatára, on line méréseink ellenőrzésére.

Feltéve, hogy egy adott esetben a mérések nem konzisztensek a sztöhimetriai leírással, pl. 
YX/Smért  YX/Sszámított, ekkor nem ismert melléktermékek jelenlétére gyanakodhatunk (ez további mélyebb vizsgálakot iniciál), vagy például, ha RQmért # RQszámított, ez esetben arra gyanakodhatunk, hogy a feltételezetthez képest más biokémiai reakcióutak valósultak meg, ez ismét további mérésekre inspirál.

A sztöhiometriai egyenlet nem mérhető változók becslését teszi lehetővé.Az iparban gyakran nem lehetséges a sejtnövekedés mérése, mert a tápoldat összetétele zavarja a mérést. Ekkor a mérlegegyenletek felhasználásával tehetünk becsléseket a nem mérhető változóra.

Új fermentációs folyamat tervezésekor előzetes becsléseket tehetünk a különböző hozamok XY/S, YP, YO,YH stb. értékeire.

A technológia megtervezésekor a reaktorkiválasztásban segítséget nyújthat: a reaktor típusa, a hőtermelés becslése, ennek alapján a szükséges hőátadási felület, a hűtőközeg ΔT-jének és áramlási sebességének számítására módot kapunk.

[bookmark: _Toc334778143]4.13. táblázat: Termodinamikailag lehetséges maximális(η =1) energiahozam alapján számolt eredő hozamok (elméleti maximális) (α2= 0,46 C-tartalmú mikroba feltételezéséval számítva)

		C-/energiaforrás



			S

		yC

		YX/S (g/g)



		Alkánok

		

		

		



			metán 

		8

		(1,9)1

		1,63



		hexán

		6,3

		(1,5)1

		1,82



		hexadekán

		6,1

		(1,5)1

		1,84



		Alkoholok

		

		

		



			metanol

		6,0

		(1,4)1

		0,81



			etanol

		6,0

		(1,4)1

		1,13



			glicerin

		4,7

		(1,1)1

		0,84



		Szénhidrátok

		

		

		



			formaldehid

		4,0

		0,95

		0,8



			glükóz

		4,0

		0,95

		0,8



			szaharóz

		4,0

		0,95

		0,8



			keményítő

		4,0

		0,95

		0,8



			cellulóz

		4,0

		0,95

		0,8



		Szerves savak

		

		

		



			hangyasav

		2,0

		0,5

		0,3



			ecetsav

		4,0

		0,95

		0,8



			tejsav

		4,0

		0,9

		0,8



			fumársav

		3,0

		0,7

		0,6



			oxálsav

		1,0

		0,25

		0,1





[bookmark: _Toc300502223][bookmark: _Toc334705696]4.4. 	Fermentációs rendszerek és matematikai modellezésük

Más tudományterületekkel összehasonlítva a biológia, így a mikrobiális rendszerekkel foglalkozó fermentáció is késett a matematikai modellezés szükségességének felismerésében, de a 20. század 60-as éviben e területre is betört a matematikai szemlélet. Kézben tartani, biztonságosan reprodukálni, méginkább szabályozni és automatizálni csak olyan folyamatokat lehet, amelyeknek kvantitatív viszonyai ismertek. Ennek megfelelően kezdődött el a fermentációk mérnöki-műveleti szempontból történő matematikai leírása (sterilezés, levegőztetés, léptéknövelés) és a mikroba-környezet rendszer kinetikai viselkedésének matematikai modellezése. A gépi számítástechnika általános elterjedése segítette elő e fejlődést, és jelenleg már ott tart e tudományterület is, hogy a matematikai modellezést a mindennapi gyakorlat részeként alkalmazza.

A növekvő modellezési információtömeg rendszerezése célszerű egyrészt a tájékozódás megkönnyítése végett, másrészt az általános modellezési elvek kifejtése az egyes konkrét modellekből segíthet a biomérnöknek saját rendszere modelljeinek felállítása során. A továbbiakban egyrészt ezen általános alapelvekkel foglalkozunk, majd néhány csoportreprezentánst mutatunk be.

Mielőtt a konkrét fermentációmodellekkel foglalkoznánk, vizsgáljuk meg rendszerünket és magának a modellezésnek a mibenlétét.

A fermentáció tudományterülete biológiai anyagformák, rendszerek vizsgálatával foglalkozik. A biorendszer Bartholomay szerint „anyagi objektumok sorozatának határozott csoportja (ezen szubmolekuláris részecskéket, molekulákat, sejtalkotó részeket, sejteket, sejtek populációját értjük), amelyeknek alkotó elemei meghatározott fizikai, fiziko-kémiai, morfológiai, topológiai és időbeni kapcsolatban vannak egymással és az őket körülvevő világgal, az ún. környezettel”.

E rendszer nem statikus jellegű, állandó mozgásban van, szorosan összefügg a folyamattal, s utóbbi így nem más, mint a rendszer önmozgását, környezetével való dinamikus kapcsolatát kifejező fogalom. Ilyen értelemben a fermentációs rendszer és a fermentációs folyamat egymástól elválaszthatatlan egységben van, de nem azonos vizsgálati objektumok, ha néha értelmezésük nem is különíthető el világosan.

Lényeges rámutatni, hogy minden rendszer – így fermentációs rendszerünk is – bizonyos értelemben szubjektív: határainak kijelölése nem feltétlenül „természetes”, rendszerünk mindig olyan környezetben található, amely egy nagyobb, még nagyobb stb. rendszer része, és amely ugyanakkor más rendszereket is tartalmaz, így maga is kisebb, még kisebb stb. rendszerekből épül fel.

A matematikai modell a rendszert és környezetét jellemző változók közötti kapcsolatokat a matematika formális nyelvén megfogalmazó hipotézisek sorozata.

Az említett változók célszerűen mértek vagy legalábbis mérhetőek, hiszen a modell hipotézis, amelyet csak a gyakorlat, a mérés, a kísérlet igazolhat vagy vethet el.

A vizsgált rendszer matematikai modellje, a modellezés folyamata azonfelül, hogy a rendszer kvantitatív kapcsolataira rávilágítva a rendszerről alkotott kép, végső soron a tudás elmélyítését szolgálja, további előnyökkel is rendelkezik. Segítségével a kísérletes tudomány kilép a puszta empíria talajáról, módszereinek rendszerességet ad, a kísérleti apparátus gazdaságos felhasználását segíti elő, hiszen a már elvégzett kísérleti bázisra épülő adekvát matematikai modellek interpolációra, sőt bizonyos határok között extrapolációra („mérnöki jóslások területe”) is lehetőséget adnak. Ehhez kapcsolható az ún. „in numero kísérleti technika”[footnoteRef:42] alkalmazásából adódó előny is. Bizonyos kérdésekre ugyanis a matematikus íróasztala mellől is választ kaphatunk, nem szükséges igénybe venni a biológus vagy vegyész laboratóriumát: ez a biológiai rendszerek matematikai szimulációja. Ilyen módszerekkel tanulmányozhatók a rendszerek olyan körülmények között is, amelyekben nem akarunk vagy nem tudunk kísérleti munkát végezni. [42:  Az in numero kifejezés gyakran az in silico (számítógéppel értelemben) kifejezést helyettesíti, ezeket akár szinonímaként is használhatjuk.] 


A fermentációs rendszer (R) matematikai modelljének megalkotása maga is folyamat, mégpedig a 4.23. ábrának megfelelően egy önmagát szükségszerűen pontosító, korrigáló folyamat. Egy ilyen rendszernek nincs „legjobb” leírása, ismereteink bővülésével mindig találhatunk „jobb”, a tényleges történéseket hívebben leiró modellt (M).

[image: 4-23-áBRA-modellezés.jpg]

[bookmark: _Toc334777906]4.23. ábra: A matematikai modellezés maga is folyamat

A modell egyszerűsített leképzés, nem vehet figyelembe minden lejátszódó történést, minden változót, ezek közül csak a modellező által lényeges hatásúaknak ítéltekkel operál. Így a matematikai modell nem természeti törvény. Más szóval nincs 1:1 megfeleltetés a rendszer és a matematikai modellje között, más modell is leírhatja többé-kevésbé adekvát módon a történéseket, és fordítva is igaz, egy adott modell többféle rendszernek is adekvát megközelítése lehet.

A modellekkel matematikai műveletek végezhetők (például egyenletei összeadhatók, differenciálhatók, integrálhatók stb.), s ezek alapvetően megváltoztathatják formáját, ami legalábbis óvatosságra int egy modell alkalmazási formájának mechanikus felhasználásával kapcsolatban, hiszen az említett műveletek elfedhetik az eredeti modellnél figyelembe vett feltételezéseket, elhanyagolásokat.

Egy fermentációs rendszerben a sejtek populációja, ezen populáció szintetizáló és átalakító tevékenysége a vizsgálat tárgya. Fermentációs rendszeren tágabb értelemben a mikroorganizmusok tenyészetét és környezetét, valamint az azt meghatározó fizikai, fizikai-kémiai paraméterek összességét értjük, a fermentációs folyamat pedig az így definiált rendszer és a benne, illetve vele történő változások, átalakulások összessége.

Mai ismereteink szerint a legegyszerűbb baktérium sejt is legalább 1010 molekulából épül fel (lásd példaként a gyorsan szaporodó E. coli összetételét bemutató 4.14. táblázatot). Ebből 1000–10 000 a különböző katalitikus hatású fehérje. A sejtekben ezek az enzimek rendkívül bonyolult anyagcsere-folyamatokat katalizálnak, amelyek öszetett többszintű szabályozás alatt állnak. E megszámlálhatatlan anyag- és történésféleség mozgástörvényeinek jelenleg csak töredéke ismert, az tehát, hogy egy sejt viselkedését leírjuk, még modellszerűen is rendkívül sok elhanyagolást igénylő s óhatatlanul durva eredményre vezető kísérlet lenne. Ezt figyelembe véve az a lehetőség marad az egyedüli járható út, ha lemondunk az egy sejt tárgyalásáról, s a populáció, a sejttömeg makroszkóposan megfigyelhető viselkedését írjuk le a legfontosabbnak ítélt néhány változó figyelembevételével.

[bookmark: _Toc334778144]4.14. táblázat: Gyorsan szaporodó Escherichia coli összetétele

		ÖSSZETEVŐ VEGYÜLET- CSOPORT

		% A SEJTTÖMEGBEN

		ÁTLAG

MÓLTÖMEG

		DB/SEJT

		FAJTA/SEJT



		H2O

		70

		18

		4·1010

		1



		Szervetlen ionok:

K+,Mg2+,Ca2+,Fe2+,Cl-,PO44- ,SO42-

		1

		40

		2,5·108

		20



		Szénhidrátok és prekurzoraik

		3

		150

		2*108

		200



		Aminosavak és prekurzoraik

		0,4

		120

		   3·107

		100



		Nukleotidok és prekurzoraik

		0,4

		300

		1,2·107

		200



		Lipidek és prekurzoraik

		2

		750

		2,5·107

		50



		Egyéb kis molekulák

(hem, kinonok….)

		0,2

		150

		1,5·107

		200



		Fehérjék

		15

		40000

		106

		2–3000



		Nukleinsavak

	DNS

	RNS

		

1



		

2,5·109

500000

		

4

3·104

		

1

1







A fermentációk célja a sejttömeg és/vagy valamely anyagcsere, ill. átalakítási termék nagy tömegű előállítása. Ezért ezek, illetve az ezeknek megfelelő sebességi értékek a rendszert jellemző legfontosabb változók. A többi vizsgált változó jobbára a környezetre vonatkozik. E kétféle változó kategória helyett a modellezésnél inkább a következő csoportokat alkalmazzák:

Kontrollváltozók az elsődleges hatású, a rendszerrel való kényszerkapcsolatuk alapján feltétlenül szabályozandó paraméterek. E változók száma erősen függ a fermentációk mindenkori technikai kivitelétől, a mérési-szabályozási lehetőségektől. A kontrollváltozók közé sorolható a hőmérséklet, a tápközeg pH-ja, a fermentlében oldott oxigén koncentrációja, kemosztát elvű folytonos fermentáció esetén a hígítási sebesség, a befolyó tápoldat szubsztrátkoncentrációja stb. Természetes, hogy e változók számának növekedése teremti meg a fermentációs folyamat kézben tartásának, reprodukálhatóságának, s ugyanígy az egyre finomabb, a részleteket is adekvát módon tükröző matematikai modellek megteremtésének lehetőségét.

Az állapotváltozók csoportja jelenti a tenyészet válaszait a környezeti behatásokra, így ide sorolhatjuk valamennyi anyagcsere-folyamat sebességét, az ezekben részt vevő anyagok és enzimek koncentrációit, a pH-t[footnoteRef:43] stb. Az állapotváltozók csoportjáról is elmondható, hogy a vizsgált és a modellezésbe bevont ilyen változók száma és információtartalma növekvő tendenciát mutat. [43:  Természetesen, hogy egy változó állapot vagy kontroll változó-e, azt az határozza meg, hogy szabályozzuk-e, vagy sem. A pH például állapotváltozó, ha magára hagyott rendszerben szabályozatlanul változik, de kontroll- változó, ha szabályozzuk.] 


Az előbbi osztályozás mellett elterjedt, és különösen bizonyos típusú matematikai modellek esetében használatos a változóknak biológiai és nem biológiai csoportokba sorolása is. Előbbiek az ún. biotikus fázis, tehát a mikrobatömeg (a fermentlétől elválasztott sejttömeg) jellemző változói. Ilyenek a sejttömeg maga vagy bizonyos alkotórészeinek mennyiségei és változási sebességeik.

A nem biológiai változók vagy más néven az abiotikus fázis változói a mikroba környezetét jellemzik (sejttömegtől elválasztott fermentlé). E csoportba sorolhatók az összes műveleti jellegű változók, mint a hőmérséklet, a gázbevezetés sebessége, a fermentlé összetétele stb.

A következőkben röviden áttekintünk néhány, a matematikai modellezés szempontjából lényeges fogalmat, valamint megadjuk a leggyakrabban előforduló változók definícióit és az IUPAC által ajánlott szimbólumokat e változók jelölésére.

A tenyészet, kultúra jelenti a szűkebb értelemben vizsgált rendszert, amely a fermentléből, vagyis a sejtektől megszabadított rendszerből és a sejttömegből áll. Gyakran a fermentlé kifejezést az egész tenyészetre is alkalmazzák.

A tápoldat a tápanyagokból, szubsztrátokból áll. A tenyészet növekedésén a sejttömeg növekedését értjük. E növekedést szűkebb és tágabb értelemben szemlélhetjük. Szűkebb értelemben a sejttömeg tömeg szerinti gyarapodását jelenti, amelytől meg kell különböztetni a tenyészet sejtjeinek szám szerinti gyarapodását. A tágabb értelmezés mindkét esetet magában foglalja. Éppen e megkülönböztetés céljából a sejttömeg jelölésére az x, [g sz.a./dm3 dimenziójú mennyiséget használjuk. Ugyanígy volumetrikus értelemben használjuk a matematikai modellezés szempontjából fő állapothatározóként kezelt különböző növekedési sebességeket is:

A növekedési sebesség 	dx/dt,	 egysége [g sz.a./dm3·h

A szaporodási sebesség dN/dt [db/cm3·h

A fajlagos növekedési sebesség egységnyi sejttömegre vonatkoztatott növekedési sebesség:





A fajlagos szaporodási sebesség pedig az egy sejtre vonatkoztatott szaporodási sebesség:





A generációs idő fogalma nem teljesen egyértelmű. Eredetileg a szaporodásra vonatkozott, gyakran a növekedésre is alkalmazzák. Mikroszkopikus értelemben egy sejt megkétszereződésének az ideje, makroszkópikusan pedig az egységnyi térfogatban lévő mikrobaszám, illetve mikrobatömeg duplázódási idejét jelenti.











A tápoldat tápanyagtartalmát az vektor (a szubsztrátok vektora) jelöli. Index nélkül a tápanyagról vagy a limitáló szubsztrátról (értelmezését lásd a 4.1. alfejezetben) beszélünk g/dm3. Ugyanígy az anyagcseretermékeket a  jelöléssel illetjük. A  komponensei intra-, ill. extracellulárisak, tehát biotikus és abiotikus fázisúak is lehetnek, ill. megoszolhatnak bizonyos – idő függvényében – változó arányban a két fázis között.A különbségtétel igen fontos, mert az intracelluláris termékek a sejttömeg részét képezik. Amikor P termékről beszélünk egyszerűen, akkor csak extracelluláris termékről van szó.

A szubsztrát- vagy tápanyag-felhasználási sebesség:	





A termékképződési sebesség:





A fajlagos szubsztrátfelhasználási sebesség az egységnyi sejttömegre vonatkozó szubsztrátfelhasználási sebesség:







A fajlagos termékképződési sebesség:





E fajlagos sebességek – mint az RQ és a P/O is – a metabolikus kvóciensek közé tartoznak.

4.4.1. 	A fermentációs modellalkotás általános elvei

A fermentációs rendszer bonyolultan összetett, amelyben számos kölcsönhatás érvényesül. E bonyolult rendszer/folyamat matematikai modellezése során egy sor olyan általános és a fermentációra specifikusan érvényes törvényt, tudományos eredményt kell felhasználni, amelyek sokrétűsége magában is utal e feladat nehézségeire. Ezen alapelvek általában ismertek, mégis egyikéről-másikáról gyakran megfeledkezünk. Ennek oka nem feltétlenül tájékozatlanság, hanem inkább az, hogy maradéktalan érvényesítésük kilátástalannak tűnik. A következőkben röviden összefoglaljuk a modellezésnél alkalmazott, alkalmazandó elveket, és megadjuk a fermentációs modellek csoportosítását is, amit elsőként Fredrickson és munkatársai végezték el 1970-ben.

4.4.1.1. 	Fizikai alapelvek

Az anyagmegmaradás törvényét valamennyi fermentációs matematikai modell figyelembe veszi, ez teremti meg a lehetőségét az „általános” matematikai modell felállításának. A matematikai alapegyenletek ugyanis általában a fermentációs rendszert alkotó anyagokra vonatkozó különböző anyagmérlegek.



Vizsgáljuk meg a folytonos működésű, ideális, tökéletesen kevert bioreaktorra felírható anyagmérleg-egyenletet.
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ahol	V az állandó fermentlétérfogat,

	f az adagolási és elvételi térfogatáram

	ci az i-edik összetevő koncentrációja

	ri az i-edik összetevő „növekedési sebessége”.

Ilyen anyagmérleg-egyenlet annyi írható fel, ahány komponense (szubsztrátok, termékek és a sejttömeg vagy annak komponensei) van a rendszernek. Ezen egyenletek mindig tartalmazzák az ri képződési sebesség tagokat, amelyek miatt az anyagmérlegek egyenletrendszere önmagában nem oldható meg.

A mikrobatömeg és a termékek esetében ri > 0 tehát növekedést, szubsztrátok esetén természetesen ri 0, és így fogyást jelent) Éppen ri-k modellezése jelenti a fermentációs matematikai modellezés szűk keresztmetszetét. Az anyagmérleg egyenletrendszere általánosan érvényes, és ezáltal megteremti a kapcsolatot a különböző technikai kivitelű, azaz szakaszos, félfolytonos és folytonos fermentációk között. Ezek ugyanis ilyen szempontból csak f betáplálási (elvételi) sebességekben és ci,be értékeiben térnek el egymástól. Így pl. értelemszerűen szakaszos fermentációk esetén f = 0 és úgyszintén ci,be=0.

A fizikai elvek második csoportját a termodinamikai elvek jelentik. A termodinamika első főtételének – az energiamegmaradás törvényének – figyelembevétele nem okoz gondot a fermentációk modellezésénél, csak abban az esetben szükséges ugyanis matematikailag megfogalmazni, ha a modellezés kiterjed a technológiai berendezésekre is, ha a folyamatban számolni kell a hőelvonással vagy a jelentős hőtermeléssel (lásd a C-forrás hasznosulását a 4.3. fejezetben ).	

A termodinamika második főtételével azonban más a helyzet, mivel egy sor olyan következménye van, amelyeket nem véve figyelembe, hibás modellek felállításához juthatunk.

Egy élő rendszer, így a fermentációs rendszer is termodinamikai szempontból nyílt rendszer, s mint ilyen, alapvetően irreverzibilis módon végbemenő folyamattal jár. Az irreverzibilitást és a nyitott rendszer jelleget a környezettel való szakadatlan anyagcsere jelenti, és ez egyaránt érvényes mind az egyes sejtekre, mind a teljes populációra. Az egyes sejtek entrópiája csökkenhet vagy változatlan is maradhat, anélkül, hogy a II. főtétel érvényessége csorbát szenvedne. A mikroorganizmus úgy csökkenti vagy tartja állandó szinten entrópiáját, hogy környezetének entrópiája nagyobb mértékben növekszik. Ez természetes, ha meggondoljuk, hogy a mikroorganizmus szervezett létforma, rendezettsége nagyobb, mint környezetéé, ami csak úgy lehetséges, ha a környezet rovására tartja alacsony szinten az entrópiát. Sőt igaz e megállapítás nemcsak szaporodó, növekvő, hanem az ún. nyugvó (de élő) sejtek esetében is. Ahhoz, hogy egy nyugvó sejt életképessége fennmaradjon, munkát kell végeznie környezetén. Ilyen munkavégzés pl. az ellenszegülés a sejteket szétroncsolni akaró ozmózisnyomásnak, a sejt ionkoncentrációjának fenntartása, a mozgás stb. Azt mondhatjuk tehát, hogy még a nyugvó sejteknek is szükségük van energiára, hogy rendezettségüket fenntarthassák. Ezen elv kvantitatív következményeit a szubsztráthasznosulással foglalkozó 4.3. fejezetben fejtjük ki.

A termodinamikai tételek további következménye a fermentációs rendszerre, hogy az – nyílt rendszer lévén – nem lehet termodinamikai egyensúlyban. Ehelyett, ha az élő sejtek anyagcseréje, a ki- és bemenő anyagáram folytonos, bizonyos időbeli állandóság, ún. „steady state” figyelhető meg. Az élő rendszereknek és így fermentációs rendszerünknek is lényeges tulajdonsága az állandósult állapot, illetve az erre való törekvés. Az állandósult állapotra jellemző, hogy nem vagy csak csekély mértékben függ a komponensek kezdeti értékeitől, vagyis viszonylag széles határok között ugyanaz az állandósult állapot áll be (ekvifinalitási elv). E tulajdonság hiányzik a zárt rendszerekből, ahol az egyensúlyi állapotot egyértelműen meghatározzák a kezdeti feltételek. Az élő rendszer ilyen viselkedéséből következik, hogy a mikroba viszonylag tág határok között ugyanazon állandósult állapot elérésére törekszik, ha mások is az indulási környezeti feltételek. Extrém környezeti hatások természetszerűleg extrém hatásokat eredményeznek.

A fermentációs folyamat állandósult állapotát kiegyensúlyozott növekedésnek[footnoteRef:44] nevezzük. Erre jellemző, hogy a komponensek koncentrációváltozásának fajlagos sebességei állandóak: [44:  Kiegyensúlyozott növekedés az angol szakirodalomban: balanced growth.] 
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ahol a μi a rendszer i-edik komponensének fajlagos növekedési sebessége. E relációk a más szóval homeosztázisnak is nevezett kiegyensúlyozott növekedés matematikai megfogalmazását jelentik.

Kétféle kiegyensúlyozott növekedésről beszélhetünk:

a) 	Korlátozatlan, amikor semmilyen kémiai vagy fizikai tényező nem korlátozza a komponensek és az egész populáció növekedési sebességét. Ilyen a szakaszos fermentáció exponenciális növekedési szakasza és a turbidosztát elvű folytonos fermentáció, ha a rendszer exponenciális szakaszban üzemel.

b) 	Korlátozottan kiegyensúlyozott növekedés pl. a kemosztát elvű folytonos fermentáció, ahol a limitáló szubsztrát állandó koncentrációja határozza meg a maximálisnál kisebb fajlagos sebességű növekedést.

A modellezés fizikai elveinek harmadik csoportját, az ún. konstitutív elvek csoportját azok a fizikokémiai, reakciókinetikai törvények jelentik, amelyek meghatározzák a rendszerünkben lejátszódó folyamatok, transzportfolyamatok (töltés-, energia- és momentum-, valamint anyagtranszport-folyamatok) tisztán kémiai és enzimes reakciók sebességeit. Végső soron ezen elvek felhasználása jelenti a tulajdonképpeni modellezést. A konstitutív egyenletek jelentik a matematikai modellegyenleteket, a rendszer komponenseinek „növekedését” leíró ri egyenleteket. Nyilvánvaló, hogy ezen egyenletek felállítása jelenti a modellezés szűk keresztmetszetét. A különböző matematikai modellek főként konstitutv egyenleteikben térnek el egymástól.



Valamennyi fermentációs matematikai modell lényegében a tömeghatás törvényének különböző megfogalmazása, azt kell tehát a legfontosabb konstitutív elvnek tekinteni. Eszerint a rendszerben lejátszódó kémiai-enzimes reakcióknak és az egész rendszer növekedésének sebességét a reagáló anyagok mennyiségei valamely hatványainak és reakciókinetikai állandóknak a szorzatai lineáris kombinációival modellezzük. A tömeghatástörvényen kívül az átadási egyenletek (töneg-, hő-, momentum-) szerepelnek legfontosabb konstitutív összetevőként. A konstitutív egyenletek rendszerint egy
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alakú egyenletrendszert képeznek.

4.4.1.2. 	Biológiai elvek

A mikroorganizmusok növekedésük során az egyes sejtalkotó részeket (fehérjéket, nukleinsavakat stb.) minőségileg és mennyiségileg összhangban szintetizálják. Az a mikroba életképes, amely az anyagcseréjéhez szükséges energiát a környezet változásaitól függetlenül, ahhoz alkalmazkodva tudja előállítani, és a szabályozó rendszerével a környezeti változásokat kompenzálni képes (lásd homeosztázis). Konstitutív tulajdonságainak zavartalan működtetése érdekében az induktív tulajdonságok „számtalan” lehetősége közül merít. A leírtak összecsengnek a termodinamikai elveknél említett, a kezdeti feltételektől bizonyos mértékben független állandósult állapotra való törekvés tételével: mindaddig, amíg a környezet változásai megengedik, a mikroba korlátozatlanul vagy korlátozottan ugyan, de kiegyensúlyozottan (steady state-ben) növekszik.

A genotípusnak a mikrobák alakjában, szaporodási módjában megnyilvánuló különbségeit legritkább esetben veszik figyelembe: gyakran fonalas gombák modellezésére ugyanazokat az összefüggéseket próbáljuk alkalmazni, mint baktériumokra, s ez elvileg helytelen. Ha megnézzük a 4.15. táblázatot, amelyben a nagy mikrobacsoportok néhány jellemzőjét hasonlítottuk össze, valamint a 4.24. ábrát, amelyen ugyanezen mikrobacsoportok generációsidő-eloszlása látható, szembetűnik állításunk helyessége. A tárgyalásunk során alkalmazott modellek alapvetően baktériumokra adekvátak, kisebb mértékben élesztők esetében is alkalmasak. Fonalas gombákra is alkalmazzuk őket, azonban ez fokozott körültekintést igényel, és a későbbiekben ezek szaporodásának néhány specifikus modelljét külön is érintjük.

[bookmark: _Toc334778145]4.15. táblázat: Fő mikrobatípusok azonos és eltérő tulajdonságai

		JELLEMZŐK

		BAKTÉRIUMOK

		ÉLESZTŐK

		FONALAS GOMBÁK



		ALAK

		Pálcika, gömb, láncok

		Ellipszoid, gömb,

láncok

		Hifafonadék,

pellet



		MÉRET

		0,5–4 μm

		5–25 μm

		5–15 μm széles és 

500-5000 μm

hosszú micélium



		REPRODUKCIÓ

		Hasadás, azonos

leánysejtek

		Sarjadzás, nem azonos

leánysejtek

		Hosszirányú, apikális

növekedés



		SEJTSŰRŰSÉG

		1,0–1,1 gcm-3

		1,0–1,05 gcm-3

		1,0–1,05 gcm-3



		EGY SEJT TÖMEGE

		10-12 g

		10-11 g

		Nem értelmezhető



		FEHÉRJETARTALOM

a szárazanyagban

		60–80%

		45–55%

		25–55%



		Nukleinsav-tartalom

a szárazanyagban

		15–25%

		5–12%

		5–10%



		SZÉNHIDRÁT- ÉS LIPID-TARTALOM a szárazanyagban

		5–30%

		10–30%

		10–50%
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[bookmark: _Toc334777907]4.24. ábra: Mikrobacsoportok generációsidő-eloszlása

Különös körültekintéssel kell a modellezésben figyelembe venni azokat a környezeti tényezőket, amelyek a tenyészet hármas esélye, azaz az új sejtanyag szintetizálása, mutációja és a sejtpusztulás irányában a történéseket és azok intenzitását meghatározzák.

A leglényegesebb környezeti tényezők hatásai és a különböző modellekben való megjelenési lehetőségei vázlatosan az alábbiakban foglalhatók össze.

A hőmérséklet eredő hatása az Arrhenius-összefüggés formájában vehető figyelembe, annak ellenére, hogy a makroszkópikus mikrobametabolizmus számtalan elemi, molekuláris szintű lépés eredője, amelyek mindegyike is a hőmérséklet Arrenius-függvénye. Természetesen az élő sejt nagy fehérje- tartalmának következtében a hődenaturálódás is számottevő, gy végső soron a két effektus eredőjét, egy maximumos hőmérséklet-növekedési sebesség-összefüggést kapunk (4.25. ábra). Minden mikroorganizmusnak van egy jól definiált optimális hőmérséklete, de ennek értéke nem abszolút, hanem függ a többi tenyésztési körülménytől, például a táptalaj összetételétől.

A maximum előtt, viszonylag szűk hőfokintervallumban, a fajlagos növekedési sebesség	



		(4.57)

alakú összefüggés szerint változik.

A fenti egyenletben x0 a fajlagos növekedési sebesség a vonatkozási hőmérsékleten. 

E a növekedés látszólagos aktiválási energiája[footnoteRef:45]. Ugyanakkor a denaturálódás fajlagos sebessége is az Arrhenius-összefüggés szerint írható le, így a két hatás eredője: [45:  E. coli esetében pl. 55,4 kJ/mol volt egy adott fermentáció esetén.] 




		(4.58)

ahol:	E1 ugyanaz, mint E fent

	E2 a denaturálódás látszólagos aktiválási energiája

	A1,és A2 állandók.

Általában E2E1,[footnoteRef:46] ezért alacsony hőmérsékleten x valóban a (4.57) egyenlet szerint változik a hőmérséklet növekedésével. [46:  E1 50–80 kJ/mol, míg E2 250-300 kJ/mol tartományba esik. A mol a mértékegységben nem azonos a sztöhiometriai mikroba mol-lal. Itt ennek csupán formális szerepe van!] 


Az ábrán megjelöltük a mikroba számára minimális szükséges hőmérsékletet is, ez alatt a sejtmembrán „gélesedik”, ami olyan kis anyagátadási sebességet tenne csak lehetővé, ami nem elegendő a növekedéshez. Itt tehát már egyáltalán nincs növekedés. Ugyanígy a maximális növekedési sebesség felett sincs növekedés. Ne felejtsük el, hogy a denaturálódásnak nincs kitüntetett, „egy bizonyos” hőmérséklete, az a hőmérséklet növekedésével folyamatosan nő, valamint, hogy a (4.57-4.58) egyenletek állandói nemcsak a tenyésztett mikrobától, hanem a környezet egyéb tényezőitől (pH, fermentlé összetétele) is függnek.
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[bookmark: _Toc334777908]4.25. ábra: Egy hipotetikus mezofil mikroba fajlagos növekedési sebességének függése a hőmérséklettől μ – 1/T ábrázolásban

A hőmérséklet nem csupán a növekedésre, hanem a termékképződésre is hatással van. Gyakran a növekedés és termékképződés hőfokoptimuma nem esik egybe, így a teljes fermentáció optimális hőmérsékletének, illetve optimális hőmérsékleti profiljának meghatározása olyan optimumkeresési feladat, amely éppen a matematikai modellezés segtségével oldható meg.

Jellegzetesen változik az eredő hozam is, ami a hőmérséklet növekedésével csökken, mivel minél magasabb a hőmérséklet, annál több energia szükséges fenntartási célokra. A fajlagos fenntartási koefficiens is az Arhenius-egyenlet szerint nő a hőmérséklettel, 60–80 KJ/mol látszólagos aktiválásienergia-jellemzővel.

A fermentlé pH-jának hatása nem közvetlenül a sejten belüli anyagcsere-tevékenységre irányul, hanem elsődlegesen a sejtmembrán anyagtranszport-folyamataira (lásd a 2.10. fejezetet). Abban az esetben, ha a pH magára hagyott rendszerben szabadon változik, állapotváltozóként, ha szabályozásra lehetőség van, kontrollváltozóként kell figyelembe venni a modellezéskor.

Igaz, hogy sok kivétel adódik, mégis egy sor általános következtetés vonható le a pH-nak a fermentációs rendszerekre gyakorolt hatásával kapcsolatban. A baktériumok rendszerint 4-8 pH-tartományban növekednek, mg az élesztőgombák a 3-6, a fonalas gombák a 3-7 pH-tartományt részesítik előnyben. Ennek megfelelően gyakran éppen a pH az a környezeti tényező, amelynek segítségével egy fermentációs rendszer idegen mikrobákkal való befertőződése meggátolható (azonban soha ne hagyatkozzunk csupán erre egy rendszer sterilitásának fenntartásánál!)

A mikroorganizmusaink tenyésztése során fellépő pH változásának több oka lehet. Ha ammónia vagy NH4+-só a nitrogénforrás, akkor a fermentáció folyamán a pH csökkenni fog.

Ennek oka az, hogy a N a fermentlében NH4+-formában van jelen, míg a sejtbe NH3+-R formában kerül be, tehát proton marad a sejt környezetében. Ez oly mértékben jellemző pH-változást okoz, hogy egyes esetekben a N-forrás szabályozására, illetve adagolásra is felhasználható vezérlő jelnek tekinthetjük. Nitrát nitrogénforrás esetén a helyzet fordított, a tápközegből kerül proton a nitrátra, amely szintén NH3+-R formában metabolizálódik, s így nőni fog a fermentlé pH-ja. Ez azonban nem szigorúan sztöhiometrikus, így szabályozásra nem alkalmas. A pH-változás másik oka az extracelluláris termékekben keresendő: egyes mikrobák növekedésük során savas karakterű termékeket választanak ki a fermentlébe (tejsav, glükonsav, citromsav stb). Ha fehérje vagy aminosavak biztosítják a N-forrást (esetleg a C-forrást is), sok esetben a fermentlé lúgosodása figyelhető meg a fermentáció során. Az aminosavak ugyanis dezaminálódva használódnak fel, ami ammónia felszabadulásával jár.

A fermentációs rendszer lényeges jellemzője a benne levő aerob mikroorganizmusok légzési tevékenysége. Az oxigén ugyanis, mint fő elektronakceptor, szintén a rendszert jellemző kontroll- vagy állapotváltozókkal kapcsolatos. Maga az oldott oxigén koncentrációja vagy a fermentlére és technológiai körülményekre jellemző oxigénátviteli koefficiens (OTR) kontrollváltozók lehetnek, míg a légzési sebesség és a fajlagos légzési sebesség (QO2) a tenyészet fiziológiai állapotát jellemző állapotváltozók.

A légzés, levegőztetés és az oxigénellátás kulcsszerepével a 4.5. fejezetben részletesen foglalkozunk.

A fermentlé tápanyagai – mint környezeti tényezők – igen fontosak a mikrobák növekedése, anyagcsere-tevékenysége szempontjából. A tápanyagok minőségi és mennyiségi szempontból is lényegesek, nem utolsósorban ezek segítik elő az induktív tulajdonságok manifesztálódását a „számtalan” genotípusos lehetőség közül. Érdemes megjegyezni, hogy a szubsztrátok is (hasonlóan a pH-hoz) kontroll- és állapotváltozók is lehetnek, míg a szubsztrátfelhasználási sebességek, valamint a fajlagos felhasználási sebességek egyértelműen állapotváltozók. Koncentrációik meghatározhatják a fajlagos növekedési sebességet. Ez esetben limitáló szubsztrátról vagy szubsztrátokról beszélünk, de nagy feleslegük gátlóan is hathat a mikrobatenyészet aktivitására (szubsztrátinhibíció).

Ugyanezek érvényesek a környezetben felhalmozódó termékekre is (Pj), vagyis ezek lehetnek közömbösek, gátlóak, sőt toxikusak is a tenyészetre. Ezekről a kérdésekről a továbbiakban az egyes modelleknél részletesen beszélünk.

Felmerül a kérdés, hogy a felsorolt környezeti tényezők hogyan jelennek meg a matematikai modellekben. A szubsztrátok – így az oxigén is –, valamint a termékek a matematikai modellek konstitutív egyenleteiben, a tömeghatás törvényében és az anyagtranszportot leíró egyenletek komponenseiként szerepelnek. A hőmérséklet és a pH ritkán szerepel a modellekben expliciten, mivel a modellek rendszerint adott hőmérsékletre és pH-ra vonatkoznak. E két környezeti tényezőt általában mint a kinetikai állandókra formálisan ható faktorokat vesszük figyelembe. Az alaposan kidolgozott modelleket rendszerint kiegészítik a kinetikai paraméterek mint függő változók, és a pH, ill. hőmérséklet mint független változók empirikus vagy az enzimkinetikán alapuló modelljeivel.

A biológiai elvek csoportjába tartozik az a modellekben ritkán figyelembe vett tény is, hogy a fermentáció nem tisztán „születési folyamat”, hanem számításba veendő a sejtek pusztulása (a sejthalál, a lízis) és a fermentáció alatti spontán vagy a fermentlében jelenlévő mutagén ágens indukálta mutáció is. Ezek modellezése rendkvül bonyolult feladat, hiszen a jelenségek mechanizmusa nem mindig ismert, s főként jelenlétük nem mindig észlelhető. Általánosságban elmondható: a lízist és a sejthalált legtöbbször elsőrendű kémiai reakciókként modelezzük.

Végül fontos biológiai elv az, hogy minden biológiai folyamat, így a fermentáció is, tartalmaz véletlenszerű vagy legalábbis általunk bizonytalanul ismert jelenségeket, tehát alapvetően sztohasztikus viselkedésű. Hogy ennek ellenére előszeretettel a determinisztikus leírásokat használjuk, s ez mégsem jelenti rendszerünk tulajdonságainak durva elhanyagolását, bizonytja egyrészt az a tény, hogy a sztohasztikus megközelítések várható értékben egy-egy determinisztikus leírást adnak. Másrészt a rendszer kísérletes vizsgálatára adódó lehetőségek is ide hatnak, ugyanis a sztochasztikus jelleg legtöbbször nem ismerhető fel a jelenleg alkalmazott kísérleti módszerek mellett. Ez belátható, ha például a legegyszerűbb sztohasztikus folyamat modelljének[footnoteRef:47] várható érték, illetve szórásnégyzet kifejezései alapján kiszámítjuk a rendszerben végezhető megfigyelések relatív szórását : [47:  Ez az ún. Yule–Furrey-féle sztohasztikus születés modellje, amely a Monod-modell sztohasztikus megfelelője.] 




várható érték		(4.59)



szórásnégyzet		(4.60)



relatv szórás		(4.61)

Mivel n0 általában igen nagy (a szokásos inokulum sejtsűrűség 104–108 db/cm3 közé esik) a relatív szórás igen kicsiny: 10-4–1% közötti. Szempontunkból még a felső 1%-os relatv szórás is kedvező, ha meggondoljuk, hogy ritkán van módunk fermentációs folyamatunk analitikai követésére e szóráshatáron belüli pontossággal.

4.4.2. 	A fermentációs matematikai modellek főbb típusai

Mint minden matematikai modell, a fermentációs modellek is alapvetően determinisztikus vagy sztochasztikus megfontolásúak lehetnek.

A determinisztikus-sztochasztikus megkülönböztetésen túlmenően különböző model-csoportosítási rendszerek terjedtek el a szakirodalomban. Így megkülönböztetnek szubkultúrás és szubcelluláris szinten jelentkező matematikai modelleket. A modellek felépítésének jellemzőit, illetve a modellépítés koncepcióit leginkább Fredrickson és munkatársai modellcsoportosítási rendszere tükrözi híven, ezért az alábbiakban erre térünk ki részletesebben.

Fredrickson[footnoteRef:48] és munkatársai osztályozása értelmében a fermentációs modellek az alábbi szempontok szerint csoportosíthatók: [48:  H. M. Tsuchiya, A. G. Fredrickson and R. Aris:Dynamics of Microbial Cell Populations, in Advances in Chemical Engineering Vol.6. AP 1966, TB Drew ed.] 


1.	Sejtszám modellek: a fermentációs rendszer fő állapotváltozójának a tenyészet sejtkoncentrációját tekintik. Az eredeti angol elnevezés (segregated models) onnan adódik, hogy a tenyészet funkcionálisan és szerkezetileg elkülönült egységekből, a sejtekből tevődik össze. Ezek a modellek leginkább sztochasztikus felépítésűek.

2.	Sejttömeg modellek: a sejttömeg-koncentrációt tekintik a populáció leglényegesebb állapotváltozójának, és azon a feltételezésen alapulnak (ha nincs is mindig kiemelve!), hogy a sejttömeg egyenletesen oszlik el a teljes tenyészet térfogatában. Az eredeti angol csoportnév éppen ezen egyenletes eloszlást emeli ki (distributed modes). E modellek főként determinisztikus megfontolásokon alapulnak.

A fenti csoportosításnál jellemzőbb a következő két csoport:

A)	Struktúra nélküli modellek: a tenyészet növekedését és anyagcsere-aktivitását kémiai reakciók eredőjeként modellezik. E kémiai reakciókban az egyik „reagáló komponens” a szerkezet nélküli, a fermentlében egyenletesen eloszló sejttömeg(x) (ennyiben ezek sejttömeg modellek is), reagáló partnerei pedig az	ugyancsak mindenütt azonos koncentrációjú tápanyagok (Si). A „kémiai reakciók” termékei az új sejttömeg és a termékek (Pj). Az ilyen típusú modellek a legelterjedtebbek, és gyakorlati célokra is a leghasználhatóbbak.





B) Strukturális modellek: ugyancsak kémiai reakcióként értelmezik a fermentációs folyamatot, de a sejttömeg mint szerkezetileg és funkcionálisan megkülönböztethető részek összege szerepel. E finomabb strukturális egységek – funkciójuknak megfelelően – lépnek kölcsönhatásba a környezet tápanyagaival: a biotikus fázis komponensei reagálnak az abiotikus fázis komponenseivel és egymással, így a reakciók eredménye újabb sejttömeg, ill. strukturális részei, továbbá az abiotikus fázis termék komponensei. A strukturális fermentációs matematikai modellek kevésbé ismertek és elterjedtek, amely egyrészt magyarázható a kezelésükhöz szükséges matematikai apparátus komplexségével, másrészt nehezebb interpretálhatóságukkal.





Mindkét fent érintett matematikaimodell-csoportosítás egyaránt vonatkozhat szakaszos és folytonos fermentációs rendszerekre is. E műveleti (technikai kivitel) szempontú osztályozás jelentheti egyben a harmadik modellcsoportosítási módot is, azonban ki kell emelni, hogy a műveleti besorolás álárendelt az előzőekkel szemben, hiszen valamely konkrét fermentációs matematikai modell esetében csak az anyagmérleg-egyenletek formái térnek el a két modelltípusnál.

Ezen áttekintő bevezető után meg fogjuk vizsgálni az említett modellcsoportok tartalmi jegyeit a néhány csoport reprezentás bemutatásán keresztül.

4.4.3. 	Struktúra nélküli modellek (szakaszos rendszerek)

4.4.3.1. 	Monod -modellcsalád

A legismertebb és immár klasszikusnak mondható a Jacques Monod által kidolgozott fermentációs kinetikai modell, amelynek legfontosabb tulajdonságaival a 4.1. alfejetben megismerkedtünk. A mai napig a legtöbb fermentációs modell a Monod-modellen alapul, de a merőben új elvekre épülő modellek is legalább határeseteikben érintkeznek vele.

Monod szerint a sejttömeg növekedését kifejező konstitutv összefüggés:



	,	(4.62)

vagyis a növekedés olyan autonóm folyamat, amelynek sebessége a pillantnyi sejttömeg-koncentráció függvénye. (4.62) összefüggést minden Monod alapú, de valójában minden egyéb matematikai modell alapjának is tekinthetjük. Ezen egyenlet csak állandó x esetén oldható meg, és ez csak a növekedés egy időben korlátozott szakaszában, az exponenciális növekedés fázisában érvényes. Az exponenciális szakaszt a korlátozatlan kiegyensúlyozott növekedés jellemzi. Feltéve, hogy ezen exponenciális növekedési szakasz korlátozott időtartamát az okozza, hogy egy nélkülözhetetlen tápanyag már nem áll kellő mennyiségben a sejtek rendelkezésére, Monod e limitáló szubsztrátnak a fajlagos növekedési sebességre gyakorolt hatását a Michaelis–Menten-enzimkinetika analógiájára a következőképp modellezte:



		(4.4)

A Monod-modell tehát a fermentációs rendszert két komponense, az x és S közötti enzimes reakcióként modellezi, ahol x valamiféle totális enzimaktivitásként jelenik meg. Felhasználva az eredő hozam fogalmát is, felírhatjuk a Monod-modell teljes konstitutív egyenletrendszerét:



		(4.63, 4.64)

A modell konstansainak meghatározási lehetőségét a 4.7. ábra grafikus módszerei teremtik meg, amelyekhez azonban a növekedési és szubsztrátfelhasználási görbékből valamilyen módszerrel meg kell határozni a növekedési és szubsztrátfogyási sebességeket, majd a fajlagos sebességeket. 

Ezzel szemben a 4.26. ábrán bemutatott módszernél csak a ténylegesen mért x, S és t értékekre van szükség, s így előbbi módszerek szubjektív hibáit nem hordozza. Ehhez tekintsük az ábrán feltüntetett egyenletet az y = a + bz egyenesnek, amely összefüggésben az y és z változók értelmezése az ábrából követhető. Az a tengelymetszet és b iránytangens lineáris regresszióval meghatározható, és igazak az alábbi összefüggések is, amelyeknek segítségével az ismeretlen konstansok kiszámíthatóak (az YX/S eredő hozamot máshonnan kell ismernünk):



	 	(4.65, 4.66)
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[bookmark: _Toc334777909]4.26. ábra: A MONOD-modell állandóinak meghatározása Muzicsenko szerint

Az eddigiekben az eredeti Monod-féle leírását láttuk mikrobiális rendszerünk kinetikai viselkedésének.

A továbbiakban hasonló alapokon nyugvó (ezért modellcsaládról beszélünk), de más-más szempont szerint attól többé-kevésbé eltérő leírásokat ismerünk meg, illetve kiegészítjük tárgyalásunkat a termék képzéssel is.

Bizonyos esetekben, bár az S limitálja a növekedést, nagy koncentrációban alkalmazva ellenkező,  növekedést inhibeáló hatása lehet. E jelenség leírására többféle modellváltoztatást végeztek, de mindegyik az alábbi általános formában fejezhető ki:



		(4.67)

ahol az a állandó értéke gyakran 1, és Ki  a szubsztrátinhibíciót jellemző állandó.

A szubsztrátinhibíció könnyen felismerhető mind a μ –S, mind a 1/μ – 1/S ábrázolások jellegzetes alakjáról, amint a 4.27. ábrán láthatjuk.

[image: 4-27-ÁBRA-Sinhibicio.jpg]

[bookmark: _Toc334777910]4.27. ábra: Szubsztrátinhibíció és Lineweaver–Burk-ábrázolása

A Monod-modell továbbfejlesztési lehetőségét bizonyítja, hogy segítségével leírható az olyan bonyolultabb fermentációs rendszer is, ahol egyidejűleg két vagy akár több tápanyagnak a fermentlében mérhető koncentrációja is limitálja a növekedést.

A Monod-modell n különböző limitáló szubsztrátra kiterjesztett változatának konstitutív egyenleteire három megközelítés is lehetséges:



a) interaktív vagy multiplikatív leírás:





	          	(4.68)

b) additív leírás



		(4.69)

ahol a w-k súlyfüggvények, amelyeket a következőképpen számíthatunk:



		(4.70)

c) nem interaktív leírás:



		(4.71)

Utóbbiban az egyes függvények Monod szerintiek, és azt alkalmazzák, amelyik a legkisebb fajlagos növekedési sebességet jósolja.

Jegyezzük meg, hogy noha egyrészt a szakirodalomban az interaktív forma a legelterjedtebb, valamint az vezethető le egyedül enzimkinetikai alapon, mégis a gyakorlatban sokszor az additív összefüggések adnak jobb illeszkedést a kísérleti eredményekhez.



A két limitáló szubsztrát egyidejű hatása gyakran érvényesül az aerob fermentációk esetében, ahol a limitáló C-forrás mellett gyakran az oldott oxigén koncentrációja is limitálóvá válik. Az ilyen két-szubsztrátos kinetika interaktív modellen alapuló konstitutív egyenletei a következők:



		(4.72, 4.73, 4.74)

ahol értelemszerűen mindkét szubsztrátra definiálva van az YX/Si hozam. Ha például S2 a szén-/energia- forrás és S1 az oldott oxigén koncentrációja, akkor a (4.73) egyenletet ki kell egészíteni az anyagátviteli taggal is, amely az oxigénnek a fermentlében való oldódását írja le (lásd részletesen a 4.5. fejezetben):



		(4.73a)

Érdekes eredményre jutunk, ha ez utóbbi egyenletet tüzetesebben megvizsgáljuk. Amennyiben az aktuális oldottoxigén-koncentráció lényegesen kisebb a telítésinél (ez elég gyakori a nagy levegőigényű, nagy mikrobakoncentrációjú aerob sejttömegtenyésztések esetében), valamint figyelembe vesszük, hogy az aktuális oxigénkoncentráció egy fermentáció folyamán mindig egyensúlyi is (dinamikus egyensúly!), azaz olyan S1 jön létre, amely mellett az oxigén oldódása egyenlő a mikrobák oxigénfogyasztásával, vagyis:



		(4.73b)



Ez a következő egyenlet érvényességét jelenti, ha a kicsiny S1-et elhanyagoljuk  mellett:



		(4.75)

Más szóval lineáris növekedési összefüggést kapunk (a jobb oldal közel állandó). Ez lehet az egyszerű magyarázata az exponenciális és hanyatló növekedési fázis között gyakran észlelt egyenes növekedési görbének vagy a kis oxigénátadást biztosító rázott lombikos tenyésztés során gyakran tapasztalt lineáris növekedésnek.

A limitáló szubsztrátnak a növekedési sebességre gyakorolt hatásával kapcsolatban említést kell tenni három olyan matematikai modellről, amelyek formailag különböznek ugyan a Monod-modelltől, de keletkezésük körülményei miatt logikusan itt tárgyalandók. Arról van szó ugyanis, hogy ezek az eredeti Monod-modell néhány esetben tapasztalható nem adekvát volta miatt születtek, annak javítása céljából. Valójában azt feltételezik, hogy a fajlagos növekedési sebesség és a limitáló szubsztrát koncentrációja közötti összefüggést leíró telítési görbe nem Monod szerinti egyszerű hiperbola, hanem a görbét más empírikus függvényekkel közelítik. Ilyenek TEISSIER, MOSER és CONTOIS növekedési modelljei, amelyeknek konstitutív egyenletei sorrendben a következők:



Teissier-egyenlet:		(4.76)



Moser-egyenlet:		(4.77)



Contois-egyenlet:		(4.78)

A Moser-egyenlet tekinthető a legáltalánosabbnak a fenti megközelítések közül, és ha n=1, akkor átmegy a Monod-egyenletbe. Érdemes megjegyezni, hogy e három egyenlet az  eredeti Monod-alapegyenlettel együtt felírható a következő általános differenciálegyenlet formájában is, és ekkor a paraméterek a  4.16. táblázat szerintiek.



		(4.79)

ahol μ*= μx / μmax  a dimenziómentes fajlagos növekedési sebesség.

[bookmark: _Toc334778146]4.16. táblázat: A MONOD-modell „javításai”egy egyenletben

		

		α

		β

		K



		Monod

		0

		2

		1/KS



		Teissier

		0

		1

		1/K



		Moser

		1–1/n

		1+1/n

		n/KS1/n



		Contois

		0

		2

		1/KSX







A Monod-modellcsalád részének tekintjük a szakaszos fermentációk termékképződési viszonyait, azaz az rP konstitutív megfogalmazását leíró egyszerű struktúra nélküli modelleket is, tekintve, hogy az alább ismertetendő termékképződési modellek a növekedés modellezésében Monod követői.

Az első szisztematikus és kinetikai szempontból is korrekt kvalitatív termékképződési modellt Elmer Gaden Jr. adta közre[footnoteRef:49] 1959-ben. Szó szerinti fordításban a következőképpen: „A fermentációk három típusba sorolhatóak a termékképződés szempontjából. Type I: olyan folyamatok, amelyekben a főtermék a primer energiametabolizmus eredménye. Az ilyen rendszerek a legáltalánosabbak a régebbi típusú fermentációk között, pl: (1) aerob élesztőtenyésztés (sejttömegtermelések általában), (2) alkoholos fermentáció,(3) a glükóz oxidációja glükonsavvá és (4) disszimilációja tejsavvá. [49:  Elmer L. Gaden, Jr.: Fermentation Process Kinetics, J. of Biochem. and Microb. Technol and Eng. 1(4) 413–429 (1959).] 


Type II: olyan folyamatok, amelyekben a fő termék indirekt módon keletkezik az energiametabolizmus során. E típusú rendszerekben a termék nem direkt eredménye a szénforrás oxidációjának, hanem ezek között a metabolit termékek közötti mellékreakcióknak vagy további reakcióknak az eredménye. Példák: (1) citromsav és itakonsav és (2) bizonyos aminosavak képződése.

Type III: olyan folyamatok, amelyekben a fő termék egyáltalán nem az energiametabolizmus során keletkezik, hanem attól függetlenül képződik vagy akkumulálódik a sejt által… Erre az elsődleges példát az antibiotikumok szolgáltatják.”

Ezek a típusok jól megkülönböztethetők egymástól, ha a fajlagos növekedési sebességnek és a fajlagos termékképződési sebességnek az idő függvényében történő lefutását vizsgáljuk a 4.28. ábra szerint. Az I. típusba sorolható termelés esetén a kettő időben együtt fut, a III. típus esetén a növekedés és a termékképződés időben teljesen elválik egymástól. Más szóval a termékképződés az idiofázisban történik. A II. típusban pedig van eltérés a két görbe időbeni lefutásában, a termék nem teljesen paralell képződik a sejttömeggel, hanem a növekedés egy későbbi fázisában kezdődik el. Ez mintegy vegyes típusként értelmezhető.

[image: 4-28-ÁBRA-Gaden]

[bookmark: _Toc334777911]4.28. ábra: Gaden-féle termékképződési típusok

A Gaden-féle csoportosítással többé-kevésbé harmóniában van a legismertebb termékképződési kinetikai modell, amely Luedeking és Piret[footnoteRef:50] nevéhez fűződik, és egyidejűleg született avval. A termékképződést modellező konstitutív egyenletük a következő: [50:  Luedeking R., Piret E. L.: Kinetic study of the lactic acid fermentation batch process at controled pH. 
J. Biochem. and Microbiol. Technol. and Eng. 1(4), 393(1959)] 




		(4.80, 4.81)

Az  és  konkrét értékei szerint a fermentáció három típusba sorolható a termékképződés szempontjából, mégpedig:



	I. típus:   0    és  = 0	növekedéshez kötött termékképződés

	II. típus:  = 0   és   0	növekedéshez nem kötött termékképződés

	III. típus:   0  és   0	vegyes típusú fermentáció



A Luedeking–Piret-kinetika jellemző grafikus ábrázolása és egyben az  ill.  állandók grafikus meghatározási lehetősége a 4.29. ábrán látható.
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[bookmark: _Toc334777912]4.29. ábra: Luedeking–Piret-féle termékképződési típusok

Gyakran a termékképződési modell a toxikus metabolit termékek növekedésre gyakorolt hatásának leírására is szolgál. Ilyen termékinhibíciós hatást már Hinshelwood[footnoteRef:51] is modellezett a következőképpen: [51:  Sir Cyril Norman Hinshelwood The Chemical Kinetics of the Bacterial Cell (1946) c. könyvében.] 




		(4.82, 4.83)

Toxikus metabolit terméknek a haszontermék képződésére, illetve a haszonterméknek a saját képződésére gyakorolt hatását is többen modellezték. E modellek közül FRIEDMAN és GADEN, ill. AIBA és munkatársai modelljeire térünk ki. Az előbbi szerzők a Luedeking–Piret kinetikai egyenlet módosítása alapján a következő összefüggéseket nyerték a Lactobacillus delbrückii tejsav-fermentációjára:



		(4.84)

ahol P' a haszontermék (=P) vagy az inhibitortermék (=I) koncentrációja és  állandó.

Aiba és munkatársai modellje a termék hatását a fajlagos növekedési sebességre exponenciális függvénnyel veszi figyelembe (alkoholfermentáció)



	,	(4.85)

amelyben ki az inhibíciót jellemző empirikus állandó. 

Gyakran a termékinhibíciót az enziminhibíciók analógjaiként tárgyalják, kompetitív vagy nem kompetitív inhibíciót feltételezve:



Kompetitív termékinhibíció esetén: 	(4.86)



Nemkompetitív termékinhibíció esetén: 	(4.87)

Az élesztők által végzett etanolfermentáció jó példája a nem kompetitív termékinhibíciónak is, ha az etanol koncentrációja meghaladja az 5%-ot.

[bookmark: OLE_LINK5]4.4.3.2. 	Az általánosított logisztikus egyenlet mint segédmodell

A modellillesztés gyakori és a számítástechnika nélküli múltban szinte kizáró1ag alkalmazott útja a formulák kísérletesen meghatározható mennyiségei között lineáris kapcso1atok keresése, a modellek linearizálása, majd a legkisebb négyzetek módszerének alkalmazása. Jó példa erre az enzimkinetikában széleskörűen alkalmazott Lineweaver–Burk-féle ábrázolásmód vagy a fermentációs termékképződési viszonyok klasszikus, Luedeking–Piret-féle tárgyalásmódja. E módszerek közös problémája és gyenge pontja azonban, hogy a folyamatok sebességeivel operálnak, és ezek a sebességek az esetek nagy többségében kísérletileg nem mérhető mennyiségek. Egy matematikai modell és az ábrázolható linearizált kapcsolatok általában



		(4.88)

alakúak, ahol ci a rendszer i-edik anyagának koncentrációja és aj a meghatározandó állandók.



Ezzel szemben a mérések eredményei általában ci–t értékpárok sorozatából állnak (lásd a 4.30. ábrán a növekedési „görbét”, amely csak pontjaiban adott). Felmerül a kérdés, hogyan differenciáljuk a kísérletileg nyert ci–t görbéket. Általánosan alkalmazott eljárás a ci–t mért értékek ábrázolása, a pontok közé folytonos görbe berajzolása, majd grafikus differenciálás differenciahányados képzésével.

Nem igényel bizonyítást, hogy néhány ci–t pontpár közé végtelenféleképpen húzhatunk „idealizált” görbét, és az sem, hogy az ezt követő grafikus differenciálás csak megnöveli az így elkövetett szubjektív hibát. Fokozottan érvényes e megállapítás a fermentációs kinetikai számítások esetében, ahol tudvalevőleg a munkaigényes analitika miatt kevés kísérleti pontunk van, és a kísérleti módszerek hibája is jó, ha 1% körüli, de gyakran 5–10% is lehet.

[image: 4-30-ÁBRA-mértpontok.jpg]

[bookmark: _Toc334777913]4.30. ábra: Pontjaikban adott kísérleti „fermentációgörbék”

Könnyen megoldható a probléma, ha kinetikai modellünk 



		(4.89)

alakú, mert ekkor a lineáris vagy nemlineáris regressziószámítás közvetlenül alkalmazható a mérési eredmények ci–t sorozatára. Ilyen explicit matematikai modell azonban ritkán áll rendelkezésünkre. Ha modellünk analitikusan nem megoldható differenciálegyenlet-rendszer, manapság akkor sem jelent megoldhatatlan problémát a paraméterek optimális meghatározása, de az alkalmazott numerikus – és így feltétlenül számítógépi megoldást igénylő – algoritmusok felhasználása mellett szükség van a kinetikai összefüggések fenti, sebességeken alapuló számítására is. Annál is inkább, mert az ilyen összefüggések a modell felállításban is, a kvalitatív kép megszerzésében is hasznosak lehetnek, nem csak a paraméter-becslési munka során.

Az említett okok miatt fermentációs kinetikai kísérleti adataink modellépítés előtti értékelésére olyan segédmodellt alkalmazunk, amely a fenti formájú. E segédmodellt formálisan használjuk, függetlenül attól, hogy milyen munkamodellt építünk vagy használunk fel rendszerünk tényleges leírására. Számítási segédeszköz tehát csupán, amellyel csak a „görbeidealizálás”, adatanalízis munkáját kívánjuk szubjektív hibáktól mentessé tenni.

Milyen követelményeket támasztunk egy ilyen segédmodellel szemben?

1. Analitikusan kezelhető, zárt formájú függvénykifejezés legyen, amely az idő függvényében kifejezi a mikrobakoncentrációt és/vagy termék(ek) koncentrációját és/vagy a felhasznált szubsztrát(ok) koncentrációját.

2. Legyen folytonos és folytonosan differenciálható, hogy a nem mérhető sebességek is számíthatóak legyenek tetszőleges időpontban.

3. Ne tartalmazzon túl sok paramétert, és a paraméterek mindegyikének vagy legalább néhánynak legyen fizikai értelme is. (Ez nem elengedhetetlenül szükséges feltétel, tekintve, hogy segédmodellről van szó, de hasznos, ha teljesül.)

4. Egy egyenlet írja le a teljes szakaszos fermentáció ciklusát.

5. Legyen flexibilis, azaz sokféle típusú fermentációhoz ugyanaz az egyenlet legyen illeszthető.

E követelményeknek látszólag megfelel egy n-ed fokú polinom. Ismeretes, hogy m kísérleti ponton átfektethető egy m-1 fokú parabola. Csakhogy így az illesztett görbe minden ponton átmegy, és két-két pont között inflexiós pontok vagy lokális szélsőértékek lehetségesek, tehát éppen arra nem használható, amire szeretnénk. Alacsonyabb fokú polinomok alkalmazása viszont nem feltétlenül lesz eléggé flexibilis.

Jó és általánosan alkalmazható segédmodellnek bizonyult az EDWARDS és WILKE által fermentációk kinetikai modellezésére elsőként alkalmazott, úgynevezett általánosított logisztikus egyenlet, amelyet a mikrobanövekedes leírására alkalmaztak.

A mikrobanövekedés leírása az általánosított logisztikus egyenlettel



TSHUCHIYA, FREDRICKSON és ARIS szerint abból a feltételezésből, hogy a növekedési sebesség csak a pillanatnyi mikrobakoncentrációtól függ adott időben (=autonóm rendszer), azaz 



		(4.90)

megkapható mind a Monod szerinti, mind a logisztikus egyenlet szerint, feltéve, hogy az rx függvény x változását tekintve folytonos, sorba fejthető (McLaurin-sor) az x = 0 helyen. Ha a sorfejtésben az első tagnál megállunk, a Monod-modellt, ha a másodrendű tagot is figyelembe vesszük, a logisztikus egyenletet nyerjük.



		(4.91)

(Ebben a közelítésben az utolsó, Θ, egy hibatag.)

Mivel sejt csak a már jelen lévő sejtekből képződhet, így x = 0 esetben biztosan r(0) = 0, tehát



		(4.92)

Tekintsük a 4.31. ábrát, ahol a szokásos dx/dt–x diagramban az esetünknek megfelelő képet rajzoltuk fel (ez a diagram a 4.3. ábrán is látható elfordított alakban). Mivel ξ-t tetszőlegesen vettük fel, az előző összefüggés ξ = x helyen is érvényes, így mivel



		(4.93)

írhatjuk a következőket:



		(4.94)

Megszorozva 2-vel, elosztva x2-tel és átrendezve, a következő másodrendű Euler-típusú lineáris, homogén, változó együtthatójú differenciálegyenletet nyerjük:



		(4.95)

[image: 4-31-ÁBRA-rkszí.jpg]

[bookmark: _Toc334777914]4.31. ábra: r(ξ)bárhol választható a sebességi görbén

A z segédváltozót a x=ez definíció szerint bevezetve, és felhasználva a bevezetésből adódó következő összefüggéseket egy állandó együtthatós differenciálegyenlethez jutunk:



		(4.96)



		(4.97)





		(4.97)

Ennek ún. karakterisztikus egyenlete és annak megoldása a következő:





	        	(4.98)

Így végül a differenciálegyenlet általános megoldása (visszahelyettesítve az eredeti változót is):



		(4.99)

Amelyben a C1 és a C2 tetszőleges állandók. Emeljük ki x-et! És legyen C1/C2= -β és C1=μ, ekkor



		(4.100)

Ez a Verhulst–Pearl-féle logisztikus differenciálegyenlet, amelynek  megoldása x-re a következő:



		(4.101)





Ezt behelyettesítve (4.101)-be, a logisztikus egyenletet kapjuk:



		(4.102)

Ha a µ állandó (=µmax), akkor az exponenciális és a hanyatló fázis leírására alkalmas egyenletünk van, ami tehát ugyanazt „tudja”, mint a MONOD-modell. Ha a gyorsuló növekedés szakaszát is szeretnénk leírni, akkor figyelembe kell vennünk, hogy ezalatt a µ nem állandó, hanem valamilyen függvény szerint nő az időben 0-tól µmax-ig. A µ fajlagos növekedési sebességet az idő folytonos függvényének tételezzük fel és Taylor sorba fejtjük (az ötlet Edwards és Wilke[footnoteRef:52]  nevéhez fűződik) [52:  Edwards W. H., Wilke C. R.: Biotechnol. Bioeng. 10 205 (1968)] 




		(4.103)

Ha ezt behelyettesítjük a (4.102) egyenletbe, megkapjuk az nevezett szerzők által fermentációk leírására elsőként alkalmazott általánosított logisztikus egyenletet (ÁLE):



		(4.104)

Az ÁLE a szakaszos fermentáció növekedési görbéjének minden szakaszát képes leírni a lag szakasz kivételével, ez tehát egy struktúra nélküli növekedési modell, amely a növekedési görbét minden további megfontolás nélkül (pl. nem használja a hozamot, illetve a szubsztráttól függést) per se írja le.



Szubsztrátfogyás és termékképződés modellezése az ÁLE-vel



Ha felhasználjuk az eredő hozam definícióját, akkor a következő két összefüggés egyértelmű:



		(4.105)

ahonnan



		(4.106)

Ezt a logisztikus differenciálegyenletbe helyettesítve a szubsztrátfogyási sebességre is egy logisztikus differenciálegyenletet nyerünk:



		(4.107)

Természetesen (4.107) megoldása is (4.104)-hez hasonló, ÁLE alakú. Hasonlóképpen, ha figyelembe vesszük a következő relációkat



		(4.108)

a termékképződésre is levezethető egy logisztikus differenciálegyenlet és annak megoldásaként egy általánosított logisztikus egyenlet.

Látjuk tehát, hogy az ÁLE mind a növekedés, mind a szubsztrátfogyás, mind pedig a termékképződési görbe – azaz a fermentáció ún. elsődleges kinetikai képe – leírására alkalmas. Ennek alapján javasolható egy primer kinetikai kiértékelésére használni a mért kinetikai adatoknak.

Az alábbiakban az ÁLE néhány tulajdonságát adjuk meg, amelyek ismeretében az egyenlet illesztése a kísérleti pontokhoz megvalósítható.

A lag szakaszt az egyenlet nyilvánvalóan nem írja le, ezért annak végére, azaz a gyorsuló növekedési szakasz kezdetére kell transzformálni a fermentáció lefutásának időtengelyét.

1,3 vagy 5 polinom fokszámú alakjában alkalmazzuk; az 1 esetében csak arra képes, mint maga a MONOD-modell, 5 esetén már nagyon flexibilis, akár még a diauxiás növekedési görbe is leírható vele.







Írjuk fel most általános alakban:



		(4.109)

ahol Z lehet x, S és Pi, valamint Zmax lehet xmax és S0 vagy Pimax.



Az általános alakból látszik, hogy ha bn negatív, akkor nagy idők esetén ez dominál, és Z tart a Zmax-hoz (emiatt alkalmas x és Pi leírására), ha pedig bn pozitív, akkor Z tart a 0-hoz (ezért alkalmas S leírására).

A paraméterek alkalmas megválasztásával, azaz az egyenletnek kísérleti pontokhoz illesztésével elérhető, hogy a teljes időtartományban az utolsó konstans, azaz bn dominálva a növekedési, szubsztrátfogyási és termékképződési görbék legyenek leírhatóak (természetesen mindegyiket külön-külön illesztve!).Ha az illesztések megtörténtek, azaz modellünk paramétereit identifikáltuk, a zárt formulák alkalmasak sebességeknek, fajlagos sebességeknek és egyéb, a kinetikai értékelésben alkalmazott formuláknak, képleteknek a tetszőleges időpontokban történő kiszámítására.

Az esetenként érdeklődésre számítható deriváltak az alábbiak:



		(4.110)

amiben





     és     	(4.111)

Az általánosított logisztikus egyenlet illesztése a kísérleti pontokhoz



Az illesztéshez bármely nemlineáris regressziószámítást lehetővé tevő algoritmus, illetve szoftver alkalmas. Ezek úgy működnek, hogy egy kezdeti paraméter-kombinációval számított helyettesítési értékeknek a mért értékektől való eltérését számítják, mégpedig egy-egy ismeretlen hibataggal kiegészítve, majd az így kapott összegzett különbség négyzeteit minimalizálják. Ily módon egy-egy korrekciót számítanak ki az előző becsült paraméterek értékeihez. A korrekciót ezután hozzáadják az előző paraméterekhez, majd ezt az eljárást addig ismétlik (iteráció), amíg egy elhatározott relatív változáson belülre nem kerülnek az utolsó lépésben meghatározott korrekciók (pl. 1%).

Minden ilyen program működéséhez szükséges tehát egy kezdeti (nulladik) paraméter-kombináció becslése. Ez az ÁLE esetében igen egyszerűen történik. Zmax-ot ránézésre becsüljük meg a kísérleti adatokból. A bi paraméterek becslése egy lineáris egyenletrendszerrel megoldható, azaz pl. Excel táblázatkezelővel is. Ennek algoritmusa a következő.

Rendezzük át az ÁLE-t a következő alakba, azaz a polinomot fejezzük ki:



		(4.112)

Helyettesítsünk a ti,–Zi kísérletileg mért értékek közül annyit az egyenletbe, amennyi a paraméterek száma plusz egy (=n+1), így egy, a paraméterekre nézve lineáris n+1 ismeretlenes egyenletrendszert kapunk, amelynek megoldása szolgáltatja a konstansok első becslő értékeit. Vigyázzunk, hogy a teljes időtartományt fogják át a kiválasztott mérési pontok, valamint minden mért Z érték kisebb legyen, mint az első közelítésnek választott Zmax!













M







Az így kapott lineáris egyenletrendszer megoldható, eredményeit pedig a nemlineáris regressziószámítás nulladik közelítéseként használjuk fel.Példát láthatunk az illesztésre a 4.32.ábrán.

[image: 4-32-ÁBRA-logisztillesztett]

[bookmark: _Toc334777915]4.32. ábra: ALE illesztése kísérleti pontokhoz.

4.4.3.3. 	A gombanövekedés kinetikája

A fonalas gombák jellegzetes növekedési mintázatot követnek attól függően, hogy milyen körülmények között tenyésztik őket. Szubmerz körülmények között hifafonadékot alkotnak, amely átszövi a fermentlevet, s annak bizonyos körülmények között jellegzetes reológiai karaktert adnak (lásd a 4.5.7. alfejezetet).

A micéliális növekedés leírására leginkább a formális Monod-modellt alkalmazzák, ami többé-kevésbé jól leírja a növekedést, noha tudjuk, hogy a hifafonalak fonálvégi hosszirányú növekedéssel gyarapodnak.

A felületi kétdimenziós növekedést, amelynek néhány esetét a 4.33. ábrán láthatjuk, a Petri-csészében történő növekedés modelljével közelíthetjük leginkább. Ezt az jellemzi, hogy a telepsugár növekedési sebessége gyakran állandó:



		(4.113)

A gombatelepek kétdimenziós növekedése Petri-csészében eltér a baktériumokétól, míg utóbbiak csak a felületen növekednek, addig a gombák a teljes táptalajmélységből veszik fel tápanyagaikat, és át is szövik azt, amint sematikusan láthatjuk a 4.34. ábrán. Természetesen csak addig állandó k, ameddig valamely táptalajkomponens nem válik limitálóvá (ez azonban nem következik be egy Petri-csésze teljes felületének teleppel való benövéséig).

[image: 4-33-ÁBRA-penészek.jpg]

[bookmark: _Toc334777916]4.33. ábra: Felületi fonalas gomba növekedés néhány esete

[image: 4-34-ÁBRA-növPetrin.jpg]

[bookmark: _Toc334777917]4.34. ábra: Petri-csészén a baktériumok és a fonalas gombák eltérően növekednek

Ha a (4.113) megfigyelést mikrobatömeg szerinti növekedésre akarjuk lefordítani, írjuk fel először egy r sugarú és h magasságú fonalas gombatelep tömegét:



		(4.114)

amelyben ρ a telep sűrűsége. Ha a telep nő, mind a sugár, mind a tömege növekszik, a növekedés sebessége pedig



		(4.115)

Ha a (4.114)-ből r-et kifejezzük és (4.113)-mal együtt a (4.115) egyenletbe helyettesítjük, megkapjuk a teleptömeg növekedésének sebességét.



		(4.116)

Ha ezt integráljuk, eredményül egy négyzetes időbeli változást mutató növekedési görbét kapunk:



	,	(4.117)

E kétdimenziós telepnövekedéstől különbözik a gombanövekedés harmadik lehetséges formája, az ún. göbös (pelletes) növekedés (lásd 4.35. ábra), amely bizonyos gombáknál szubmerz körülmények között fordul elő. A göbök tulajdonképpen kompakt vagy laza háromdimenziós hifafonal-szövedékek, amelyek igen kicsiny (búzagrízszerű és nagyságú) mérettől egészen nagy amorf (akár egy teljes rázólombikot kitöltő) méretekig növekedhetnek. Növekedésük során a kicsiny szemcsék gömbszimmetrikusak és tömörek vagy „szőrösek”, ahogy nőnek előbb-utóbb a göbök belsejében lévő sejtek tápanyaghiány (pl. oxigén-) miatt lizálni kezdenek, ezért egyre nagyobb folyadéktérfogat tölti ki belsejüket, és így a tömör göb gömbhéj szerkezetűvé alakul át. A még kompakt göbök növekedésére a kétdimenziós gondolatmenethez hasonlóan levezetve az alábbi harmadfokú időfüggvényt nyerhetjük, amely tehát harmadfokú növekedési görbét jósol:



		(4.118)

[image: 4-35-ÁBRA-Penicillium pelletes növekedése.jpg]

[bookmark: _Toc334777918]4.35. ábra: Penicillium göbös morfológiája

A göbös növekedést többféle környezeti hatás is kiválthatja, nincs általános elmélet erre. Például, ha a konidiospórák összetapadnak, és egyidőben csíráznak ki, és a képződő hifafonalak egymásba gabalyodva növekednek vagy bizonyos tápanyagsokk, sók, tápanyaghiány stb. okozhatják ezt a speciális gombanövekedést. Vannak olyan ipari fermentációk, amelyeknél ez a növekedési forma a kívánatos (pl. citromsav-fermentáció).

4.4.4. 	Strukturális modellek

4.4.4.1. 	Általános strukturális modell

A struktúra nélküli matematikai modellek a fermentációs rendszer élő anyagát szerkezet nélküli sejttömegnek tekintik. Az e fejezetben ismertetett strukturális matematikai modellek valamivel mélyebben bemutatják a rendszert felépítő sejtek biológiai sajátosságait. Minőségileg finomabb modellezést jelent, ha modellünk számításba veszi, hogy a sejttömeg nem valamiféle totális enzimaktivitást képvisel, hanem szerkezetileg, funkcionálisan megkülönböztethető részekből épül fel.

Tehát míg a stuktúra nélküli modellek a sejttömeget x, belül ismeretlen, homogén, valamely tulajdonságokkal rendelkező „fekete dobozként” fogják fel, addig a most tárgyalandó strukturális modell- család esetében helyesebb lenne „szürke dobozról” beszélni: tudjuk, hogy különböző kémiai anyagok építik fel a sejttömeget, néha figyelembe vesszük, hogy ezek hogyan alkotnak funkcionálisan elkülöníthető sejtszerveket, ennyiben már a doboz belsejébe tekintettünk.

Az általános strukturális modell a következőképpen alakítható ki. Reprezentálja fermentációs rendszerünk jellemző fiziológiai állapotát az, hogy milyen komponensekből és milyen mennyiségben épül fel. Az x sejttömeg tehát 



		(4.119)

komponensekből, ugyanilyen módon jelölt mennyiségekkel épül fel, az úgynevezett fiziológiai állapothatározó vektor tehát (4.119), ahol B jelenti a modellezésbe bevont biológiai változók számát.

A teljes biomassza mennyisége így



		(4.120)

Az xj elemek jelenthetik a fehérjék, nukleinsavak, ATP, szerkezeti anyagok stb. biomasszában levő koncentrációit és/vagy jelenthetnek összefoglaló, közelebbről nem definiálható mennyiségeket, pl. „genetikus anyag”, „szintetikus anyag” stb.

Az x definiálásához hasonlóan definiáljuk az e vektort, amely jelentse a biomassza környezetének (sejtmentes fermentlé) szubsztrát és termék jellegű, extracelluláris, abiotikus fázis komponenseit:



		(4.121)

ahol A jelenti az abiotikus fázis modellezésbe bevont komponsei számát, amelyből N szubsztrát és M termékfajtát különböztetünk meg (N + M = A).

Tegyük fel, hogy R különböző biokémiai reakció játszódik le az abiotikus fázis és a biotikus fázis komponensei között. Ha a k-adik ilyen reakcióban az abiotikus fázis i-edik (ei ) komponensének Aki mennyisége vesz részt, akkor Aki nem más, mint e komponens k-adik reakcióban érvényes „sztöhiometriai koefficiense”. Ha rk a k-adik reakció sebessége (elemi sebessége, azaz egységnyi anyagmennyiségek között végbemenő reakció sebessége), akkor Aki.rk jelenti a k-adik reakcióban az ei „képződési sebességét”. Az összes reakcióban tehát ei az alábbi sebességgel „képződik”:



		(4.122)

Hasonlóan xj komponens sztöhiometriai együtthatója a k-adik reakcióban Bkj, így xj e reakcióban Bkjrk sebességgel képződik. Az összes reakcióban xj „képződési sebessége”, tehát



[bookmark: e_4_123]	.	(4.123)

A strukturális modellek általános differenciálegyenleteit úgy kapjuk, hogy minden komponensre alkalmazzuk az anyagmegmaradás elvét. Az abiotikus fázisra az anyagmegmaradási mérlegegyenlet általános esetben (folytonos, tökéletesen kevert reaktorra)	



	 ,	(4.124)

ahol i=1,2,….A,

míg a biotikus fázisra hasonlóan



		(4.125)

ahol j=1,2…B.

Áttérve a vektor-mátrix jelölésmódra, és szakaszos tenyésztésre szűkítve a tárgyalást, a két anyagmegmaradási egyenlet:



		(4.126)



		(4.127)



amelyekben az  a sztöhiometriai mátrixok.

A reakciósebesség-vektor pedig



		(4.128)

A strukturális modellek felállításának tehát – hasonlóan a struktúra nélküliekhez – az rk komponensek tényleges modellezése, matematikai leírása jelenti a szűk keresztmetszetét. Az rk megformulázásában itt is a tömeghatástörvény és a transzportfolyamatok kinetikai összefüggései jelentik a felhasználandó konstitutív elveket. Ezek általánosságban az



		(4.129)

alakban fogalmazhatók meg.

Jegyezzük meg, hogy a strukturális modellek is a sejttömegmodellek közé tartoznak, azonban találkozhatunk bennük sejtszámmodell-elemekkel is. A strukturális modellekben ugyanis gyakran szerepelnek olyan xj komponensek, amelyek „nukleinsavat”, „genetikai anyagot” stb. jelentenek, amelyek mennyiségeinek arányosságát a sejtszámmal ezek a modellek feltételezik.

[bookmark: _4.4.4.2.__Williams-modell]4.4.4.2. 	Williams-modell

A felépítésében legegyszerűbb strukturális modellt Williams fejlesztette ki[footnoteRef:53], s ezt itt mint példát ismertetjük, az általános strukturális modell könnyebb megértése céljából. [53:  F. M. Williams: Journal of theoretical Biology 15, 190 (1967)] 


A sejttömeget két (B=2) funkcionálisan megkülönböztethető részből összetettnek tételezzük fel:



x1: a sejttömeg „szintetikus része”, amely a környezet egyetlen, a növekedést limitáló tápanyagát (A=1, ) felveszi, és egy sor kémiai reakcióban, amelyeket a modell nem vizsgál, átalakítja. Az x1 tehát az S tápanyaggal „táplálkozik” és úgy képzelhetjük el, mint a sejttömeg kis móltömegű anyagainak és az ezek átalakításában részt vevő enzimeknek az összességét.



x2:	a sejttömeg úgynevezett „strukturál-genetikus” része, amely az x1 asszimilált anyagaival „táplálkozik” és a sejtek önreprodukciójáért felelős. Világos, hogy duplázódás csak akkor jön létre a biomasszán belül, ha ez az x2 biomasszatömeg is megduplázódott. Ha egy sejt x2 mennyisége  , akkor a sejttömegben jelen lévő sejtek száma N=x2/. Ugyanakkor a (4.120) egyenlet értelmében a teljes sejttömeg x= x1 + x2. Williams modellje a biotikus és az abiotikus fázisok között két reakciót tételez fel, azaz R=2, és .

Az első reakcióban a szubsztrátfelvételt a	



		(4.130)

konstitutív egyenlet modellezi. A (4.130) egyenlet szerint a tápanyagfelvétel sebességét az anyag- transzport sebessége határozza meg, amely a sejttömeg teljes tömegével arányos (valójában a felületével, a sejtmérettel, x).[footnoteRef:54]  [54:  Ezt a tápanyagfelvételt modellezhetnénk úgy is, hogy a tápanyagot csak az x1 kompartment veszi fel, azaz  ,ekkor egy teljesen más modellt nyernénk.] 




A második reakcióban másodrendű reakció játszódik le  x1 és x2 között: x1 átalakul  x2-vé:	



		(4.131)

A sztöhiometriai mátrixok a következők:





ahol	A11 = -1, mivel a (4.130) reakcióban az S fogy, és egységnyi tömegátalakulásokat figyelünk,

	A21 = 0,  mivel az S a (4.131) reakcióban nem vesz részt,

	B11 = 1,  mivel az x1 szintetikus rész az első reakcióban gyarapodik,

	B12 = 0, mivel  x2 az első reakcióban részt vesz ugyan, de mennyisége nem változik,

	B21 = -1, mivel x1 jelenti a „tápanyagot” x2 számára, és végül

	B22 = 1,  mivel a második reakcióban x2 gyarapodik.



Éppen az egyszerűség miatt választottuk Williams modelljét, bonyolultabb esetben természetesen a sztöhiometriai mátrix komponensei valódi együtthatók, sokszor számok, de lehetnek kifejezések, változók is.

A (4.124) és (4.125) egyenletek alapján tehát a modell differenciálegyenletei a következők szakaszos rendszert feltételezve:



		(4.132, 4.133, 4.134)

Érvényes továbbá a következő két összefüggés is:



		(4.135, 4.136)

Ha S0 és x0=x10+x20 kezdeti értékeket tekintjük, nyilvánvaló, hogy a modell szerint a fermentáció bármely időpillanatában



		(4.137, 4.138)

amely összefüggés azt a rejtett feltételezést tartalmazza, hogy a hozam konstans és egységnyi Y= 1.

A modell egyenletei tehát a (4.132–4.136) differenciálegyenlet-rendszer, amelynek numerikus megoldásához meg kell állapítanunk a változók kezdeti feltételeit. Ehhez tekintsünk egy olyan tenyészetet, amely már a stacioner fázisban van, a szaporodás befejeződött. Oltsuk majd egy ilyen tenyészetből származó inokulummal vizsgálandó tenyészetünket.

A fermentáció stacioner fázisában (a fermentáció végén), ha az összes sebesség már zérussal egyenlő, akkor



		(4.139)

amely csak úgy lehet, ha S = 0, de x20 és N0 sem,  míg az x1=0. Ebből következik, hogyha ilyen nyugvó tenyészetből inokulálunk egy friss tápoldatot, induláskor a kezdeti feltételek a következők lesznek: 

S=S0, x2=x20, N2=N20 és x1=0.

Utóbbi annyira közelíti a valóságot, hogy stacioner tenyészettel oltva, valóban eléggé hosszú lag szakasz lesz a fermentáció elején. (A „szintetikus rész” mennyisége kicsi). Jól szemlélteti ezt a 4.36. ábra, amely a Williams-modell előbbi, kezdeti feltételekkel történt numerikus megoldását ábrázolja. Ez a lag azonban csak a sejtszámra vonatkozik, mivel a teljes biomassza azonnal növekedik (a modell szerint!), ami  xl  azonnali növekedéséből adódik. A modell avval a kísérleti tapasztalattal is jól egyezik, hogy a sejtek az exponenciális fázisban a legnagyobbak (lásd x/N görbét!).



Leírja a modell az exponenciális növekedés fázisát is, ahol mind a teljes biomassza, mind a sejtszám növekszik, és amely szakaszban láthatóan a „szintetikus rész” mennyiségének maximuma van. A hanyatló fázisban a sejtek mérete újból az eredeti inokulumra jellemző mérethez közeledik, míg a stacioner fázisban eléri azt. 

[image: ]

[bookmark: _Toc334777919]4.36. ábra: A Williams-modell numerikus megoldása

A 4.37. ábra a matematikai modellezés egyik hasznos lehetőségére, az in numero vagy in silico „kísérleti technikára” hívja fel a figyelmet. Ezen az ábrán egy olyan kísérlet szimulációjának eredményei vannak feltüntetve, amelyet laboratóriumban igen nehéz megvalósítani: a fermentáció (nyíllal jelölt) adott időpontjában teljesen és azonnal megvonjuk a tápanyagot tenyészetünktől. Láthatóan a modell a várható valóságnak megfelelően reagál, az x biomassza nem növekszik tovább, de az x2 „strukturál-genetikus” rész igen, vagyis a baktériumok az elkezdett osztódásukat mindenképpen befejezik, s erre van kísérletes bizonyíték is.

A modell, bár igen egyszerűsített módon tekinti a fermentáció folyamatát, néhány jellemző – mindenki által kísérletileg tapasztalható – tulajdonságát jól leírja, másokat viszont torz módon ábrázol.

Williams modellje természetesen – és ezt talán felesleges hangsúlyozni – gyakorlati célokra nem túlzottan alkalmas. Ez elsősorban az x1 és x2 strukturális komponens túlegyszerűsített megfogalmazásában rejlik.

[image: 4-37-ÁBRA-innumero (2).jpg]

[bookmark: _Toc334777920]4.37. ábra: In numero szimulációs kísérlet a Williams-modellel

Még egy érdekességet tapasztalhatunk a Williams-modellel kapcsolatban. Ha a (4.137, 4.138) anyagmérleg-egyenletet tekintjük, belátható, hogy ennek alapján igaz az alábbi is:



		(4.140)

Ami nem más, mint a logisztikus differenciálegyenlet (idézzük ide a (4.100) számú egyenletet):





Tehát a Williams-modell is tartalmazza a logisztikus diferenciálegyenletet, amelyet integrálva egy logisztikus növekedési görbét kaphatunk az alábbiak szerint:



		(4.141)

4.4.3.3. 	Antibiotikum termelésének koreloszlás modellje[footnoteRef:55] [55:  H.W. Blanch, D.S. Clark: Biochemical Engineering, Marcel Dekker, NY 1996 pp241–244 alapján.] 


A másodlagos metabolitok termelése, amint már láttuk, a növekedési fázis kései szakaszában, az úgynevezett idiofázisban vagy a növekedési fázis stacionárius szakaszában történik. A Luedeking–Piret termékképződési modell, illetve a termékképződés Gaden-féle módozatai szerint növekedéshez nem kötött termékképződésnek tekintjük a szekunder anyagcseretermékek termelési kinetikáját.

Ha a termelő mikroorganizmusok egysejtűek, a szekunder anyagcsere-termelés csak akkor indul meg, ha az osztódás már befejeződött, a növekedés leállt, míg fonalasok esetében a termelés alatt is folytatódhat a növekedés. Ennek az az oka, hogy a fonalakban lévő sejtek már az idiofázisban lehetnek, ugyanakkor a fonal végén lévő csúcsi sejtek (az apikális osztódás a fonalasok tulajdonsága) még növekedhetnek.

Egy egyszerű, a biokémiai történésekkel nem operáló modell írható fel ezekre a szekunder termelésekre az ún. sejtkor fogalmának bevezetésével. Két korcsoportot különböztetünk meg: az egyik az úgynevezett érett sejtek csoportja, amelyek képesek az adott antibiotikum termelésére, valamint az éretlen sejtek csoportja, amelyeknek sejtjei még nem képesek termelni.

Az érett sejtek (X2) növekedését Monod-kinetikával írjuk le, míg az éretlenek (X1) elsőrendű kinetikával alakulnak át érettekké, illetve az érettekből képződnek szintén Monod kinetikája szerint. A 4.38. ábrán láthatjuk a fentiek értelmezését.

[image: 4-38-ÁBRA-érés.jpg]

[bookmark: _Toc334777921]4.38. ábra: Az érett sejtek az éretlenekből keletkeznek, és azok érettekké alakulnak

Az anyagmérlegek (azaz a konstitutív egyenletek) szakaszos tenyészetre a következőképpen írhatók fel:



		(4.142)

ahol	X1  az éretlen sejtek koncentrációja

	X2  érett sejtek koncentrációja

	P termékkoncentráció

	X=X1+ X2  a sejtpopuláció mérete

	Y eredő sejthozam

	a1→2  érési sebességi állandó



Ezzel a modellel jól sikerült szimulálni például a Bacillus brevis gramicidin-S termelését (ami egy ciklikus dekapeptid antibiotikum). A Gramicidin-S szintetáz aktivitása a növekedés kései exponenciális szakaszában drámaian megnő, és ennek következtében ekkor kezdődik el és a stacionárius fázisban folytatódik a Gramicidin-S szintézise.

A konstansok becslését szakaszos fermentációból származó adatok alapján egy úgynevezett tm érési idő (maturációs idő) bevezetésével történt. Az a sebesség, amellyel a sejtek öregednek (azaz érnek), illetve átlépnek az idiofázisba, egy tm idővel korábbi éretlen sejt növekedési sebességétől függ, azaz egy adott időpontban a sejtöregedés



	.	(4.143)

A termékképződési sebesség e definíció alapján, valamint annak integrálja a következő:



	(4.144)

ahol X0 az inokulum sejtkoncentrációja.

A k, és tm grafikusan becsülhető egy közelítéses eljárással. P(t)-t ábrázoljuk az X (t-tm) függvényében különböző tm-ek esetén, és azt a tm-t választjuk, ahol már jó linearitást kapunk. Ekkor az egyenes iránytangense k lesz. Néhány példa a maturációs időre és 1/k értékeire különböző antibiotikum- fermentációk esetében:



	Gramicidin-S	tm= 2 h	1/k = 237 mg AB/g sejt

	Kloramfenikol	tm= 12 h	1/k = 0,2 g kloramfenikol/g sejt

	Penicillin	tm= 40 h	1/k = 2,2·105 egység penicillin/g sejt

4.4.4.4. 	A Monascus α-galaktozidáz termelésének strukturális modellje

A termékképzésnek a Luedeking–Piret termékképződési modellel történő nem srukturális leírása természetesen sok esetben nem elégséges, illetve ma az anyagcserének a mesterséges befolyásolására, megváltoztatására törekszünk (metabolic engineering), ami azt jelenti, hogy több mint egy génnek (enzimnek) a megváltoztatásán keresztül egy egész anyagcsereút módosítása válik lehetségessé, ezért értelemszerűen mélyebb, pontosabb leírásra kell törekednünk. Ennek lehetőségének megteremtéséhez járul hozzá a stukturális modellek felépítése és alkalmazása.

Egy viszonylag egyszerű, de az eddigieknél lényegesen összetettebb anyagcseremodell a Monascus gomba  α-galaktozidáz (ag) enzim termelését leíró modell, amelyet Imanaka 1973-ban alkotott meg[footnoteRef:56].Az α-galaktozidáz enzim (E.C.3.2.1.22) terminális, nemredukáló alfa-D-galaktóz végek lehasítását katalizálja alfa-D-galaktozidokról: pl. galaktóz oligoszaharidokról, galaktomannánokról. A triszaharid rafinózból szaharózmaradékkal galaktózt hasít le, a galaktózból és glicerinből reverzibilisen galaktozil-glicerint lehet előállítani segítségével. [56:  A modell ismertetése H.W. Blanch, D. S. Clark: Biochemical Engineering, Marcel Dekker, NY 1999 és Imanaka, T. et al: J.  Ferment. Technol. 51(6) 423 (1973) alapján történt.] 




A Monascus gomba ag termelését katabolit represszió befolyásolja: amikor a gombát glükózon mint egyedüli C-/energiaforráson növesztjük, nincs α-galaktozidáz-termelés, ugyanakkor ha glükózt és galaktózt is tartalmazó tápoldatban növekedik a gomba, először a glükózt hasznosítja, majd annak elfogyása után tér át a galaktóznak a felvételére és felhasználására (diauxiás növekedést mutat).

A diauxiás növekedést a 4.6. animáción szemlélhetjük meg. (Megjegyezzük, hogy ez nagyon sok mikroba esetében jellemző növekedési kép, például ha E. coli-t tejcukron, vagy Saccharomyces cerevisiae-t glükózon szakaszos aerob tenyészetben szaporítunk[footnoteRef:57]). [57:  Ebben az esetben a glükózon előbb alkohol képződik, majd azon folytatódik tovább a növekedés.] 






[bookmark: _Toc334778078]4.6. animáció: Diauxiás növekedési görbe

Ha egy ilyen szakaszos Monascus tenyészetben a glükózkoncentráció egy küszöbérték alá csökken, az α-galaktozidáz indukálódik és termelése elkezdődik, mégpedig mintegy 80 perccel a küszöb-koncentráció-érték alá csökkenés után. Hasonlóan, ha egy olyan tenyészethez, amelyben folyik a α-galaktozidáz termelése, glükózt adnak, akkor mintegy 40 perccel később a represszió kifejeződik és az enzimtermelés leáll. Imanaka modelljében a szubsztráttranszportot és az enzimtermelésnek ezt az időben több tíz percen belül érvényesülő génszintű szabályozását vette figyelembe és modellezte.



Legyen az extracelluláris glükóz koncentrációja SD (dextróz) és a galaktózé SG, a sejten belüli galaktóz- koncentráció pedig SGi. Tételezzük fel, hogy a galaktóz kompetitív módon inhibeálja a glükózhasznosítást, ekkor a gombanövekedés mindkét szubsztrátum általi limitáltságát a következőképpen írhatjuk fel:



	,	(4.145)

ahol az első tag a fajlagos növekedési sebességnek glükóz által történő meghatározottságát írja le, egyidejű  kompetitív galaktózinhibíció mellett, míg a második a galaktóz limitáló hatását írja le.

A glükózrepressziót a modell úgy képes mechanikusan figyelembe venni, hogy feltételezi, hogy ha a glükózkoncentráció egy küszöbértéknél nagyobb (vagy egyenlő avval) SD≥SDc, akkor a galaktóztranszport a sejtbe azonnal megszűnik, a transzportmodellben U=0 és következményként a μmG is 0-vá válik.

A galaktóz transzportját a sejtbe hordozós transzporttal (lásd a könnyített diffúzió modelljét a 2.10. alfejezetben) modellezzük. A galaktóztranszport fehérjekötő helyeinek maximális koncentrációja legyen GG. Ehhez a transzportfehérjéhez kötődik az extracelluláris galaktóz, amelynek a sejtekbe történő átadási sebessége, egy Langmuir-féle adszorpciós izoterma (= Michaelis–Menten-kinetika) szerint függve a külső SG koncentrációtól, a következő transzport- egyenlettel írható le:



		(4.146)

Ebben az U egy anyagátadási koefficiens ( h-1), a SGi pedig a sejten belüli galaktózkoncentráció (µg gal/mg sz.a).

Kísérletileg kimutatták, hogy 5 mg/l glükóz jelenléte esetén a galaktózfelvétel elhanyagolható, valamint azt is, hogy a galaktózfelvétel konstitutív, és nincsen időkésés a felvételében (azaz nem genetikai, hanem enzim szinten szabályozott).

E kísérleti bizonyítás során glükózon növesztett sejteket lecentrifugáltak, és kimosták a sejtek mellől a tápoldat maradékát, majd 5 mg/l galaktóztartalmú tápoldatban inkubálták. Azt tapasztalták, hogy a galaktózfelvétel azonnal elindult. Ha viszont ugyanezekhez a sejtekhez 5 mg/l glükózt is adtak, a galaktózfelvétel nem indult el.



Magát a galaktozidáz termelést a jól ismert Jacob–Monod-féle operonmodell felhasználásával írjuk le. A galaktóz távollétében egy R represszor kapcsolódik a génhez, és inhibeálja a mRNS-szintézist. Amikor galaktóz van jelen a sejtben, az kapcsolódik a represszorhoz (RSGi), és így nem képes az operonhoz kötődni, azaz az enzimszintézis elkezdődhet. Ezt a (nem azonosított) intracelluláris represszort a gomba állandó k2 sebességgel termeli, ugyanakkor egy elsőrendű reakció szerint bomlik is k3R  sebességgel, illetve reverzibilisen kapcsolódik a galaktózzal, illetve szétválik a galaktóztól. A reá vonatkozó mérlegegyenlet tehát a következő, X-szel megszorozva:



		(4.147)

A represszornak a DNS-transzkripcióra és így a mRNS-termelésre gyakorolt hatását a következőképpen írhatjuk le:

A mRNS szintézise a szabad represszor koncentrációjától függ. Amikor galaktóz van jelen, a represszor hozzákötődik, így a szabad represszor koncentrációja csökken, és így nem tudja megakadályozni a mRNS- szintézist. A mRNS-szintézis sebességét arányosnak tételezzük fel a represszor koncentrációjának egy maximális értéktől (Rmax) való eltérésével. Ugyanakkor a mRNS bomlik is k7 sebességi állandóval jellemezhető elsőrendű reakcióban. Így az anyagmérleg a mRNS-re (szintén X-szel szorozva):



		(4.148)

Végül az enzimtermelés sebessége értelemszerűen a mRNS aktuális szintjével arányos:



		(4.149)

Az alapvető modellegyenletek felírása után most megszerkeszthetjük az egész rendszerre vonatkozó mérlegegyenleteket. Használjuk a glükózra és a galaktózra vonatkozó eredő hozamokat, azaz: az YD és YG értékeket.

A belső galaktózra vonatkozó teljes derivált (hiszen mind SGi, mind X változók)



	,	(4.150)

továbbá:



		(4.151)

Ez az egyenlet a növekedés Monod szerinti leírása glükóz vagy galaktóz limitáló szubsztrát esetére, míg a szubsztrátok fogyását az alábbi egyenletek adják meg:





	 és ,	(4.152)



ahol 	.

A belső galaktózkoncentráció változására vonatkozó egyenlet



	,	(4.153)



ahol	.



		(4.154)



	,	(4.155)

ahol ha R ≥ Rmax , akkor R= Rmax .



Továbbá igazak az alábbiak:



		(4.156)



		(4.157)

(A (4.154–4.157) egyenletek a teljes deriváltakból kaphatók meg.)



Imanaka a kinetikai paramétereket szakaszos és steady state folytonos tenyészeteket felhasználva határozta meg, az intracelluláris paramétereket becsléssel, a hozamokat pedig kísérlettel állapította meg.

A modell jól írja le a galaktózfelvételnek a glükóz által történő katabolit represszióját, és az 
α-galaktozidáz lassú növekedését miután a glükóz elfogyott, és a galaktóz sejtekbe irányuló transzportja elindult. A modell lényege a Jacob–Monod-operonmodellnek a termékképzési kinetika leírására történő egyszerű felhasználása.

4.4.4.5. 	A pékélesztő növekedésének strukturális anyagcsermodellje

A Saccharomyces cerevisiae-t (a pékélesztőt)  ipari körülmények között, aerob körülmények mellett tenyésztik, szemben az anaerob módon végrehajtott alkoholos fermentációjával. E gomba tehát mindkét körülmények között anyagcserére képes. Az alábbi modell[footnoteRef:58] figyelembe veszi, hogy ez az élesztőgomba speciális anyagcsere-lehetőséggel rendelkezik. A Saccharomyces cerevisiae mind az aerob respirációs metabolikus úton (glükóz → CO2  + sejttömeg), mind az anaerob fermentációs metabolikus úton (glükóz → etanol + CO2  + sejttömeg) képes a növekedéséhez és fenntartásához szükséges kémiai energia megtermelésére. [58:  A modellt H. W. Blanch, D. S. Clark: Biochemical Engineering, Marcel Dekker, NY 1996 pp 231–236 alapján ismertetjük.] 


Kis növekedési sebességek esetén az anyagcsere teljesen oxidatív (aerob), azaz a respirációs hányados 1 és az eredő hozam Yx/s közel 0,5 g sejt/g glükóz. Ez a helyzet egészen egy kritikus fajlagos növekedési sebesség eléréséig, amely felett az anyagcsere egyre inkább anaerobbá válik. Ezen fermentatív anyagcsere során az eredő hozam csökken, és a fajlagos szén-dioxid képződési sebesség, valamint az etanolképződés sebessége növekszik. A kritikus fajlagos növekedési sebesség kissé magasabb, mint az etanolon mérhető µmax. A respirációról a fermentációra történő átállás az enzimkészletben is jellemző változást okoz: a tipikus respirációs enzimek, például az izocitrát liáz, a malát dehidrogenáz és a citokrómok repressziót szenvednek nagyobb fajlagos növekedési sebességeknél, és a glikolízis válik a fő energiaszolgáltató anyagcsereúttá. Kis növekedési sebességeknél viszont a glikolízis enzimei találhatóak kicsiny szinten.

Amint a fajlagos növekedési sebesség növekszik, a sarjadzó élesztők százalékos aránya közel lineárisan nő. Ezt a lineáris összefüggést, valamint az átlagos generációs időt használva (tg=ln2/µ) a sarjadzási periódus hosszát ki lehet számítani. Kicsi a változás a sarjadzás hosszában a különböző növekedési sebességek esetében. Kis fajlagos növekedési sebességnél a generácis  idő nagyobb a sejtosztódást követő gapfázis meghosszabodása miatt (poszt mitotikus gap avagy G1 fázis). Így a teljes sejtszaporodási ciklust tekintetbe véve az összes fázis hossza állandó, azaz a DNS replikációé, ami az S fázis; a mitózisé, ami a G2 fázis; és a sejtosztódásé, ami az M fázis; és csak a G1 fázis időtartama változó. E fázis alatt a sejtbe szubsztrátfelvétel és akkumuláció történik, tartalék szénhidrátok (trehalóz, glikogén) szintetizálódnak és raktározódnak el, és majd a többi fázisban az energiaforrás szerepét betöltve fogynak el.

[image: 4-39-ábra-Crabtree-effektus.jpg]

[bookmark: _Toc334777922]4.39. ábra: A cukorkoncentráció hatása az élesztő-anyagcserére (Crabtree effektus)

A vizsgált modell a sejtciklusnak ezen a két fő állomásra bontásán alapszik. G1 fázisnak a hossza a limitáló szubsztrát hozzáférhetőségétől függ, míg a G2, M és S fázisok összegét a szubsztrát koncentrációjától függetlennek tételezzük fel. A sejttömeg tehát lényegében két részből áll, a modell két kompartmentes: A tömeg, amely a szubsztrát felvételét és az energiatermelést végzi, és B sejttömeg, amely a reprodukcióért és az osztódásért felelős. Ebben ez a modell megegyezik a Williams-modellel (4.4.4.2. alfejezet). A B tömeg állandó sebességgel konvertálódik A-vá, és az A tömeg pedig felveszi a szubsztrátot és termeli a B tömeget, mégpedig időben változó sebességgel.

A respirációs enzimeknek a glükóz általi represszióját (a Crabtree-effektust) eredetileg a glükóz katabolit repressziójaként magyarázták. Ma már bizonyított, hogy a nagy katabolikus fluxus a direkt oka a respiráció inhibíciójának, és a glükózkoncentráció csak másodlagos szerepet tölt be. A modell tehát azt tételezi fel, hogy mind a glikolízis, mind a respiráció az A kompartment tevékenysége, és ez szolgáltatja az energiát a növekedéshez. A reakciók sémája és sebességeik a következők:





Az alkoholos fermentáció sebessége:



		(4.158)

A respiráció sebessége:



		(4.159)

A a sarjadzás sebessége:



		(4.160)

(4.158–4.160) egyenletekben A + B = X , azaz a teljes sejttömeg, és E az etanol koncentrációja.



A sarjadzás (B → A) tehát állandó sebességel történik, míg a respiráció és a fermentáció MONOD- kinetikát követ. Valamennyi alkotóra felírhatóak az anyagmérleg-egyenletek (ezek a modell konstitutív egyenletei) a következőképpen (és az egyszerűség kedvéért csak szakaszos tenyésztésre):



		(4-161–4.164)

A konstansok itt is becsültek, illetve részben kísérleti eredményeken alapulnak, azaz mért adatokhoz illesztésből származnak.

A hozam az alkoholos fermentációra:





A hozam az aerob respirációra:





Így a sztöhiometriai együtthatók, amelyek e hozamok reciprokai, a1 = 6,67 és a3 = 2,22.

Az etanoltermelés sztöchiometriájából pedig a2  =2,80.

Néhány fajlagos sebesség a következőképpen számítható ki:

Fajlagos szubsztrátfogyasztási sebesség:



		(4.165)

Specifikus etanol-termékképződési sebesség:



		(4.166)

Specifikus növekedési sebesség:



		(4.167)

Fajlagos légzési sebesség:



		(4.168)

Az  a sztöchiometriából kapható meg: respirációnál az etanol teljes oxidációja CO2-dá 3 mol oxigént igényel, minden két mol CO2-képződés mellett e szerint a sztöhiometriai egyenlet szerint:

CH3CH2OH + 3O2 2CO2 + 3H2O.

Az élesztő elemi összetétele alapján pedig 1,53 g oxigénre van szükség 1 g új sejttömeghez, így  =1,53/32=0,048. Ennek alapján a fajlagos légzési sebesség számítható:





	qO2 mol/g*óra= (1,53/32)=0,048	(4.169)

A fajlagos  CO2-termelési sebesség, azaz qCO2, a C-mérlegből kapható meg:

	CO2 széntartalom = GLÜKÓZszéntartalom - ETANOLszéntartalom – SEJTszéntartalom	(4.170)

Ezt az anyagmérleget természetesen a fajlagos sebességekre is felírhatjuk (emlékezzünk a sztöhiometriánál tanultakra: statikus egyenletek együtthatói a sebességi kifejezésekben is alkalmazhatóak)

	qCO2mol/g*óra= ( 0,4qS–0,52qE–0,48)/12	(4.171)

A modell többi állandóját a modellnek a kísérleti eredményekhez történt illesztéséből  kapták[footnoteRef:59]. Ezek a  következők: [59:  Bijkerk A. H. and R. J. Hall: Biotechnol.Bioeng 19, 267 (1977)] 


	k1 = 5,5 h-1	a1 = 6,67

	K = 0,51  h-1	a2 = 2,8

	k2 = 0,3 h-1	a3 = 2,22

	KS = 0,5 g/l	KE = 0,02 g/l



Ez az egyszerű strukturális modell igen jól leírja a Saccharomyces cerevisiae szén- és energia- metabolizmusát. A kétkompartmentes modell értelmében kis µ értékeknél a fajlagos S-felvételi sebesség kicsi, és az A-hányad, ami ezt a tevékenységet végre tudja hajtani, nagy. A sejtekbe irányuló S-fluxus alacsony, és így a sejtek a lassabb, de sokkal hatékonyabb respirációs anyagcsereúton termelik energiájukat. Ellenkező esetben, ha a µ nagy, akkor a sejtekbe irányuló (A-tömegen keresztül történő) szubsztrátfluxus két okból is növekedik: a sejtenkénti katabolizmus sebessége nő, és az A-tömeg csökken. A megnövekedett fluxus következtében a respirációs út telítetté válik egy a k2 áltak meghatározott µ-nél. Ekkor a glikolízis sebessége nő. (Ez a Crabtree-effektus modell szerinti értelmezése.)

Amikor a glikolízises anyagcsereút telítetté válik, a glükózra vonatkozó µmax-ot érjük el. Így szakaszos tenyészetben azt látjuk, hogy a kezdeti, glikolízis támogatta gyors katabolikus fluxus nagy fajlagos növekedési sebességet és kis A-tömeg-hányadot eredményez egy csökkent respirációs aktivitással. Etanol akkumulálódik, és végül, ha a glükóz elfogyott, a tenyészet áttér a respirációra, és a képződött etanolt asszimilálja. A respirációkor elegendő alacsonyabb katabolizmus az A-tömeg növekedését idézi elő, és így jelentkezik egy adaptáció, és utána egy második növekedési fázis nagyobb A-tömeggel és a kisebb szükséges katabolikus fluxussal. A modell a 4.40. ábrán látható módon világosan megkülönbözteti a glükózon, illetve az azt követő alkoholon történő növekedést (diauxia), és a két különálló fázist a respirációs hányados drámai változása is hűen mutatja.

[image: 4-40-ábra-szakaszos élesztő.jpg]

[bookmark: _Toc334777923]4.40. ábra: Szakaszos élesztő-fermentáció glükózon: diauxiás növekedés

4.4.5. 	Folytonos fermentációs rendszerek és modellezésük

4.4.5.1. 	Kemosztát elvű folytonos fermentáció

A folytonos fermentációs rendszerek közül legismertebb és leginkább alkalmazott rendszer a kemosztát, ennek a kutatáson, tehát elméleti jelentőségén túl, gyakorlati felhasználása is jelentős, elsősorban a nagyipari sejttömegtenyésztések, alkoholos fermentációk és a biológiai szennyvíztisztítás esetében.

A kemosztát elnevezés azt jelenti, hogy olyan rendszerről van szó, amelyet a mikrobapopuláció állandósult állapota jellemez, s ezt az állandósult állapotot (mint látni fogjuk: korlátozottan kiegyensúlyozott növekedést) a környezet fizikai paramétereinek állandóságán túl a kémiai környezeti paraméterek állandósága határozza meg.

A kemosztátot lényegében egyidejűleg 1950-ben vezette be a kutatási gyakorlatba Monod, illetve Novick és Szilárd. Utóbbiak „eredeti kemosztát” berendezése egy levegőztetett üvegkészülék volt, amelynek rajzát a 4.41. ábrán láthatjuk[footnoteRef:60]. [60:  Novick A., Szilárd L.: Science 111, Dec 15 (1950) reprintjéből.] 


Saját kezelésünk megkönnyítése érdekében tekintsük a 4.42. ábrán vázolt legegyszerűbb felépítésű folytonos fermentációs rendszer kísérleti összeállítását, és kíséreljük meg e folytonos rendszer matematikai leírását. Az ábra szerint a tökéletesen kevert (CSTR) reaktorban kezelt fermentlé térfogata állandó (V), amely csak úgy tartható fenn, ha mind a friss tápoldat betáplálási sebessége, mind a leerjedt fermentlé elvételi sebessége állandó és azonos (f).

[image: 4-41-ábra-Eredetikemosztát.JPG]

[bookmark: _Toc334777924]4.41. ábra: Novick és Szilárd „eredeti kemosztát”-ja

[image: 4-42-ábra-kemosztát]

[bookmark: _Toc334777925]4.42. ábra: Kemosztát folytonos (egylépcsős, homogén, nyílt) rendszer sematikus felépítése

Rendszerünkre felírhatjuk az anyagmérleg-egyenletet mind a sejttömegre, mind a tápoldat szubsztrátjaira:

Anyagmérleg a sejttömegre:



		(4.172)

Anyagmérleg az i-edik szubsztrátra:	



		(4.173)

Bevezetve a hígítási sebesség fogalmát, amely definíciószerűen D=f/V, és áttérve arra az esetre, amikor a szubsztrátok közül egyetlen, a limitáló szubsztrát határozza meg a növekedési viszonyokat, azaz a többi tápanyagkomponens elegendően nagy feleslegben van, valamint feltéve, hogy a növekedés és a limitáló szubsztrát fogyása leírható a Monod-modellel[footnoteRef:61], akkor írhatjuk, hogy [61:  Ez nagyon fontos feltétel; más modell érvényessége esetén más eredményeket kapunk.] 




		(4.174)



	.	(4.175)

Állandósult állapotban valamennyi, a rendszert jellemző paraméter állandó lesz, azaz pl.



,



amelyből következik, hogy =D. Az ebben az állandósult állapotban (steady state) kialakuló mikroba- és limitálószubsztrát-koncentrációt megkaphatjuk, ha a  Monod-összefüggést egyenlővé tesszük a hígítási sebességgel, és belőle kifejezzük S-t:



		(4.176)

A (4.175) összefüggésből, ismét az állandósult állapot feltételéből (4.177)-et nyerjük,



	,	(4.177)

amelyből viszont az állandósult állapotbéli mikrobakoncentráció fejezhető ki:



	.	(4.178)

Ezt az állandósult állapotú folytonos fermentációs rendszert kemosztátnak nevezzük, ami azt jelenti, hogy a betáplált friss tápoldat összetétele, amelyet itt a limitáló szubsztrát S0 koncentrációjával jellemeztünk, valamint a rendszert reguláló másik pararméter, a hígítási sebesség (ami természetesen két újabb kontrollváltozót jelent, mégpedig a reaktortérfogatot és a betáp térfogatáramát), egyértelműen meghatározza állandósult állapotban a mikroba környezetét. Ez a környezet állandó lesz (=kemosztát), és mikroorganizmusunk ennek a környezetnek megfelelő fajlagos növekedési sebességgel fog szaporodni.



Milyen maximális hígítási sebesség érhető el egy kemosztát rendszerben?

Monod szerint  max -szal,  ha SKS,  illetve esetünkben, ha S = S0. Ekkor



		(4.179)

fajlagos növekedési sebesség jellemzi a rendszert. 



Ugyanakkor azonban (4.178) alapján  lesz, azaz a rendszerből valamennyi sejt kimosódik. Következésképpen a kemosztát rendszer csak  Dmax(S0 /(S0+KS) hígítási sebességek esetén hozhat létre stabil állandósult állapotot nullánál nagyobb kimenő mikrobakoncentráció mellett. A zárójelben lévő kifejezés nem minden esetben közel egy, azaz a fenti feltétel szigorúbb, mint amit rendszerint megemlíteni szoktak, azaz, hogy Dmax legyen.

Vegyük észre, hogy ez a gondolatmenet egyszersmind azt jelenti, hogy a kemosztát rendszer mindig szubsztrátlimitben működik, azaz korlátozottan kiegyensúlyozott növekedés jellemzi ( mindig kisebb, mint az azonos körülmények között szakaszos fermentációban, az exponenciális növekedést jellemző max).

A kemosztát folytonos fermentációt jellemzi a szakaszos fermentációnál nagyobb produktivitása. A produktivitás az egységnyi térfogatú fermentléből időegység alatt kapható sejttömeg mennyiségét jelenti, célszerűen szárazanyag-koncentrációban kifejezve, kemosztátunkra ez



	.	(4.180)

Vizsgáljuk meg, hogy mekkora lehet maximálisan egy kemosztát folytonos fermentációs rendszer produktivitása. Ehhez tekintsük az előbbi (4.180) egyenletet, amelybe (4.178) behelyettesítésével az alábbi összefüggést nyerjük:	



		(4.181)

Ez a függvény D-től függ, azaz a maximális produktivitást olyan hígítási sebességnél fogjuk elérni, ahol teljesül, hogy a D szerinti deriváltja zérus, azaz



	.	(4.182)

Könnyen levezethető, hogy ekkor az a hígítási sebesség, amely a maximális produktivitást eredményezi, a következő:



		(4.183)

Az ehhez tartozó kimenő mikrobakoncentráció pedig	



	.	(4.184)

A kemosztát maximális produktivitása tehát e kettő szorzata, azaz



		(4.185)

Ha S0KS, akkor a (4.185) a JmaxY.max.S0 kifejezéssé egyszerűsödik, amely tehát megadja a kemosztát maximális produktivitását. Ez nyilván olyan elméleti maximum, ami tájékoztat ugyan lehetőségeinkről, de a gyakorlatban nem valósítható meg, mivel ilyen produktivitással (lásd 4.43. ábrát) stabilitási problémák miatt nem lehetséges a gyakorlatban kemosztátot üzemeltetni. Az ábrából láthatóan ugyanis a D/x görbe maximuma igen közel esik a Dkritikus ~ max értékhez, vagyis a kritikus hígítási sebességhez, ahol pl. a tápoldatpumpa, illetve lefejtőrendszer valamilyen hibája folytán fellépő D-ingadozás nagyon könnyen a mikrobasejtek kimosódásához vezethet. A valóságban gyakran ennél is rosszabb a helyzet, mert  S0KS nem minden esetben teljesül, és akkor a max-nál esetenként már jóval kisebb hígítási sebességeknél is kimosódik a rendszer.

[image: 4-43-ábra-kemosztát-D.JPG]

[bookmark: _Toc334777926]4.43. ábra: Kemosztát rendszer jellemzőinek függése a hígítási sebességtől

[image: 4-44-ábra-kemosztát-S0]

[bookmark: _Toc334777927]4.44. ábra: Kemosztát rendszer jellemzőinek függése a betáp limitálószubsztrát-koncentrációjától

Az állandósult állapotnak a hígítási sebességtől való függését esetében összefoglalóan a 4.43. ábrán tüntettük fel, amit Herbert és munkatársai klasszikus kemosztátos publikációjából vettünk át a szerzők iránti tiszteletből.[footnoteRef:62] Az ábrán jól látszik, hogy egy nagyon széles hígítási sebesség tartományban a bioreaktorból távozó fermentlé mikrobakoncentrációja alig változik, és ennek megfelelően annak szubsztrát- koncentrációja is alig változik, és igen alacsony szinten van. Az ugyancsak Herbert eredeti cikkéből vett következő ábrán pedig azt láthatjuk, hogy míg értelemszerűen az elfolyó lé mikroba- koncentrációja erősen függ a limitáló szubsztrát bemenő koncentrációjától, addig a kimenő egyáltalán nem függ attól. Ezen érdemes kissé elgondolkodni, mert például ez azt is jelenti, hogy kemosztátban nem érvényesülhet szubsztrátinhibíció, akármekkora ugyanis a bemenő tápoldat szubsztrátkoncentrációja, a reaktorban azonnal egy kicsiny értékre esik le. [62:  Herbert D., Elsworth, R., Telling R. C. (1956): The Continuous Culture of Bacteria; a Theoretical and Experimental Study J . Gen. Microbiol. 14, 601–622.] 




[bookmark: _4.4.5.1.1.__A]4.4.5.1.1. 	A kemosztát rendszer tranziens viselkedése, a tartózkodási idő



A fejezet eddigi részében a kemosztát folytonos fementáció állandósult állapotával foglalkoztunk. Valóban az állandósult állapot megléte az a legfontosabb jellemzője a rendszernek, amely drámai módon megkülönbözteti az időben folytonosan változó szakaszos rendszertől, utóbbi ugyanis (az exponenciális szakasz kivételével, ahol a mikroba viselkedése indiferens a S-koncentrációra) tipikusan tranziens viselkedésű folyamat.

A kemosztát esetén is van azonban tranziens, nem állandósult állapotú viselkedés:

· a folytonos fermentáció indításakor, tehát amikor a szakaszos rendszerről folytonosra térünk át. Hangsúlyozzuk, hogy minden folytonos fermentáció szakaszosként indul.

· bármiféle ugrás vagy impulzuszavarás után, tehát ha megváltoztatjuk a kontrollváltozókat, pl a hígítási sebességet, a betáplált szubsztrát(ok) koncentrációját, a rendszer hőmérsékletét, pH-ját és így tovább.

Ezen átmeneti állapotok tanulmányozása két szempontból is fontos:

· a tranziens viselkedés megismerése a rendszer stabilitására adhat felvilágosítást, ugyanis véletlenszerű változások (pl. az adagolási sebességben, pumpakimaradás, levegőkimaradás stb.) is érhetik a rendszert, illetve

· a fermentációs rendszer kinetikai viselkedése tanulmányozásának egyik gyümölcsöző módszere éppen a tranziensek matematikai modellezése.

A MONOD-modell szerinti leírásból egyértelmű, hogy a kemosztát rendszer önszabályozó. Függetlenül attól, hogy a hanyatló fázis milyen  x, S  koncentrációjánál térünk át a folytonos tenyésztésre, a beállított hígítási sebesség fogja meghatározni, hogy milyen állandósult állapot áll be, feltéve, hogy DDkritikus (lásd a 4.45. ábrát és a 4.7. animációt!). Felmerülhet a kérdés, honnan tudhatjuk, hogy milyen hígítási sebesség választható. Ezt csak akor tudhatjuk biztosan, ha ismerjük mikrobánk adott körülmények között érvényes kinetikai állandóit (max), vagy ha grafikus módszerrel tervezzük folytonos rendszerünket.

[image: 4-45-ábra-kemosztát-indítás]

[bookmark: _Toc334777928]4.45. ábra: A folytonos fermentációs rendszer mindig szakaszos rendszerként indul





[bookmark: _Toc334778079]4.7. animáció: Folytonos rendszer indítása

De vajon minden esetben egy határozott állandósult állapotot kapunk? Ha a fermentációs rendszer adekvát módon leírható a Monod-modellel, akkor igen, a kemosztát monostabil rendszernek bizonyul, egy tranziens után mindig ugyanaz a =D meghatározta [image: ]-koncentrációval jellemezhető állandósult állapot áll be, amint a 4.46. ábra ún. fázissík diagramján láthatjuk. Ennek az az oka, hogy egy adott fajlagos növekedési sebességhez csupán egy adott szubsztrátkoncentráció tartozik. Ekkor bármilyen módon zavarjuk is meg a rendszert, azaz mozdítjuk ki az állandósult állapotából, ugyanabba az állandósult állapotba fog visszatérni. Hogy milyen úton, azaz milyen tranziens mentén valósul meg ez a visszatérés, ez a kitérés helyétől függ. Ezen tranziensek rendkívül érdekes viselkedést mutathatnak – az ábrán követhető módon – például lehet az, hogy egy adott pontból az elérendő állandósult állapotot úgy közelíti meg a rendszer, hogy az út mentén nő vagy csökken, illetve akár irányt is válthat az adott X vagy S paraméter változása.

[image: 4-46-ábra-monostabil-kemosztát]

[bookmark: _Toc334777929]4.46. ábra: Monostabil kemosztát

Ha azonban eltérő kinetika jellemzi rendszerünket, nem feltétlenül egy stabil állandósult állapot lehet, sőt elképzelhető, hogy a rendszer instabil lesz (pl. két szélső érték között oszcillálni fog). Így például, ha szubsztrátinhibíció lép fel, akkor egy =D érték két S-koncentrációnál is lehetséges, azaz a rendszer oszcillálhat. A két stabil állandósult állapotra (amelyek közül az egyik a kimosódást jelenti) jellemző fázisdiagramot a 4.47. ábrán mutatjuk be.

A környezeti paraméterek ugrásszerű, impulzusszerű vagy éppen periódikus változása vagy változtatása okozta tranziensek matematikai leírása meglehetősen bonyolult, e jegyzet kereteit mindenképpen meghaladja, ugyanígy nem feladatunk itt az állandósult állapotok stabilitását vizsgálni.[footnoteRef:63]  [63:  A stabilitásvizsgálathoz jó megközelítést találhatunk pl. Blanch–Clark (1996): Biochemical Engineering, Marcel Dekker, N. Y., Basel, Hong Kong című könyvében.] 




[image: 4-47-ábra-többszörös állandósult állapot.jpg]

[bookmark: a_4_47][bookmark: _Toc334777930]4.47.ábra: Többszörös állandósult állapot (szubsztrátinhibíció)

Azt a kérdést azonban meg kell vizsgálnunk, hogy egy környezeti paraméterben bekövetkezett változás után mennyi ideig kell várnunk, amíg az új állandósult állapotot (ha van) jellemző paramétereket mérhetjük.

A kemosztát elvű folytonos fermentációs rendszer leírásakor feltételeztük, hogy reaktorunk tökéletesen kevert, így mind időben, mind térben mindenütt homogén, koncentrációgradiensek nem alakulnak ki a reaktorban. A rendszerből vett mintát jellemző koncentrációk (x, S...) ugyanazok, mint az elfolyó lé jellemző koncentrációi. Ugyanakkor, ha egy a rendszerbe bekerülő elemi folyadékrészecske sorsát követjük, könnyű belátni, hogy egy eloszlásfüggvénnyel lesz jellemezhető a tartózkodási idő.

Tekintsük a rendszer valamely anyagának koncentrációját zéró megfigyelési időpontban m0-nak, valamint t időpontban m-nek. Ekkor az adott anyagnak dm-nyi koncentrációja (azaz egységnyi térfogatban lévő mennyisége) távozik a rendszerből a kicsiny t, ill. t + dt időpontok  között (azaz éppen dt idő alatt):



		(4.186)

Ennek a dm-nyi anyagnak tehát t és t+dt közötti értékű a tartózkodási ideje. Viszonyítsuk ezt a mennyiséget az induló koncentrációra, vagyis nézzük meg, hogy az eredetileg jelen levő anyagnak milyen tört része távozik a rendszerből (ugyanezen kicsiny dt idő alatt) a  t és t + dt időpontok között. Legyen ez a dF definíciószerűen:



		(4.187)

A dF tehát a t és t + dt közé eső tartózkodási idejű anyaghányad. A (4.186) és (4.187) egyenletek egyesítésével:



		(4.188)

Ebből m-et kiküszöbölhetjük, ha a (4.186) egyenletet integráljuk, ugyanis 



	,	(4.189)

illetve



	.	(4.190)

Utóbbi eredményt (4.188)-ba helyettesítve megkapjuk a



	,	(4.191)

illetve az



		(4.192)

függvényt, amely a folytonos fermentációs rendszert (CSTR) jellemző tartózkodásiidő eloszlás sűrűségfüggvénye. Így a rendszerben lévő eredeti anyagmennyiségnek az a hányada,  amelynek tartózkodási ideje t1 és t2 közé esik, az alábbi  lesz: 



		(4.193)



ahol  a tartózkodásiidő eloszlásfüggvénye. Ugyanígy a 0 és t időpont közötti tartózkodási idejű anyaghányadot akkor kapjuk meg, ha az E(t) sűrűség függvényt 0 és t között integráljuk:



		(4.194)

Hasonlóan a t és   időpontok között a rendszerben tartózkodó anyaghányad



	,	(4.195)

és végül, értelemszerűen 0-tól   ideig a teljes anyagmennyiség kikerül a rendszerből, tehát:



		(4.196)

Mit jelentenek a fentiek folytonos fermentációs rendszerünk esetében? Tekintsünk példaként egy olyan kemosztát rendszert, ahol  a hígítási sebesség D= 0,2 h-1, azaz az átlagos tartózkodási idő 5 óra.

A 4.17. táblázat és a 4.48. ábra szemlélteti a térfogatcserék függvényében ezt az esetet. Ennek megfelelően, ha egy folytonos rendszeren valamilyen zavarást végzünk, például megváltoztatjuk valamely tápanyag bemenő koncentrációját, legalább 3-4 térfogatcserét (t·D = t/tátlagos = ) kell megvárnunk, hogyha a rendszernek a változtatásra adott válaszára, új állandósult állapotára vagyunk kíváncsiak.

[bookmark: _Toc334778147]4.17. táblázat: Térfogatcserék hatása a folytonos kemosztát fermentációra 
(a tartózkodás idő eloszlásának értelmezése)

		Térfogatcsere

		1-F*

		F**



		Dt=0,2 h-1.  5 h =1 

		0,367

		0,633



		    =0,2 h-1.10 h =2

		0,135

		0,865



		    =0,2 h-1.15 h =3

		0,05

		0,950



		    =0,2 h-1.20 h =4

		0,015

		0,985





*térfogatrész még nem cserélődött ki

**térfogatrész már eltávozott a rendszerből

[image: 4-48-ábra-térfogatcserék.jpg]

[bookmark: a_4_48][bookmark: _Toc334777931]4.48. ábra: A térfogatcserék hatása az eredeti anyagmennyiség reaktorban maradó hányadára

4.4.5.1.2. 	A szakaszos és folytonos rendszer összehasonlítása



Egy fermentációs rendszer megítélésekor általában három fő paramétert kell megvizsgálni: az eredő hozamot, a termékkoncentrációt és az eredő produktivitást. Sejttömegtermelés esetén  az eredő hozam és a produktivitás kiemelten fontos. Érdemes utóbbit tüzetesebben megvizsgálnunk a folytonos fermentációval kapcsolatban, mert így szembeötlő lesz a folytonos rendszer kedvezőbb volta a szakaszossal szemben sejttömegtermelés esetén.

A 4.49. ábra segítségével nézzük meg először egy szakaszosan működő fermentor működési ciklusait!

Egy szakaszos reaktor működése során több ismétlődő ciklust kell figyelembe venni:

t1: az előző fermentáció „vágásának” (fermentlé lefejtése a szakaszos fermentáció végén), a fermentor mosásának, a táptalaj elkészítésének és sterilezésének ideje,

t2: lag és a gyorsuló növekedés szakaszának ideje,

tm: exponenciális fázis ideje, itt történik a legnagyobb mérvű szaporodás, ezt tekinthetjük leginkább „hasznos” időnek,

t0: hanyatló fázis ideje.



A ciklusidő tehát ezek összege, azaz , a vágáskor „learatható” sejt-tömeg ennyi összes működési idő alatt keletkezett.

[image: 4-49-ábra-szakaszosciklusok.JPG]

[bookmark: _Toc334777932]4.49. ábra: Szakaszos fermentáció működési ciklusai

Ha a tm idő alatt exponenciális növekedést tételezünk fel[footnoteRef:64], akkor [64:  Kissé „csalunk” tehát a szakaszos tenyésztés javára.] 




	,	(4.197)

vagyis a szakaszos rendszer produktivitása felírható a következőképpen, ha a teljes S0 kiindulási szubsztrát Y hozammal sejttömeggé alakul:



		(4.198)

Ezzel szemben láttuk, hogy a kemosztát maximális produktivitása közelítőleg



	.	(4.199)

A két produktivitás hányadosa



	.	(4.200)

Nézzük meg, hogy az összefüggésben szereplő paraméterek milyen szokásos tartományban mozognak.

Az xmax/x0  a legtöbb szakaszos fermentáció esetén 5–100 érték közé esik, így ln(x /xmax): 1,6–4,6. A tl „nem hasznos” előkészítési, sterilezési és vágási idő 10–20 órát igényel, míg a mikrobák generációsidő- tartományát 1–7 órára tehetjük, amely max: 0,1–0,6 értéknek felel meg. Így tlmax is  nagyobb, mint 1 (1–12 közötti a fenti számokkal). Végeredményben tehát  a vizsgált hányados  mindenképpen egynél nagyobb, azaz a a kemosztát produktivitása lényegesen nagyobb a szakaszos rendszerénél.

A 4.18. táblázat néhány összehasonlító példa adatát tartalmazza e kérdésről. Látható, hogy minél kisebb a felhasznált mikroba generációs ideje és minél nagyobb a szakaszos rendszer nem hasznos időigénye,  annál inkább előnyös kemosztát rendszert alkalmazni mikrobatömeg tenyésztése esetén, mert annál nagyobb lesz a produktivitás, az adott reaktortér kihasználtsága.

[bookmark: _Toc334778148]4.18. táblázat: Kemosztát és szakaszos fermentáció produktivitásának összehasonlítása

		Jkemosztát /J szakaszos



		tg h

		tl=10 h

		tl=20 h



		3

		7

		9



		1,5

		9

		14



		1,0

		12

		18







4.4.5.1.3. 	Eltérések az elméleti viselkedéstől



Kemosztát elvű folytonos fermentáció kísérleti megvalósításakor gyakran nem a 4.43. ábrán megadott képet nyerjük. Ennek többféle oka lehet. Amellett, hogy a görbék lefutásának eltérő volta kézenfekvő, ha a Monod-modell helyett másféle kinetikával írható le az adott mikroorganizmus viselkedése, vannak olyan okok is, amelyek mikrobiális fiziológiai (biokémiai) vagy reaktortechnikai okokra vezethetők vissza.

Néhány eltérő fermentációkép magyarázatát az alábbiakban adjuk meg (lásd a 4.50. és 4.51. ábrákat).

[image: 4-50-ábra-eltérések1]

[bookmark: _Toc334777933]4.50. ábra: Eltérések a Monod-modell jósolta viselkedéstől 1.

[image: 4-51-ábra-eltérések2.JPG]

[bookmark: _Toc334777934]4.51. ábra: Eltérések a Monod-modell jósolta viselkedéstől 2.

A 4.50. ábra első grafikonja szerint kis (<0,25 Dkritikus) hígítási sebességek esetén  kisebb a Monod- modell által jósolt elméletinél. Ez természetes, ha meggondoljuk, hogy az eredő hozam nem állandó, maga is a fajlagos növekedési sebesség függvénye (4.2.2. fejezet). A fenntartásienergia-igényt ui. (4.175) egyenlet felírásakor nem vettük figyelembe. Ha ezt megtesszük, kissé módosul az eddigiekben kialakult kép.



A		(4.174)

összefüggés igaz a sejtkoncentráció-változásra, de a szubsztrátkoncentráció változása esetén – ha S a szén- és energiaforrás is egyben – a következő összefüggést kell felírnunk:



		(4.201)





Feltételezve az állandósult állapotot,  valamint , így a következő



		(4.202)

egyenletből az állandósult állapotbeli mikrobakoncentrációt kifejezve, a következő formulát kapjuk:



	.	(4.203)

Nagy hígítási sebességek esetén m/D0, azaz a fenntartási energiaszükséglet elhanyagolhatóan kicsiny a beépülés és a növekedési energiaszükséglethez képest, ekkor 



	.	(4.204)

Kis D-k esetén viszont a nevezőben m/D jelentősen csökkentheti az eredő hozamot és így értékét is.



Ennek az ábrának a Dkritikus-hoz közeli szakaszán is eltérést tapasztalhatunk az elméletitől. Sokszor ugyanis a hozam, és így  is, kisebb az elméletinél Dkritikus-hoz közeli hígítási sebességeknél, ahol tehát igen gyors a növekedés. Ennek oka az, hogy a nagy fajlagos növekedési sebességnél a gyors intermedier anyagcsere lehetővé teszi, hogy bizonyos, nagy sebességgel képződő intermedier termékek (piruvát, acetát, alkohol stb.) kikerüljenek a sejtekből, csökkentve ezáltal a sejttömegre számított eredő hozamot, ill. a sejtkoncentrációt[footnoteRef:65]. [65:  Evvel a jelenséggel találkozhatunk a pékélesztő-fermentáció Crabtree-effektusa esetén is. Lásd 4.4.4.5. alfejezetet] 


A 4.50. ábra második grafikonja szerinti képet akkor kaphatjuk, ha nem a C-/energiaforrás jelenti a kemosztát limitáló szubsztrátját, hanem például a N-forrás vagy a kénforrás. Ekkor kisebb hígítási sebességeknél – amikor tehát a növekedés lassú – a C-/energiaforrás túlzottan nagy koncentrációban van jelen, és a mikrobáknak lehetősége van bizonyos tartaléktápanyagokat akkumulálni (poliszacharidok, lipidek, -OH-butirát). Ekkor tulajdonképpen a sejttömeg nő, a hozam nő, az egyes sejtek lesznek nagyobbak. Ha azonban a sejtszámot vagy a sejtek fehérje- vagy N-koncentrációját ábrázoljuk (szaggatott vonal), visszakapjuk az elméleti görbét.





Az ábra harmadik diagramján látszólag az előzőhöz hasonló a kép. Itt azonban más esetről beszélhetünk, ez a kép akkor fordul elő, ha a tenyészet K+, Mg++ vagy P043- limit alatt áll. Ismert, hogy mindhárom ion szorosan összefügg a nukleinsav-szintézissel. A kis hígítási sebességeknél lassan növekedő sejtek esetén az RNS- szintézis is lassú, amelyhez fenti ionok még elegendő mennyiségben állnak rendelkezésre. Ha azonban a hígítási sebesség nő, a fajlagos növekedési sebesség, tehát az  RNS-szintézis sebessége is növekszik,  amelyhez már nem elegendő a rendelkezésre álló ionszint, így ezen ionok is limitálóvá válnak és befolyásolják  és Y értékét. Ebben az esetben akkor kapnánk szabályos görbét, ha az RNS-tartalmat ábrázolnánk, amint a piros szaggatott vonal mutatja.

A 4.51. ábra első diagramja gyakran mérhető komplex, nem (jól) definiált összetételű táptalajok felhasználása esetén. A fajlagos növekedési sebesség (D) növekedésével a sejtek tápanyagigénye változik, a táptalajból hol ez, hol az a komponens is limitálóvá válhat. Azt mondhatjuk, hogy ebben az esetben nem tudjuk, melyik tápkomponens(ek) a limitáló szubsztrát(ok). Ezt a típust nemkemosztát folytonos fermentációnak nevezik.

A fentiekben bemutatott négy példája a folytonos, kemosztát elvű fermentáció anomális viselkedésének azt sugallja, hogy a folytonos fermentációknál fokozottan gondosan kell megválasztani egyrészt a limitáló szubsztrátot, másrészt megtervezni a tápoldat egyéb minőségi és mennyiségi  összetételét.





A 4.51. ábra másik diagramja egy technikai okokra visszavezethető anomális viselkedést, az ún. falnövekedést mutatja. Sok mikroorganizmus, főképp fonalas mikroba képes megtapadni a bioreaktor üveg vagy fém felületein, s ez a hosszú folytonos fermentáció alatt akár masszív lerakódó sejttömeget is jelenthet. Ráadásul a falnövekedés azt is okozhatja, hogy a képződött mikrobarétegből időről időre nagy darabok válnak le, megnövelve a szuszpendált mikrobatömeget is. Amellett, hogy ilyen esetben a folytonos technika nehézkes, pontatlan eredményeket nyerhetünk a mintavételezés során, a falnövekedés egy érdekes kinetikai eredményre is vezet. Legyen  a szuszpendált mikrobák koncentrációja bioreaktorukban,  pedig a megtapadtan növekedő sejttömeg egységnyi térfogatra vonatkoztatva. (Ez tehát szintén koncentráció dimenziójú mennyiség.) Ekkor a kemosztát mérlegegyenletek a következőképpen alakulnak állandósult állapotban:



		(4.205)

A hígítási sebesség ebből



	,	(4.206)

ami nagyobb, mint , azaz Dkritikus > max is elérhető egy falnövekedéses kemosztáttal, a rendszer nem fog kimosódni, torzul az eredetileg várt görbe, és ez a torzulás annál nagyobb, minél nagyobb a falnövekedés mértéke.



A kemosztát alapvető összefüggéseinek levezetésekor azzal a feltételezéssel éltünk, hogy az alkalmazott bioreaktor tökéletesen kevert, azaz a beáramló friss tápoldat pillanatszerűen (a valóságban az átlagos tartózkodási időnél lényegesen rövidebb idő alatt) elkeveredik a rendszerben. Néhány literes, laborléptékű bioreaktor esetén ez a feltételezés elfogadható, kivéve pl. nagyon viszkózus fermentlé, intenzív habzás vagy a sejteknek a reaktorfelületekhez történő tapadása esetén. Ha a keverés-keveredés nem tökéletes, olyan terek alakulhatnak ki a reaktorban, amelyekre a D nem jellemző: akár kisebb, akár nagyobb effektív hígítási sebesség is érvényes lehet. Így ha a beállított D közel van Dkritikus  értékéhez, lehetnek olyan reaktorterületek, amelyekre Dtényleges>Dkritikus, tehát itt „kimosódás” történhet, míg Dtényleges<Dkritikus esetén a mikroba lassabban nő, mint azt kívánjuk. Ezáltal az elméletileg várttól eltérő, de főképpen nem becsülhető eredmények alakulhatnak ki. Erről a kérdésről a 4.6.1. alfejezetben részletesebben szólunk.



4.4.5.1.4. 	A kemosztát tervezése



A (4.176) és (4.178) egyenletekben megadott állandósultállapot-összefüggések teremtik meg a kemosztát megtervezésének lehetőségét, ha ismerjük az egyenletekben szerepelő kinetikai állandókat. Ehhez szakaszos kísérletek elvégzése szükséges, ugyanolyan környezeti körülmények között (pH, hőmérséklet, tápoldat összetétel), mint a tervezett folytonos fermentáció körülményei. E kísérletekből a kinetikai konstansok meghatározhatóak.

Ha vannak szakszos eredményeink, akkor egy grafikus módszer is rendelkezésünkre áll, amelynek alapját a 4.52. ábra módszere teremti meg. A módszer lépéseit követhetjük a 4.8. animáción is.

[image: 4-52-ábra-kemosztát graftervezés]

[bookmark: _Toc334777935]4.52. ábra: Folytonos kemosztát tervezése grafikus módszerrel





[bookmark: _Toc334778080]4.8. animáció: Folytonos rendszer tervezése grafikus módszerrel

4.4.5.1.5. 	A kemosztát alkalmazásai



A kemosztát elvű folytonos fermentáció előnyei a szakaszos rendszerrel szemben összefoglalóan a következők:

– 	produktivitása nagyobb, mint a szakaszos rendszeré, állandósult állapotban a mikrobák kiegyensúlyozottan növekednek (homogén, azonos fiziológiai állapotú és azonos beltartalmú tenyészet vehető el a rendszerből),

– 	a folytonos működés és állandósult állapot jobb lehetőséget teremt a mérés- és szabályo-zástechnikai feladatok elvégzésére.

Előnyei alapján főként nagytömegű sejtelőállítás céljára érdemes felhasználni (SCP, pékélesztő, takarmányélesztő). Egy sor kutatási célú felhasználása is van. Segítségével a környezeti tényezők hatása reprodukálható körülmények között viszonylag gyorsan vizsgálható. Így az állandósult állapotok elmozdulása alapján egyfaktoros vagy kísérlettervek alapján többfaktoros offline optimálási célokra is felhasználható (tápoldat-optimálás, pH, hőmérséklet optimálás, stb.) (4.53. ábra)

[image: 4-53-ábra-kemosztát-optimálás.JPG]

[bookmark: _Toc334777936]4.53. ábra: Kemosztát felhasználása optimálásra

Az egyszerű, egylépcsős kemosztát felhasználása azonban nem minden területen lehetséges. A kemosztátban történő termékképződésre vonatkozóan még nem született átfogó elmélet, ipari elterjedése a „termékes” fermentációk esetén nem jellemző, kivéve az alkoholos erjedéseket: az ipari etanol és sör fermentációját. Várhatóan primer anyagcseretermékek esetén (ahol a termékképződés főként a növekedéshez kötött) terjedni fog, bár leírtak már – laborléptékben – szekunder metabolit (penicillin) és enzimtermelő kemosztát rendszereket is.



Az 1950-es években történt bevezetése óta az állandósult állapotú kemosztát tenyésztés előnyös volta széleskörűen beigazolódott. A modern biológiai kutatásokban is alkalmazást nyer, például felhasználják a környezet kiváltotta evolúciós események tanulmányozására, az ún. mutátor gének viselkedésének (antimikrobiális szerekkel szemben kialakuló rezisztencia) tanulmányozására. Egyáltalán a modern fiziológiai kutatásoknak egy nélkülözhetetlen eszköze lett, hiszen segítségével lehet állandó körülmények között tanulmányozni a mikrobák viselkedését. „Csak idő kérdése, hogy a különböző „-omikai” (genomika, transzkriptomika…) kutatások is felfedezzék a kemosztátban rejlő lehetőségeket”.[footnoteRef:66]A valós világ modellezésének igénye azonban az eredeti kemosztátnak a továbbfejlesztéseit is kiváltotta, mint például az egyéb „-sztátok”, amelyekről a következőkben szólunk. [66:  P. A. Hoskisson, G. Hobbs: Continuous culture – making a comeback? Microbiology (2005), 151, 3153–3159.] 


Megjegyezzük még, hogy a kemosztát folytonos fermentációs rendszer felhasználása csaknem kizárólagos a biológiai szennyvíztisztításban.

4.4.5.2. 	Egyéb speciális kemosztát alapú folytonos technikák

A kemosztát elvű folytonos fermentáció megvalósítható több lépcsőben is. Ez több kevert reaktor egymás utáni kapcsolását jelenti, s a tápoldat- és tenyészetáramlás megvalósítási módjától függően beszélhetünk:

	– egyáramú többlépcsős rendszerről (4.54. ábra),

	– többáramú többlépcsős rendszerről (4.55. ábra).

Az egyáramú rendszer hasonló grafikus módszerrel tervezhető, mint azt a 4.52. ábrán láttuk. Míg a 4.54. ábrán egy olyan háromlépcsős egyáramú rendszert szemléltettünk, amelynek reaktorai egyformák, a tervezés módszerét bemutató grafikon olyan rendszerre vonatkozik, ahol mindhárom reaktor más-más méretű. Mikor van egy ilyen változó reaktorméretekkel operáló  rendszernek létjogosultsága? Képzeljünk el egy szekunder metabolitot, amelyet termelő mikrobát az első lépcsőben nagy produktivitással (viszonylag kis reaktorban), nagy hígítási sebességgel tenyésztünk, majd átvezetjük a második lépcsőbe, amelynek reaktora jóval nagyobb, azaz a hígítási sebesség jóval kisebb lesz, mivel  f-nek azonosnak kell lennie minden lépcsőre. Ekkor a fajlagos növekedési sebesség leesik egy olyan szintre, ahol már elkezdődik a szekunder metabolit képződése. Más esetben az első lépcsőben (az előzőekhez hasonlóan) csak a sejttömeg termelésére koncentrálunk, majd a második lépcsőben egy enzimes biotranszformációt hajtatunk végre sejtjeinkkel.

Sejttömegtermelés szempontjából a 4.55. ábrán látható reaktorkapcsolás hasznosabb az előzőnél, hiszen itt a második, harmadik stb. lépcsőbe bevezetett friss tápoldat nagyobb növekedést tesz lehetővé, mint az egyáramú rendszer.

[image: 4-54-ábra-egyáramú]

[bookmark: _Toc334777937]4.54. ábra: Egyáramú többlépcsős kemosztát rendszer

[image: 4-55-ábra-többáramú]

[bookmark: _Toc334777938]4.55. ábra: Többáramú többlépcsős kemosztát rendszer

Gyakran  alkalmazott módszer (például a biológiai szennyvíztisztításban kizárólagosan) a leerjedt fermentlé sejttartalma egy részének visszatáplálása a folytonos rendszerbe. Az ilyen úgynevezett sejtvisszatartásos rendszerek azért előnyösek, mert magasabb sejtkoncentráció tartható fenn a reaktorban, és ezáltal nagyobb termelési vagy átalakítási sebesség érhető el. A 4.56. ábrán egy egylépcsős és egy háromlépcsős ilyen rendszer vázlatát láthatjuk. Az ábrán egy gravitációs ülepítőt tüntettünk fel a sejtelválasztás céljára, ami a szennyvíztisztításban általános, de természetesen egyéb megoldások, mint folytonos centrifuga, keresztáramú mikroszűrés vagy egyéb sejtelválasztási megoldások is integrálhatók a kemosztáthoz.

[image: 4-56-ábra-visszatáplál]

[bookmark: _Toc334777939]4.56. ábra: Visszatáplálásos (részleges sejtvisszatartás) kemosztát rendszerek

Az ábra bal oldalán egy olyan elrendezés látható, amelynél a reaktorból távozó fermentlé egy részét ( hányadát) visszatáplálják. A sejtszeparátorban a fermentlevet egy nagyobb és egy kisebb sejtkoncentrációjú részre választják szét. A visszatáplálás a nagyobb sejtkoncentrációjú hányadból történik. Az ábra alapján világos, hogy a teljes térfogatáram f = fh + fs, vagyis a rendszerbe és a rendszerből történő anyagáramlás egyenlő. Írjuk fel az anyagmérleget a fermentorra:



		 (4.207)

Állandósult állapotban



		(4.208)

Amelyből, ha a D=f/V hígítási sebességet felhasználjuk, a -re a következő összefüggést nyerjük:



		(4.209)

Most meg kell határoznunk, hogy mitől függ az xS/x arány. Ehhez írjunk fel anyagmérleget a sejtszeparátorra, feltételezve, hogy xh=0, azaz sejtmentes az fh anyagáram (ez cél lehet egy biológiai szennyvíztisztítóban, azaz nem engedjük, hogy a tisztított lébe sejt kerüljön):



		(4.210)

Ebből a kérdéses xs/x érték az alábbi:



		(4.211)

Ebben a rendszerben tehát, mivel C1, ezért D esetén is lehet állandósult állapot! Ez a sejt-visszacirkuláció, illetve sejtvisszatartás egyik legnagyobb előnye (ez akkor is igaz, ha nem sejtmentes az elvétel!). A sejtvisszatartásos rendszerben az állandósult állapotbeli szubsztrát koncentráció az elvett lében



		(4.212)

Végezetül megemlítjük a dialízissel egybekötött sejtvisszatartásos folytonos fermentációs rendszert, amelyet elsősorban olyan esetekben érdemes használni, amikor a szubsztrát (és/vagy termék) gátlólag hat a mikroorganizmusokra (4.57. ábra), vagyis a szubsztrátot csak bizonyos ütemben lehet adagolni, vagy a terméket folyamatosan el kell távolítani.

[image: 4-57-ábra-dialízis]

[bookmark: _Toc334777940]4.57. ábra: A dialízistenyésztés (integrált fermentációs rendszer) egy lehetséges megvalósítása

4.4.5.3. 	Egyéb folytonos fermentációs rendszerek

A kemosztát elvű nem az egyetlen lehetséges folytonos működésű fermentációs rendszer. Abból a szempontból azonban egyedi, hogy ez az egyetlen olyan folytonos tenyésztési módszer, amely önszabályozó, azaz a választott hígítási sebességen (ami természetesen magában foglalja a szintén választható hasznos térfogatot és rátáplálási sebességet is) és bemenő szubsztrátkoncentráción kívül más szabályozandó mennyiség nincs, csupán ezek a kontrollváltozói, azaz szabályozástechnikai szempontból egyszerű. Néhány kedvezőtlen tulajdonsága is van azonban, amelyek kiváltották az egyéb, folytonos rendszerek irányában történő fejlesztéseket.

Ilyenek a következők:

–	A reaktorban kicsiny a limitáló szubsztrát koncentrációja, azaz az S-változás következményei a mikrobiális fiziológiára nem tanulmányozhatók.

· Előbbiből adódóan csak μmax-nál kisebb fajlagos növekedési sebességek állíthatók be, azaz nem használható ki a mikroorganizmus maximális növekedési potenciálja.

Az első hátrány kiküszöbölésére szolgálnak a különböző úgynevezett auxosztátok vagy más elnevezéssel nutrisztátok, míg a másodikat a turbidosztát rendszer oldja meg.

A nutrisztát vagy auxosztát elnevezés a tápoldat tápanyagkomponenseire utal: ezekben a rendszerekben valamilyen szubsztrátnak a koncentrációját szabályozzuk, tartjuk állandó értéken vagy éppen változtatjuk elhatározás szerint. A 4.58. ábra szerint a fermentlé egy kis részét az 1. szivattyú juttatja az SZ-szel jelzett szűrőegységre (ami egy mikroszűrő vagy ultraszűrő, rendszerint keresztáramú felépítéssel). Ez elválasztja a sejttömeget a tiszta létől. A retentát visszajut a fermentorba, míg a szűrlet kis része az automatikus analizátorba kerül (AA), amely meghatározza a tartani kívánt szubsztrát tényleges koncentrációját. Az analizátor jele alapján a komputer szabályozó algoritmusa elkészíti a beavatkozó jeleket, amelyek a szubsztrát- és az alaptápoldat-adagoló pumpákat (pumpa2 és pumpa3) vezérlik: növelik vagy csökkentik a beadagolási sebességeket. A folytonos működést egy negyedik szivattyú (pumpa4) biztosítja, mindig annyi levet fejt le, amennyi a fermetlé térfogatának állandó értéken tartásának céljából szükséges. Láthatóan egy ilyen nutrisztát működése lényegesen bonyolultabb, mint a kemosztáté, akár ha csak a felhasználandó szivattyúk számát tekintjük is. Előnye azonban, hogy tetszőlegesen lehet megválasztani a kitüntetett szubsztrát koncentrációját a fermentlében. Sikeresen alkalmaztak ilyen rendszereket például arra, hogy a glükóz különböző szitjeinek a mikrobákra (pl a Crabtree-effektuson keresztül) gyakorolt hatását vizsgálják, illetve, hogy bizonyos xenobiotikumok mikrobák által történő lebomlását (például pentaklórfenol lebontó mikrobák esetében) a xenobiotikum koncentrációjának függvényében lehessen vizsgálni.

Speciális nutrisztát az úgynevezett pH-auxosztát. Ebben az esetben csupán a fermentlé pH-ját szabályozzák úgy, hogy számítógépes algoritmus segítségével adagolják a friss tápoldatot olyan ütemben, hogy a pH állandó értéken maradjon. Ez a rendszer tehát nagymértékben a tápoldat, illetve a fermentlé pufferkapacitásától függ. Nyilván nem minden esetben alkalmazható, csak ha direkt összefüggés van a pH és a tápoldat összetétele között, valamint a pH-változás jellegzetes a fermentáció során (pl. valamilyen sav képződik).

A nutrisztátokra, illetve auxosztátokra is jellemző az állandósult állapot, ennek a matematikai leírása azonban korántsem olyan egyszerű, mint láttuk a kemosztát esetében.

[image: 4-58-ábra-nutrisztát]

[bookmark: _Toc334777941]4.58. ábra: Nutrisztát folytonos fermentációs rendszer felépítése

Speciális fermentációs technika a turbidosztát elvű folytonos fermentáció. Tekintsük a 4.59. ábrán látható felső diagramot, amely a turbidosztát működési elvét magyarázza, valamint a 4.60. ábrát, ahol a technikai kivitel követhető. A fermentáció természetesen itt is szakaszosként indul (ez nem látható a 4.59. ábrán!). A fermentlevet egy cirkuláltató szivattyú (pumpa1) külső mérő körben átfolyó küvettán át keringteti, s így a fermentlé zavarossága (optikai denzitás) folyamatosan mérhető (elvét lásd a 4.8.1. alfejezetben).

[image: 4-59-ábra-turbidoelve]
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[image: 4-60-ábra-turbidofelépítés]
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Amikor x mikrobakoncentráció (illetve az avval arányos optikai denzitás) eléri a tetszőleges értékűre választható xmax értéket, egy automatika elindít egy szivattyút (pumpa3), amely elkezdi lefejteni a fermentlevet, ugyanakkor előzővel azonos térfogatárammal, illetve azonos mennyiségű friss tápoldat betáplálása történik (pumpa2). Így a fermentlé felhígul, a mikrobakoncentráció csökkenni kezd. Amikor eléri a szintén tetszőleges értékű, előre beállítható xmin értéket, a lefejtő és adagoló szivattyúk leállnak.

A mikrobakoncentráció újra növekedni kezd, míg xmax értékét újra el nem éri, és innentől a ciklus ismétlődni kezd. Ilyen módon tetszőlegesen szűk x tartományban tartható a rendszer (turbidosztát= =állandó optikai denzitással vezérelt folytonos fermentáció), és eléggé szűk tartományban történő megválasztása esetén tetszőlegesen megközelíthető egy valódi folytonos rendszer. A turbidosztátban a növekedési és a fajlagos növekedési sebesség könnyen mérhető, ugyanis a



		(4.213)

és



		(4.214)

összefüggések alapján a mérések időmérésre vezethetők vissza. Az idő viszont rendkívűl pontosan mérhető. Az xmax és xmin a kísérletező által beállított tetszőleges állandó értékek. A mikrobát jellemző legfontosabb kinetikai paraméter méréséhez tehát csupán a t, azaz a fűrészfogak között eltelt idő, a szivattyúk működési ideje között eltelt idő mérése szükséges.Előnye a rendszernek, hogy a x a szakaszos fermentáció mind exponenciális mind hanyatló fázisában is megválasztható.

E tenyésztési technika elsősorban kutatási célokra alkalmas. Mivel bármely növekedési szakaszban üzemeltethető, így megvalósítható benne az exponenciális szakasz minden határon túl történő meghosszabbítása (korlátozatlanul kiegyensúlyozott növekedés) is. Sikeresen alkamazható egy paraméteres vagy kísérletterv alapján történő többparaméteres offline optimálásra. Tekintsük a 4.59. ábra alsó diagramját, ahol a tápoldat valamilyen Si komponensének (vagy egyszerűen az S koncentrációjának) hatását szemléltettük. S1 adagolása esétén (kellően sok fűrészfogból) t1 jellemző időt mértük. Ha a szubsztrát koncentrációját S2-re változtattuk, a t2>t1 mért értékek jelentették a rendszer válaszát e beavatkozásra. Láthatóan ez kedvezőtlenül befolyásolta a mikrobanövekedést. Most áttérve S3 táptalajra  t3 érték adódott, s eszerint az S1S2 változás a növekedés sebességére kedvező hatású. A „lépegetést” folytatva S szempontjából az optimum megközelíthető. Az ábrán természetesen csak az elért állandósult állapotokat szemléltettük, de ne felejtsük el, hogy a változtatás hatására itt is egy tranziens szakasz jelentkezik először, az új állandósult állapot beállását a t-k statisztikai elemzésével lehet megállapítani.

Megjegyezzük, hogy e technika a folytonos zavarosságmérés követelményei miatt csak egysejtű mikrobák viszonylag híg tenyészetei és tükrös tápoldat esetén alkalmazható, amikor az optikai denzitás pontosan mérhető.

4.4.5.4.	Gradosztát fermentáció

A gradosztát fermentációs technika egy olyan többlépcsős kétáramú (és ellenáramú) folytonos rendszer, amelyben előremenő irányban egy és visszafelé menő irányban egy másik szubsztrát koncentrációja csökken a kemosztátnál látottak szerint (4.61. ábra). Az R1 tápoldattankból történik a betáplálás az első reaktorba, míg az R2 rezervoárból az utolsóba (az ábra egy ötlépcsős rendszert ábrázol). Az SZ1 szedő az ötödik lépcsőből, míg az SZ2 az elsőből kifolyó fermentlé gyűjtésére szolgál. A felépítés biztosítja, hogy két szubsztrátnak ellenirányú gradiense valósuljon meg. Az ábrán bemutatott rendszernek 11 pumpa biztosítja a működését, ebből is láthatóan nem a legökonomikusabb, és meglehetősen bonyolult rendszer. Valójában ez is kutató berendezés, amelyet R. W. LOVITT és J. W. T. WIMPENNY munkássága[footnoteRef:67] nyomán ismerünk, és elsősorban egymás mellett élő több species (pl. versengő törzsek, lásd 4.4.7. fejezet), azaz vegyes tenyészetek vizsgálatára használják. Úgy is tekinthetjük, mint két ellenkező irányban működő többlépcsős rendszer „egymásba olvasztását”. [67:  R. W. LOVITT, J. W. T. WIMPENNY (1981): The Gradostat a Bidirectional Compound Chemostat and its Application in Microbiological Research, Journal of General Microbiology  127, 261–268.] 
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4.4.6. 	Speciális fermentációs technikák

4.4.6.1. 	Rátáplálásos szakaszos (fed batch) fermentáció

A szakaszos fermentáció hanyatló fázisában valamennyi metabolikus kvóciens (fajlagos sebesség) maximális értékétől zérusig változik, s ennek oka legtöbbször a limitáló szubsztát – gyakran a 
C-/energia- forrás – elfogyása. A kemosztát folytonos fermentáció esetén ezt a hanyatló fázist célszerűen még viszonylag nagy -ve1 jellemezhetően hosszabbítjuk meg elvileg végtelen ideig úgy, hogy azonos sebességgel friss tápoldatot adagolunk és leerjedt fermentlevet veszünk el (azaz a térfogat állandó). Szintén a hanyatló fázis meghosszabbításaként értelmezhetjük a fed batch technikát, amikor állandó, változó vagy periodikus módon friss tápanyago(ka)t adagolunk a rendszerbe, de fermentléelvétel nem történik a reaktorból.

Ezt a technikát egyre elterjedtebben használják mind a fermentációs iparban, mind a kutatásban, olyan esetekben, ahol viszonylag alacsony, de állandó szintű S-koncentrációt kell fenntartani (élesztőfermentáció, glükózrepresszió, Crabtree-effektus), amikor viszonylag magas, de állandó S-koncentrációt kell alkalmazni (citromsav-fermentáció), vagy amikor a prekurzort folyamatosan adagolni kell (penicillin: fenilecetsav, triptofán: indol), akkor hasznosan alkalmazható ez a technika.

Valójában a tisztán szakaszos fermentációval napjainkban nem is igen találkozhatunk, elég, ha a már majd minden technológiánál alkalmazott pH-szabályozásra gondolunk (betáplálás van, elvétel nincs).

A fed batch technikát úgy is tekinthetjük, mint a CSTR-ben folytatott kemosztát elvű folytonos fermentációnak egy olyan speciális esetét, amelyet változó térfogat és csak betáplálás mellett hajtanak végre. A térfogatváltozás sebessége egyenlő a betáplálási sebességgel, amely lehet állandó, időfüggő, folytonos, de akár periódikus függvény is:



		(4.215)

Definiálható a hígítási sebesség is, amely most változó lesz:



		(4.216)

Ha X-szel jelöljük a rendszerben jelen lévő teljes sejttömeget, akkor a mikrobakoncentráció x = X/V, ezért a mikrobakoncentráció változási sebessége



	.	(4.217)

Tekintsük a fenti egyenlet egyszerűbben felírt változatát:



		(4.218)

Igaz továbbá, hogy



	.	(4.219)

A (4.218)  és  (4.219)  egyenlet felhasználásával a következő kifejezést nyerjük az x időbeni változására:



	,	(4.220)

ami formálisan egyenlő a kemosztátra kapott kifejezéssel. Értelme azonban más: itt a mikroba- koncentráció csökkenését nem a kimosódás, hanem_a változó (egyre csökkenő) D okozta térfogatnövekedés idézi elő. Viszonylag kis betáplálási sebesség esetén itt is ki fog alakulni egy kvázi-állandósult állapot: a hígítás okozta mikrobakoncentráció csökkenést a növekedés kompenzálja, = D.

A szubsztrátfogyásra is felírható az anyagmérleg-egyenlet: 



		(4.221)

Természetesen állandósult állapotban dS/dt is zérussal egyenlő, így kifejezhető a steady state  szubsztrát- koncentrációja, és  mikrobakoncentrációja:



		(4.222, 4.223)



A (4.222) és (4.223) egyenletek megint formálisan azonosak a kemosztát folytonos rendszerre kapott állandósult állapotot jellemző kifejezésekkel. A kifejezések szemmel láthatóan függnek D-től, de D változása igen csekély, így [image: ] gyakorlatilag állandó lesz (kvázi steady state). Az állandósult állapotot szemléletesen úgy értelmezhetjük, hogy a befolyó friss szubsztrát azonnal átalakul sejttömeggé, azaz  szintén állandó.

A teljes sejttömeg természetesen nő. Tegyük fel, hogy állandó betáplálási sebességet alkalmazunk, ekkor



	.	(4.224)

Vagyis a lineáris térfogatnövekedés miatt a sejttömeg



		(4.225)

szerint az időben lineárisan növekedik.

A fed batch fermentáció képe f = állandó betáplálási sebesség esetén a 4.62. ábrán látható. Mint minden fermentáció, ez is szakaszos módon indul, majd egy adott időpontban kezdődik el a rátáplálás. A fed batch üzemmódban történő működtetés idejét a reaktortérfogat és az alkalmazott hígítás határozza meg. Általában induláskor a Vteljes térfogatú rektort (0,5–0,6)Vteljes térfogatig töltik fel, majd a fed batch üzemmóddal (0,7–0,85)Vteljes értékig lehet felmenni.

E módszerrel tehát a növekedési ciklust mintegy meghosszabbítjuk, és így jobb reaktorkihasználtságot érhetünk el.
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[bookmark: _4.4.6.2.__Félfolytonos]4.4.6.2. 	Félfolytonos fermentáció

A félfolytonos fermentációs technika esetében a szakaszos tenyésztés adott időpontjában a tenyészetből lefejtenek egy bizonyos térfogathányadot, majd a reaktort feltöltik friss tápoldattal az eredeti térfogatra (4.63. ábra). Így szintén jobb reaktorkihasználtság és nagyobb produktivitás érhető el, mint az egyszerű szakaszos tenyésztéssel. Szemben a kemosztáttal, amely csak szubsztrátlimitben üzemelhet, félfolytonos fermentációt a szakaszos növekedés bármely szakaszában, így az exponenciális növekedés fázisában is üzemeltethetünk, hiszen xmax és xmin értéke bárhol megválasztható. Feltéve, hogy xmax és xmin  értékek a növekedési görbe exponenciális szakaszába esnek,



	,	(4.226)

ahol:  t az egyes lefejtések-adagolások között eltelt idő.

Ha a fermentlé térfogata V, és ennek  hányadát fejtjük le alkalmanként, akkor kifejezhető egy látszólagos hígítási sebesség:



		(4.227)

A félfolytonos rendszer produktivitása ennek alapján:



		(4.228)

A félfolytonos rendszer elvileg végtelen ideig fenntartható, valójában az egyes szakaszokban a mikrobákat ért kis (véletlen vagy szisztematikus) változások lassan eltorzítják az egymást követő ciklusokat, ezért néhány ciklus után célszerű új szakaszos tenyészetet indítani.

[image: 4-63-ábra-félfolytonos.jpg]

[bookmark: _Toc334777946]4.63. ábra: Félfolytonos fermentáció képe

4.4.6.3. 	Ismételt fed batch fermentáció

A rátáplálásos technika oly módon is megvalósítható, hogy kombináljuk a benne rejlő előnyöket a félfolytonos technika előnyeivel. Ugyanis ha a rátáplálásos szakasz végén a tenyészet bizonyos térfogatát lefejtjük, a rátáplálás újra indítható, és elvileg a ciklus végtelenszer ismételhető. A gyakorlatban természetesen néhányszoros ismétlést szoktak csak végrehajtani (pl. penicillin fermentációjánál).

4.4.7. 	Vegyes kultúrák, mikrobiális kölcsönhatások

A 4.19. táblázatban összefoglaltuk a mikrobiális kölcsönhatások legfontosabb típusait a közvetett kölcsönhatások vonatkozásában. Ezeket az jellemzi, hogy a kölcsönhatásban részt vevő specieszek nem érintkeznek egymással fizikailag, a hatás csak valamilyen közvetítő anyag vagy annak hiánya következtében lép fel. Ezzel szemben a 4.20. táblázatban összefoglalt kölcsönhatások direktek, a specieszek fizikai kontaktusa által érvényesülnek. A mikrobiális kölcsönhatások jelentősége az ökológiai rendszer(ek) fenntartásában, illetve a mesterségesen fenntartott kevert tenyészetek, például a biológiai szennyvízkezelés esetében nyilvánvaló.

A kölcsönhatások sokféleségéből csupán a kompetíció és a predáció eseteivel foglalkozunk részletesebben, illetve speciális esetként a plazmidtartalmú mikrobák versengését tárgyaljuk. Tudni kell, hogy az itt tárgyalt eseteknél a természetben lényegesen összetettebbek az előforduló kölcsönhatások. Az itt tárgyalt esetekben csak két kölcsönható speciesz jelenlétét tételezzük fel.

[bookmark: _Toc334778149]4.19. táblázat: Indirekt kölcsönhatások

		B hatása

A-ra

		A hatása

B-re

		Példa

		 A kölcsönhatás leírása

		    A kölcsönhatás

elnevezése



		0

		0

		 Joghurt         Streptococcus         

                     Lactobacillus

		Nincs kölcsönhatás

		NEUTRALIZMUS



		-

		-

		Kizárás (crossover), ha

μA >  μB

		Versengés

Negatív hatás a tápanyagok elvételével

		KOMPETÍCIÓ



		-

		-

		 

		Toxin/inhibitor termelésével okozott 

kölcsönös negatív hatás

		ANTAGONIZMUS



		-

		0

		Antibiotikum termelése

(inhibíció,antibiózis)

		Toxin/inhibitor termelésével okozott negatív egyoldalú hatás, 

		AMENZALIZMUS



		-

		+

		 

		Negatív hatás lízist okozó ágens 

termelésével, pozítív hatás a 

biomassza szolubilizálásával

		ECCRINOLÍZIS



		+

		0

		Kénbaktérium (aerob)

H2S               SO42-

         Desulfovibrio(anaerob)

		Stimuláló anyag termelése (+)

Inhibitor eltávoliítása (+)

		KOMMENZALIZMUS



		+

		+

		 

		l. KOMMENZALIZMUS

A és B egyidejű jelenléte nem kell

		PROTOKOOPERÁCIÓ



		+

		+

		Alga

 CO2               O2 + CH

                      Baktérium

		l. KOMMENZALIZMUS

A és B egyidejű jelenléte  kell

		MUTUALIZMUS







[bookmark: _Toc334778150]4.20. táblázat: Direkt kölcsönhatások

		B hatása

A-ra

		A hatása

B-re

		                  Példa

		  A kölcsönhatás leírása

		       A kölcsönhatás

            elnevezése



		-

		+

		Baktérium               protozoa

		B  A-val táplálkozik

		PREDÁCIÓ



		-

		+

		Baktérium             mikrofág

		A (B) parazita behatol a gazda (A) 

testébe, és annak bioanyagaival 

táplálkozik

		PARAZITIZMUS

endo-,   ekto-



		+

		+

(ESETLEG

 0)

		 Alga   +   protozoa

 Kérődző  +  bacik

		A és B fizikai kontaktusban együtt

növekednek

		SZIMBIÓZIS



		+

		-

		 

		 Térért való küzdelem

		CROWDING





4.4.7.1. 	Kompetíció

Vito Volterra[footnoteRef:68] olasz matematikus nevéhez fűződik az első olyan modell, amely egymással versengő két speciesz növekedését írja le zárt rendszerben. Ahelyett, hogy e modellel foglalkoznánk, tekintsünk egy olyan kemosztát folytonos rendszert, amelyben két egymással versengő törzs együtt tenyésztése történik. Ekkor az anyagmérlegek a két specieszre rendre a következőek: [68:  Vito Volterra (1860–1940) olasz matematikus és fizikus, aki a matematikai biológia egyik úttörője volt.] 






		(4.229)

Ha állandósult állapot létezik, az a „békés egymás mellett élés” esete. De hogyan lehetséges ez? Ha megtekintjük a -S görbéket a 4.64. ábrán, világos, hogy csak akkor lehet állandósult állapot, ha egy adott szubsztrátkoncentráció mellett a fajlagos növekedési sebességek ugyanakkorák, azaz ha a görbék metszik egymást:

[image: 4-64-ábra-békés egymásmellettélés.jpg]

[bookmark: _Toc334777947]4.64. ábra: Versengés a szubsztrátért két speciesz között

A harmadik ábrán Sc jelöli ki azt a szubsztrátkoncentrációt, amelynél egyedül lehetséges állandósult állapot, ekkor a két populáció pontosan egyenlő mértékben szaporodik. A szubsztrátra is felírhatjuk az anyagmérleget, és abból állandósult állapotban a következő összefüggések adódnak:



		(4.230)

Ha az állandósult állapotot jellemző x1-et és x2-t az ún. fázissíkon ábrázoljuk, a 4.65. ábrán látható képet nyerjük, amelynek egyenes pontjai megadják az állandósult állapotban elérhető x1, x2 értékpárokat. Láthatóan tehát S0 értéke nem befolyásolja Sc értékét, de meghatározza x1 és x2 mennyiségét. Ugyanakkor azt is látni kell, hogy végtelen számú x1-x2 értékpár kialakulhat a fázisábra pontjainak megfelelően. Hogyan lehet egy kemosztátban végtelen állandósult állapot? Úgy, hogyha az egyik x-et valamilyen állapotba mesterségesen kimozdítjuk, akkor a másik speciesz mikrobakoncentrációja is el fog mozdulni, és egy új állandósult állapot áll be.

[image: 4-65-ábra-békés stst-ek.jpg]

[bookmark: _Toc334777948]4.65. ábra: Állandósult állapotok két versengő speciesz esetében

Ha a Monod-modell érvényességét feltételezzük, összefüggéseket kaphatunk Sc-re és Dc értékére:



		(4.231)

Kétféle mikroba(csoport) versengésére fontos gyakorlati példa az eleveniszapos szennyvíztisztításnál a flokkulens, illetve fonalas populációk kiegyensúlyozott együttélése.

4.4.7.2. 	Zsákmány (préda)-ragadozó (predátor)kölcsönhatások (predáció)

Ebben az esetben az együttélő két speciesz egyike a másik bekebelezésével táplálkozik (ez a ragadozó vagy predátor), míg a másik a táplálékforrásul szolgáló speciesz, amely valamely nem élő komponensekből összetett táptalajon növekedik (utóbbi a zsákmány vagy préda).

A természetben a predáció a táplálékláncban, a szén-/energiaforrás-transzferben jelentős, a természetes  ökológiai rendszerek fenntartása, a gyorsan növekedő specieszek által a táplálékforrások kimerítésének megakadályozása nem elképzelhető a predációs történések nélkül.

Mesterséges rendszerre az eleveniszapos biológiai szennyvíztisztítás jelent példát: protozoák táplálkoznak az egyszerűbb szubsztrátokat lebontani képes baktériumokkal. Mind a természetes, mind a mesterséges ökorendszerekre az jellemző, hogy állandósult állapot ritkán alakul ki, ehelyett inkább bizonyos visszatérő ciklusosság (oszcilláció) jellemzi azokat.

A legegyszerűbb matematikai modell, amely leírja a predátor és a préda szaporodásának, illetve pusztulásának dinamikáját, Volterra és Lotka[footnoteRef:69] nevéhez fűződik. E modell szerint a zsákmány minden szubsztrát okozta korlátozás nélkül növekszik, illetve szaporodik (exponenciálisan), növekedését csak a ragadozó által okozott „fogyása” korlátozza, míg a ragadozó ez utóbbi „fogyás” sebességével arányos módon növekszik, illetve szaporodik, de ugynakkor elsőrendű kinetikát követve pusztul is. Tekintsük ezt az egyszerű kinetikát, legyen n1 a zsákmány koncentrációja, a ragadozóé pedig n2.[footnoteRef:70] A fentiek szerint [69:  Alfred James Lotka (1880–1949) amerikai matematikus, fizikus. A jólismert Lotka–Volterra-modellt a két kutató egymástól függetlenül alkotta meg.]  [70:  Itt ugyan koncentrációról beszélünk, de tekinthetjük ezeket a mennyiségeket egy adott élőhelyen létező egyedek „darabszámának” is. ] 




		(4.232)

ahol a  a ragadozó és a zsákmány közötti „ütközések” hatékonyságának mérőszáma, azaz azt méri, hogy a bekövetkező ütközések (találkozások) közül milyen gyakran kebelezi is be a ragadozó az áldozatát.

Láthatóan a ragadozó hiányában ennek a differenciálegyenletnek csak az első tagja lenne érvényes, amely a zsákmány növekedését határozza meg, és azt semmi nem korlátozná: minden határon túl exponenciálisan növekedne (lásd eredeti MONOD-modell szubsztrátlimit nélkül). A ragadozóra pedig a következő differenciálegyenlet írható fel:



	,	(4.233)

ahol  az effektív hozam, amellyel a zsákmányból, mint tápanyagból, a ragadozó testanyaga lesz. Az egyenlet első tagja a ragadozó elsőrendű halálozási sebességét írja le, ahol b a fajlagos elhullási sebesség.

A két differenciálegyenlet matematikai alakjából következik, hogy formálisan létezhet egy – egyáltalán nem triviális – állandósult állapot,  amikor  mindkét speciesz koncentrációjának változási sebessége zérus, azaz mennyiségük állandó,





	         	(4.234)

Felhasználva ezeket az állandósult állapotbeli koncentrációkat, egyszerűen dimenziómentessé tehetőek az eredeti differenciálegyenletek, ha bevezetjük a következőket, azaz a változókat állandósult állapoti koncentrációjukra normáljuk:



		(4.235)

Igy a dimenziómentes differenciálegyenletek most már a következő alakúak lesznek:



		(4.236)

Osszuk el a két egyenletet egymással és szorozzuk meg a(1-y1)/y2-vel, ekkor az alábbi szimmetrikus és integrálható differenciálegyenletet nyerjük:



		(4.237)

ahol a C integrációs állandó a kezdeti feltételektől függ. A megoldást fázissíkon ábrázolva mutatja a 4.66. ábra jobb oldala. Az oszcilláció különböző kezdeti feltételek esetén másutt-másutt valósul meg, ezt ún. „lágy oszcillációnak” nevezzük. A fókuszpont a nemreális állandósult állapotot reprezentálja.

A 4.66. ábra bal oldali diagramjai az idő függvényében ábrázolják a ragadozó és a préda koncentrációjának alakulását. Az ábrán jól érzékelhető a periódikusság, és egy cikluson belül a szabály, azaz, hogy először a préda nő, majd a ragadozó, amellyel együtt jár a prédakoncentráció csökkenése, amit viszont a ragadozó koncentrációjának csökkenése követ, s ekkor ismét nőni tud a zsákmány (és ez ismétlődik).

A 4.2. videófilmen folyamatában követhetjük nyomon lágy oszcilláció esetén a préda és a predátor koncentrációjának alakulását az idő függvényében, illetve a fázissíkon való mozgást eközben.

[image: 4-66-ábra-lágyoszcill]

[bookmark: _Toc334777949]4.66. ábra: Periodikus oszcilláció a zsákmány és a ragadozó növekedésében





[bookmark: _Toc334778097]4.2. videó: Predáció – lágy oszcilláció

Integráljuk a zsákmányra vonatkozó differenciálegyenletet egy ciklusra a következők szerint:



		(4.238)



,

azaz a periódikus görbe integrációs átlaga, függetlenül attól, hogy hogyan néz ki a görbe, mindig a nemvalódi állandósult állapotot adja meg.

Ezért a 4.66. ábrán látható trajektóriák fókuszpontja a steady state érték. Ez a gondolatmenet természetesen a másik specieszre, n1-re ugyanígy igaz.

Végezzünk el egy gondolatkísérletet: tegyünk a rendszerbe egy olyan mérget, amely mindkét specieszre letális, és hatása arányos a speciesz koncentrációjával[footnoteRef:71] (azaz elsőrendű kinetikájú az általa okozott pusztulás), ekkor a kiindulási differenciálegyenleteket ki kell egészíteni egy-egy pusztulást leíró taggal: -1n1 és -2n.  Evvel az „állandósult állapotok” értéke is megváltozik a következők szerint: [71:  Talán szemléletesebb, ha a nyúl és a róka esetét nézzük. Ha jön a vadász, aki mindkettőre lő, az eset hasonló a fent vizsgálthoz: a nyulak, tehát a préda száma nőni fog, míg a rókáké csökken.] 




	,	 (4.239)

azaz a méreg hatására érdekes módon nő a préda, és csökken a ragadozó (predátor) steady state koncentrációja, illetve a fenti integrációs átlag.

Az itt tárgyalt Lotka–Volterra-modell gyenge pontja az, hogy ragadozó távollétében exponenciálisan növekvő zsákmánykoncentrációt jósol minden határon túl, azonkívül a ragadozó nem indokolt pusztulása is nehezen magyarázható (sok minden okozhatja, de egyik sincs a modellben figyelembe véve).

Reálisabb modellt kapunk a MONOD-megközelítés felhasználásával. Tekintsünk ennek megfelelően egy kemosztátot (pl. egy eleveniszapos szennyvíztisztítót), amelyben a baktériumpréda egy szerves limitáló szubsztrát okozta szubsztrátlimitben növekedik, míg mivel a ragadozó számára a préda a limitáló szubsztrát, arra is a MONOD-modellt alkalmazzuk. (Itt nincs ragadozóhalál!) A kemosztát anyagmérleg-egyenletei ekkor:



		(4.240–4.242)

Ennek a modellnek a megoldása is periodikusságot mutat az alábbi ábrák tanúsága szerint minden paraméter tekintetében (x1, x2 és S), a fázissíkon látható trajektóriák viszont ún. kemény oszcillációt jelentenek, azaz a kezdeti értéktől függetlenül a rendszer ugyanahhoz az ismétlődéshez érkezik el. (Az ábrák a Dictyostelium discoideum mint ragdozó és az E. coli mint zsákmány kölcsönható rendszerét mutatják be.

[image: 4-67-ábra-időben]

[bookmark: _Toc334777950]4.67. ábra: A (4.240–4.242) egyenletek megoldása az időben (szimuláció): max2= 0,1 h-1 max1=0,5 h-1 K2=2 g/dm3 K1=2 g/dm3 Y1=0,17, Y2=0,5,  D=0,05 h-1   S0=5 g/dm3, x10=8, x20=9.

[image: 4-68-ábra-keményooszcill.jpg]

[bookmark: _Toc334777951]4.68. ábra: A szimuláció ábrázolása fázisdiagramon – kemény oszcilláció

4.4.7.3. 	Plazmidtartalmú mikrobák tenyésztése és kinetikája

A mikrobiális kölcsönhatások, illetve a versengés speciális esete az, amikor plazmidtartalmú és plazmidot nem tartalmazó mikrobákat tenyésztünk egyidejűleg.

A genetikailag manipulált mikroorganizmusok idegenfehérje-termelése a módosított plazmidok replikációjának és a sikeres  transzlációnak a következménye, s az esetleg igen nagyszámú, idegen gént hordozó plazmid „tevékenysége”, azaz az idegen fehérje szintézise a gazdasejt növekedése szempontjából kedvezőtlen. E sejtek mintegy nagysúlyú „hátizsákot” cipelnek magukkal, ezért lassabban növekednek, mint a plazmidot nem tartalmazó sejtek, illetve a tápanyagokra (elsősorban a limitáló szubsztrátra) vonatkozó hozamok is kisebbek a plazmidtartalmú sejtek esetén. Érthető ezért egyrészt a plazmidvesztés nullánál nagyobb valószínűsége, másrészt az a tény, hogy egy vegyes populációban – amelyben tehát plazmidos és plazmidmentes sejtek együtt fordulnak elő – a plazmidmentes sejtek túlnövik a plazmidtartalmú sejteket. A plazmidtartalomnak a mikroorganizmus szaporodása közben történő megváltozását plazmidvesztés által, illetve a genetikai instabilitást általában többféle tényező okozhatja és ezek együttesen is előfordulnak:



1. Szegregációs instabilitás:

Az ún. LCN (low copy number), azaz kis kópiaszámú plazmidok esetében rendszerint speciális mechanizmus biztosítja a plazmidoknak a replikáció utáni egyenletes megoszlását a leánysejtekben. Az ilyen viselkedésű sejtek általában 20 kópiaszám alatti plazmidmennyiséget tartalmaznak.

Ezzel szemben az ún. HCN (high copy number), azaz  nagy kópiaszámú plazmidok esetén (100, de akár 800–1000 plazmid is lehet egy sejtben!) a replikálódott plazmidok megoszlása az anya- és leánysejtek között véletlenszerű és binomiális eloszlást követ.

A 4.69. ábrának megfelelően nagy valószínűséggel egyenletesen oszlanak el a plazmidok, de nullánál nagyobb annak a valószínűsége is, hogy az egyik leánysejtbe nem kerül plazmid.

Ez a valószínűség a következő:



	,	(4.243)

ahol c az együttreplikálódó plazmidegységek száma (másképpen replikációs egység), amely nem azonos a plazmidszámmal.

[image: 4-69-ábra-plazmidreplikáció.jpg]

[bookmark: _Toc334777952]4.69. ábra: Plazmideloszlás sejtosztódáskor

Az eddigieket egy számpéldával világíthatjuk meg.

Tekintsünk egy 40 plazmidegységet tartalmazó sejtet. Annak a valószínűsége, hogy osztódáskor plazmidmentes sejt jön létre, p(0) = 2 (1-40) = 1.8*10-12.

Nézzük most azt az esetet, ha a 40 plazmidnyi DNS fele dimer, ötöde pedig tetramer alakjában van jelen, azaz ilyen az együtt replikálódó egységek eloszlása. Ekkor a 40 monomer plazmid ekvivalens megfelel 20 monomer ekvivalensből álló 10 dimernek, valamint 8 monomer plazmid ekvivalensnek megfelelő 2 tetramernek, valamint 40–20–8=12 ténylegesen monomer plazmidnak. Így az együtt replikálódó egységek száma 12+10+2=24.

A szegregáció valószinűsége ekkor  p(0) =2 (1-24) =1.2*10-7, ami az előző esethez képest százezerszeres szegregációgyakoriság-növekedést jelent.

Végül tekintsük azt az esetet, amikor az átlagosan 40 plazmidot tartalmazó populáció olyan összetételű, hogy a sejtek felében csak 10 kópia van jelen, míg a másik felében 70. Ekkor a szegregáció valószinűsége a következő:

p(0) = 0.5*p(0)10+0.5*p(0)70 =0.5*2 (1-10) +0.5*2 ( 1-70) =9.8*10-4+8.5*10-22 9.8*10-4.

Az utóbbi eset értelmében csak az alacsonyabb kópiaszámú sejtek fogják meghatározni a plazmid- szegregáció gyakoriságát.



2. Strukturális plazmid instabilitás:

Előfordulhat, hogy a plazmidon kódolt markerek, például az antibiotikum-rezisztencia génje sejten belüli rekombinációval integrálódik a gazdasejt kromoszomális DNS-ébe, ugyanakkor esetleg a plazmidon történő mutáció miatt a fehérjetermelés képessége megszűnhet. A marker tehát megvan, úgy tűnik, hogy pl. antibiotikumadagolással – azaz a szelekciós nyomás fenntartásával – csak a plazmidhordozók fognak szaporodni, pedig mivel a fehérjét nem termelő sejtek megszabadultak a metabolikus „hátizsáktól”, nagyobb fajlagos növekedési sebességük miatt éppen az ilyen rekombinánsok fognak felhalmozódni a tenyészetben. A sejten belüli rekombináció, és a plazmidmutáció együtt, de külön-külön is az idegen fehérjét nem termelők feldúsulásához vezethet.



3. Gazdasejt mutációk is okozhatják az idegen fehérjetermelés képességének a megszűnését. Ha például a fehérjeszintézis a Lac promoterhez kötött, abban az esetben, ha a Lac promoter mutációt szenved úgy, hogy a sejt nem rendelkezik ezután laktóz permeázzal, akkor a sejt nem lesz képes az induktor laktóz felvételére és nem lesz képes a fehérjetermelés beindítására.



4. Végül külön is meg kell említeni  a gyorsabban szaporodó, tehát idegen fehérjét nem termelő sejteknek a fajlagos növekedési sebességek különbözőségéből eredő túlnövését. Ez a negyedik hatás tulajdonképpen az előző háromnak is mindig következménye.



A plazmidstabilitás befolyásolása molekuláris biológiai és engineering (azaz a tenyésztésssel kapcsolatos) módszerekkel is lehetséges. 

– 	Nagy erőfeszitéseket tesznek egyrészt, hogy növeljék a plazmid kópiaszámot (50 felett általában stabilnak mondható, E. coli-nál a legjobb eredményeket 25–250 nagyságú kópiaszám esetén érték el). A szegregációs plazmidvesztés valószínűsége a gazdasejtekben előforduló természetes plazmidok esetében rendszerint kisebb mint 10-7, de a rekombináns plazmidok esetében akár 10-5–10-3 nagyságú is lehet, ami már komoly szegregációs instabilitást okozhat. Amint a fenti számpélda bizonyítja, az együtt replikálódó egységek számának csökkentése is jó módszer ennek a valószínűségnek a csökkentésére, erre vonatkozó eredmények is vannak.

– 	Másrészt a promoter erősségének fokozására – amely a ferhérjetermelés nagyságát meghatározó másik tényező – tesznek erőfeszítéseket. Leggyakrabban az IPTG-vel (izo-propil--D-tiogalaktozid) indukálható Lac promotert, illetve a hőmérséklet-emeléssel (30-ról 42 oC-ra) indukálható pL  promotert alkalmazzák.

– 	Kis léptékben szokásos az állandó szelekciós nyomás fenntartása, azaz antibiotikum adagolása a plazmidtartalmú sejtek szaporodásának fenntartására. Ez azonban nyilvánvalóan nem alkalmazható nagy léptékben, hiszen az antibiotikum-rezisztencia az antibiotikum lebontásának képességét jelenti, gy állandóan kellene adagolni a drága antibiotikumot.

– 	A plazmidra egy olyan, a mikrobaműködés szempontjából fontos vegyület termeléséért felelős gént építenek, amelyet előzőleg kiiktattak a kromoszómáról. Így csak a plazmidtartalmú sejtek lesznek életképesek, a plazmidmentesek elpusztulnak. Ezt a módszert a kromoszóma-mutáció komplementálásának nevezzük.

– 	A kisebb plazmidok stabilabbak, az együttreplikálódó plazmidszám csökkentése szintén csökkenti a szegregációs instabilitást.

– 	Úgynevezett runaway replikációs plazmidok alkalmazása esetén például az E. coli csak egy plazmidkópiát tartalmaz a szaporodási fázisban, ilyenkor nincs metabolikus megterhelés. Ha már magas a mikrobaszám, indukciót alkalmaznak, de nemcsak a fehérjetermelő génre, hanem a plazmidreplikációt elindítóra is. Ekkor egy gyors kópiaszám-növekedés indul meg, akár 800-as kópiaszám is kialakulhat.

– 	Szintén genetikai módszerrel a fenti, 4. pontban leírt fajlagos növekedési sebességkülönbség is eliminálható. Készíthető olyan mutáns, amelyben ha nincs plazmid, kisebb lesz a fajlagos növekedési sebesség, mintha lenne, és ennek következtében a plazmidvesztett sejtek nemhogy nem tudják túlnőni a plazmidhordozókat, hanem éppen fordítva történik.

– 	Kihasználható a többlépcsős kemosztát tenyésztési technika, illetve a kétfázisú szakaszos fermentáció technikája is. Utóbbi például a pL promoter esetén azt jelenti, hogy az E. coli-t 30 oC-on tenyésztjük (esetleg antibiotikum jelenlétében) az exponenciális fázis végéig, illetve a hanyatló fázis közepéig, majd megemeljük a hőmérsékletet 42 oC-ra. Ekkor a szaporodás gyakorlatilag leáll (lelassul), és a fehérjetermelés elkezdődik. Nyilvánvaló, hogy amg a promoter nem működik, azaz a kisebb hőmérsékleten, addig nincs metabolikus megterhelés, s így noha keletkezhetnek plazmidvesztett sejtek, de nem tudják túlnőni a plazmidhordozókat. Az itt felsoroltak csupán néhány lehetőséget említenek, valójában igen sok módszerrel próbálkoznak (próbálkoztak) e kérdés megoldására.[footnoteRef:72] [72:  Arról nem is beszélve, hogy az egész probléma eliminálódik, ha olyan rendszert használunk, amelynél az idegen fehérje termelése nem plazmidon, hanem a gazdasejt kromoszómális DNS-én kódolt. Ilyen és egyéb megfontonlások miatt terjedt például el a Pichia pastoris gazdasejtrendszer. ] 


A plazmidtartalmú sejtek tenyésztésének kinetikai megvilágításához induljunk ki abból, hogy annak a valószínűsége, hogy a plazmidhordozó sejtekből (jelöljük mennyiségüket X+-szal) plazmidmentes jön létre:  p. Ekkor No db sejt osztódásakor No(1-p) plazmidos és No(p) plazmidmentes sejt születik.

Az egyes sejtfajták számának alakulását az egymást követő generációk során az alábbi séma szemlélteti:



1. generáció	No    +    No(1-p)    =   2 No - No p  = No(2-p)

	anya     leány

2. generáció	No(2-p) + No(2-p)(1-p)  = No(2-p)2

	.

	.

	.

n. generáció 	No(2-p)n



E séma a plazmidhordozókra vonatkozik, de ne felejtsük el, hogy közben a plazmidmentes sejtek is szaporodnak (sőt gyorsabban, mint a plazmidosok). A teljes populáció leírása csak egy eléggé bonyolult rekurzív formulával végezhető el, amely mindíg tartalmazza az n-edik és (n-1)-edik generáció jellemzőit is, ezért evvel a fajta leírással nem foglalkozunk tovább, helyette eddigi kinetikai leírásainkhoz is közelebb álló módon írjuk le a rendszert az IMANAKA és AIBA (1981) által felírt modellel. Kinetikai leírásuk alapfeltevése a limitáció nélküli növekedés (korlátozatlanul kiegyensúlyozott növekedés), és hogy a sejttömeg arányos a sejtszámmal.



A pozitív (azaz plazmidokat hordozó) sejtek növekedési sebessége:



		(4.244)

A negatív (plazmidot nem hordozó) sejtek növekedési sebessége:



		(4.245)

Ha a p és + állandók, a (4.244) egyenletet integrálni lehet és behelyettesíteni a (4.245)-be. Az ekkor kapott elsőrendű lineáris differenciálegyenlet is megoldható.



		(4.246)

Az X+= és az X- = egyenletek tehát a kétféle mikroba szaporodását írják le. Valójában minket a plazmidhordozók részaránya érdekel a teljes populációban, ezért vezessük be  ezt a mennyiséget az alábbi definíció értelmében:



		(4.247)

Ha ebbe behelyettesítjük a fenti egyenleteket, majd némileg átalakítjuk, a következő bonyolult formulát nyerjük a plazmidhordozók hányadára:



		(4.248)

A tenyésztés során keletkezett generációk száma, n=+t/ln2 felhasználásával (mert hiszen szubsztrátlimit-mentes exponenciális növekedést tételeztünk fel), ha bevezetjük az =-/+ jelzőszámot, amely méri a plazmidhordozó sejteknek a metabolikus megterhelését, a fenti összefüggésnek egy használhatóbb formáját nyerhetjük, amely

	a generációk számának,

	a plazmidvesztés valószínűségének és

	a metabolikus megterhelésnek

a függvényében mutatja a plazmidhordozó sejhányad alakulását a tenyésztési idő változásában.



		(4.249)

Gondoljuk át, hogy egy tipikus ipari tenyésztés során hány új generáció születik, azaz legalább hány generáción át kellene fenntartani a plazmidhordozóknak a túlsúlyát a rendszerben.

A szokásos tenyésztési lépcsőket tekintsük az alábbiak szerint:



	1. ferde agaros tenyészet

	2. 250–300 ml-es rázott lombikos tenyészet

	3. 10–25 literes laborfermentoros tenyésztés

	4. 300–3000 literes kísérleti üzemi lépték

	5. termelő-tenyésztő lépték 10–100 m3.



Ha 3% inokulálást, azaz 33-szoros lépcsőnkénti növekedést feltételezünk, 2n= 33, ahonnan  n=5. Tehát lépcsőnként 5 generációval, összesen 25 generációval kell számolnunk. (Jegyezzük meg, hogy nem ez a szokásos inokulumarány-megadás, az inkább a térfogati arányra vonatkozik, a 3% a köznapi szóhasználatban azt jelent, hogy 100 litert három liter oltóanyaggal oltunk!)

Ez a 25 generáció jelenti tehát a minimális plazmidstabilitási követelményt. A fenti egyenletnek a megoldásait szemléltettük a következő két ábrán.

[image: 4-70-ábra-plazmidvesztés-n.jpg]

[bookmark: _Toc334777953]4.70. ábra: Plazmidhordozók hányada a generációk számának függvényében

[image: 4-71ábra-plazmidvesztés-alfa.jpg]

[bookmark: _Toc334777954]4.71. ábra. Plazmidos sejtek hányadának változása  függvényében

A 4.70. ábrán feltüntettük a tipikus tartományt az -ra, azaz az 1-2 tartományt, amely jellemző a plazmidok okozta metabolikus teher mértékére. Egy átlagosnak mondható =1,4-nél 33 generáció alatt teljesen kimosódnak a plazmidhordozók.

A második szimuláció szerint (4.71. ábra) 25 generáció alatt lényegében bármilyen p valószínűség mellett eltűnnek a rendszerből a plazmidhordozók.



Vizsgáljunk meg most egy kemosztát rendszert, amelyben plazmidtartalmú sejteket tenyésztünk. Írjuk fel az anyagmérleg-egyenleteket a plazmidos és plazmid nélküli sejtekre:



		(4.250)

Ha a kemosztát X-re állandósult állapotban van, akkor az utóbbi egyenletet 0-vá téve a következő összefüggést nyerjük:



		(4.251)

Ha nincs különbség a plazmidos és plazmidot nem tartalmazó sejtek fajlagos növekedési sebességei között, azaz = (csalás a javukra!), akkor  +=D, és ekkor a két kiindulási egyenletbe visszahelyettesítve egy kifejezést kaphatunk a kétféle sejt növekedésének időbeli függvényére:



		(4.252)

azaz a plazmidhordozók koncentrációja az időben exponenciálisan csökken, míg a negatív sejtek koncentrációja nő.

Ha az , akkor a (4.250) egyenletek numerikus megoldásával juthatunk eredeményre, de nyilvánvaló, hogy ekkor még gyorsabb lesz a plazmidtartalmúak kimosódása rendszerünkből. 



A fermentációs rendszerek matematikai modellezésével foglalkozó fejezetünk végén ellenőrizd megszerzett tudásodat a következő feladatokkal, önellenőrzéssel: 4.9. animáció és 4.10. animáció.





[bookmark: _Toc334778081]4.9. animáció: Önellenőrzés: fermentációs kinetika





[bookmark: _Toc334778082]4.10. animáció: Önellenőrzés: mikrobiális kölcsönhatások

[bookmark: _4.5.__Fermentációs][bookmark: _Toc300502224][bookmark: _Toc334705697]4.5. 	Fermentációs rendszerek levegőellátása

4.5.1. 	Bevezetés, az oxigén szerepe

Ismert, hogy az élővilág organizmusai az életműködésükhöz elengedhetetlenül szükséges kémiai energiát igen változatos úton-módon  állíthatják elő. A metabolizmus során felhasználható kémiai energia szervetlen vagy szerves vegyületek mint energiaforrások oxidációja során szabadul fel. Ilyen értelemben RESPIRÁCIÓNAK (egyelőre kerüljük ennek magyar megfelelőjét, a légzés kifejezést) nevezzük azokat az energiatermelés céljából végbemenő anyagcsere-folyamatokat, amelyekben valamely szerves vagy szervetlen vegyületet az organizmus szervetlen vegyület segítségével oxidál.

Ha az oxidáló ágens nem oxigén, e folyamatokat ANAEROB RESPIRÁCIÓNAK nevezzük, ha viszont oxigén, akkor AEROB RESPIRÁCIÓRÓL (s ezt fogjuk a következőkben légzésnek nevezni) beszélünk.

A 4.21. táblázatban néhány anaerob, illetve aerob respirációt végző mikroorganizmus respirációját jellemezzük. A *-gal megjelöltek példák az anaerob respirációra.

[bookmark: _Toc334778151]4.21. táblázat: A respiráció fajtái
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Nagyon sok ipari fermentációs technológiában olyan mikrobákat alkalmaznak, amelyek aerob respiráció, légzés útján szerves anyagból fedezik energiaszükségletüket, azonban ne felejtsük el, hogy pl. az aerob Ferrobacillus, Thiobacillus csoport bányászatban történő felhasználása már nagy léptékben is megvalósult, valamint rendkívül sok jelentős anaerob fermentációs technológa is van.

Vizsgáljuk meg, hogy az aerob respiráció esetén mi az oxigén szerepe, és mivel jellemezhető a mikroorganizmusok oxigénigénye: tanulmányozzuk az aerob mikroorganizmusok energiafelszabadításának biokémiai útját!

Ennek vázlatos összefoglalása szerepel a 3.47., a 4.14. és 4.16. ábrákon. Látjuk, hogy az energiatermelés szempontájából az Embden–Meyerhof-út (3.47. ábra) szerepe csupán az, hogy előállítja a citrátkör  által „feldolgozható” piruvátot (6 C-atomos cukorból 3 C-atomos vegyületet), miközben csupán minimális felhasználható energia szabadul fel: glükózmólonként 2 ATP. Ez az, ami lehetővé teszi bizonyos mikrobák anaerob körülmények közötti anyagcsere-tevékenységét: például a Saccharomyces cerevisiae (pékélesztő) glükóz C-energia forráson levegő jelenléte nélkül is növekedni képes alkoholos erjedés közben. Ezt az anaerob anyagcserét különböztessük meg élesen a fentiekben érintett anaerob respirációtól! 

Továbbmenve, magának a citrátkörnek (4.14. ábra) a szerepe is közvetett az energianyerés szempontjából. Ebben történik meg az „elektronhordozó” H-atomok leválasztása a C-forrásról, valamint itt képződik a végtermék CO2 fő tömege. A NAD+ és FAD+ koszubsztrátokhoz kapcsolt H-atomok azután végül is a terminális oxidáció (légzési lánc, 4.16. ábra) során „találkoznak” a molekuláris oxigénnel, amely azokat vízzé, a légzés másik végtermékévé oxidálja (ez a biológiai durranógáz reakciója). A terminális oxidáció lényegében elektrontranszportlánc, a H elektronja soklépéses, enzimek katalizálta folyamatban adódik át a molekuláris oxigénre. Energetikailag ez egy hegyről a völgybe irányuló elektronáramlást jelent, amelynek során három enzimkatalizálta lépésnél is akkora a szabadenergia-változás, amely elegendő egy-egy ATP-molekula szintéziséhez. Az oxigén tehát nem közvetlenül reagál az energiaforrással, csupán végső elektronakceptor, és a metabolizmus során keletkező CO2 oxigénje nem a molekuláris oxigénből származik (e gyakori tévedés az eredő reakcióegyenlet egyszerűsítéséből származik), a molekuláris oxigén a másik végtermékben, a vízben jelenik meg.

Igen vázlatosan a fentiek jelentik tehát az iparilag tenyésztett mikrobák többségének energiafelszabadítási mechanizmusát, és jelölik ki ebben a mechanizmusban a légzés, a molekuláris oxigén szerepét. Arra a kérdésre tehát, hogy mi az oxigén szerepe az aerob mikrobák élettevékenységében, a rövid válasz: energiatermelés, végső elektronakceptor. A kép összefoglaló áttekintése céljából nézzük meg a 4.5. animációt.

Ne felejtsük el azonban, hogy a kép nem ilyen egyszerű. Egyrészt vannak olyan biokémiai folyamatok, amelyek során direkt módon oxigénbeépülés történik, másrészt funkcionálnak olyan alternatív légzési láncok, amelyek során nem képződik ATP. Az első esetre példát mutat a 3.1. ábrán látható triptofán- lebontási reakció, amelyhez hasonló reakciókat a különböző oxidázok, oxigenázok, illetve dioxigenázok katalizálnak. A második esetre az Aspergillus niger gombával végzett citromsav-fermentáció során működő alternatív légzés a példa, amely oxigénfelvétellel jár, ugyanakkor nem képződik raktározott energia.

Hangsúlyozni kell azonban, hogy ha légzésről, oxigénigényről beszélünk, akkor leggyakrabban az energiatermelésre kell gondolni, a direkt beépülés elhanyagolható mértékű, az alternatív légzés pedig igen speciális eset.

4.5.2. 	Mikroorganizmusok oxigénigénye

Aerob mikroorganizmusok tenyésztése kétféle módon történhet: felületi, ill. ún. szubmerz tenyésztési körülmények között. Az utóbbiról tudnunk kell, hogy lehetőségének felfedezése, vagyis az a tapasztalat, hogy a mikroorganizmusok tápoldatok belsejében is növekedhetnek (innen az elnevezés: szubmerz = bemerített), teremtette meg a nagy léptékű fermentációs ipar lehetőségét. Mindkét tenyésztési mód esetén a mikroba a tápközegben oldott oxigént veszi fel és hasznosítja. Az oxigén, mint a bevezetőben láttuk, lényegében szintén enzimes folyamatok eredményeként tölti be elektronakceptor szerepét, tehát elfogadható az a megállapítás, hogy ugyanúgy szubsztrátja a növekedésnek, mint a többi tápanyagok. Ezért az is érthető, hogy a tápoldatban oldott oxigén koncentrációjának ugyanolyan hatása van a fajlagos növekedési sebességre‚ mint az egyéb tápanyagoknak.

A mikrobák oxigénigényét két módon lehet megadni:



	1. légzési sebesség =   mmol O2/dm3.h, kg O2/m3.h	(4.253)

	2. fajlagos légzési sebesség   h-1	(4.254)

Mindkét definíció igényt, mégpedig kielégített igényt, valóságos légzési sebességet jelent. Mivel az oxigén a növekedés szubsztrátja, felírhatjuk, hogyha egyedüli limitáló tényezője a növekedésnek, akkor a növekedési sebesség



	,	(4.255)

ahol c az oldott oxigén koncentrációját jelenti, és mg·dm-3 vagy mmol·dm-3 a szokásos használt mértékegységei.

Az oxigénre vonatkozó eredő hozam definíció szerint



	,	(4.256)

amelynek bevezetésével a légzési sebesség is felírható:



		(4.257)

Ezt a mikrobakoncentrációval elosztva a fajlagos légzési sebességet – a másik oxigénigény-jellemzőt – kapjuk:



		(4.258)



Ha a (4.258) egyenletet grafikusan  ábrázoljuk, a 4.72. ábrát nyerjük. Ez egy derékszögű hiperbola, amelynek aszimptótája, ‚ értelemszerűen a maximális fajlagos légzési sebességet jelenti.

A (4.258) egyenlet és a 4.72. ábra elemzése, diszkussziója hasonló ahhoz az eljáráshoz, amelyet a növekedés Monod szerinti kinetikai leírásánál követtünk. (4.6.–4.8. ábrák).

Ha C >KO2 , akkor a nevezőben elhanyagolható C-hez képest, és ezért



	.	(4.259)

Ez másként megfogalmazva azt jelenti, hogy gyakorlatilag (elméletileg nem!) létezik egy Ckr kritikus oldottoxigén koncentráció, amely felett a mikroba légzési enzimrendszere telített az oxigénre nézve, amely felett a fajlagos légzési sebeség maximális és nem függ az oldott oxigénkoncentrációjától.



Ha CKO2 (az origó közelében), akkor C elhanyagolható KO2 mellett, és így a



		(4.260)

összefüggést nyerjük, amely azt jelzi, hogy kis oldottoxigén koncentrációk esetén a légzés lineárisan függ az oldottoxigén koncentrációjától. E két szélső tartomány között  átmeneti „reakciórend” érvényesül.

A 4.72. ábrából azt is láthatjuk, hogy KO2, az oxigén szubsztráttelítési állandója, számértékileg megegyezik a Qmax/2 értékhez tartozó oldottoxigén koncentrációval.

[image: 4-72-ábra-kritikus]

[bookmark: _Toc334777955]4.72. ábra: A fajlagos légzési sebesség függése az oldottoxigén koncentrációjától

A (4.256) definícióegyenlet szerinti oxigénhozam nem valódi  állandó, maga is függvénye a növekedési sebességnek (Yx/s-hez hasonlóan). E függvény az alábbi:



		(4.261)

Ez az összefüggés nem tartalmaz beépülési tagot, pedig tudjuk, hogy vannak direkt oxigénbeépülési reakciók is. Ezeknek a hozzájárulása azonban a teljes oxigénfogyasztáshoz igen kicsiny, ezért a beépülésre jellemző tag elhagyása jogos.

A fentiek alapján tehát az oxigénigénnyel, légzéssel kapcsolatban előforduló legfontosabb kinetikai, illetve technológiai paraméterek a következők:



max	– fajlagos növekedési sebesség

Yo	– eredő oxigénhozam (az elnevezés kissé zavaró, hiszen itt nem oxigén-előállításról van szó); jobb az oxigénre vonatkozó eredő hozam kifejezés)

mO	– az oxigénre vonatkozó fajlagos fenntartási koefficiens g O2/g sejt·h



	– maximális oxigénre vonatkozó hozam

Qmax	– maximális fajlagos oxigénigény vagy maximális fajlagos légzési sebesség

KO2	– oxigénre vonatkozó szubsztráttelítési állandó (Monod-modell)

Ckr	– kritikus oldottoxigén koncentráció



Hogy e mennyiségek nagyságáról fogalmat alkossunk, tekintsük meg a soron következő 4.21–4.24. táblázatokat, amelyekben valódi fermentációk esetén mért értékeket tüntettük fel. Az adatok használhatóságához tudni kell, hogy ezek konkrét példák, amelyekből csak a nagyságrendek és a táblázatokból látható tendenciák  általánosíthatóak:

– 	Valamennyi paraméter értéke függ a mikrobafajtától, az alkalmazott C-forrástól (ezzel kapcsolatban lásd a sztöhiometriai 4.3. fejezetet is), a tenyésztési körülményektől (szakaszos, folytonos, N-forrás, hőmérséklet stb.).

– 	Igen kifejezett mO és KO2 hőmérséklettől való függése.

– 	Ckr értéke valójában igen kicsiny a fermentlevekben szokásos (könnyen elérhető) oxigén- koncentrációhoz képest, tehát  általában már 0,1–1 mg/dm3 oldottoxigén-szint biztonsággal garantálja a légzési enzimrendszer telítettségét, vagyis a maximális légzésintenzitást.



A fentiekben az oxigénigénynek (Q) csupán az oldottoxigén koncentrációjától való függését vizsgáltuk meg. Hangsúlyozzuk, hogy Qmax maga is változó, függ az egyéb tenyésztési körülményektől is, s ennek megfelelően szakaszos fermentáció során a fermentációs idő előrehaladtával változik. Jól szemlélteti ezt a 4.73. ábra, amelyen több különböző fermentáció során mért fajlagos légzési sebességeket tüntettünk fel.

E különbségek és változások itt elsősorban a mikroba- és a C-forrás változásaiból, valamint az egyéb tápanyagok, fizikai paraméterek, illetve a tenyészet fiziológiai  állapotának (amely szintén a környezeti tényezők függvénye, de függ a tenyészet korától is) a változásaiból következnek. Az ábra változásai tipikusak, egy szakaszos fermentáció során a fajlagos légzési sebesség először mindig nő, majd egy maximum elérése után a fermentáció végére ismét lecsökken.

A 4.25. táblázatban összehasonlítottuk a glükóznak mint C-/energiaforrásnak és az oldott oxigénnek a tápoldatban hozzáférhető koncentrációit, illetve a rájuk vonatkozó kritikus koncentrációkat és ezen szubsztrátok fajlagos felhasználási sebességeit egy feltételezett pékélesztő-tenyészetben, amelyben mintegy 1 g/dm3 élesztőtömeg van. Láthatóan, míg a glükóz rendelkezésére álló koncentrációja négy nagyságrenddel nagyobb, mint az oldott oxigéné, addig a fajlagos felhasználási sebességeik azonos nagyságrendűek. Ezek az adatok azt bizonyítják, hogy szükséges az oxigén folyamatos utánpótlása, hiszen a megadott felhasználási sebességek glükóz esetén mintegy 17 órára elegendő glükózt jelentenek, míg az oldott oxigénszint, ha nem pótoljuk levegőztetéssel, kevesebb mint 2 perc alatt zérusra csökkenne.

Ez az egyszerű gondolatmenet bizonyító erejű arra nézve, hogy a vízben csekély mértékben oldódó oxigén különleges helyet foglal el és kivétel a szubsztrátok sorában: még szakaszos tenyésztés esetén is folyamatosan adagolni kell. Ezt a folyamatos betáplálást nevezzük levegőztetésnek, amellyel kapcsolatos oxigánátadási műveletekkel foglalkozunk az alábbiakban részletesen.

[bookmark: _Toc334778152]4.21. táblázat: Yo eredő oxigénhozam és mo fenntartási koefficiens értékek (N-forrás: NH3)

		MIKROBA

		Tenyésztési

mód

		C-forrás

		YO

C-mol mikroba/

mol O2

		mO

mol O2 /

C-mol mikroba·h



		Methylococcus sp

		folytonos 42 °C

		metanol

		0,39

		0,08



		Candida lipolitica

		szakaszos	18 °C

	21 °C

	27 °C

	30 °C

		n-alkán

n-alkán

n-alkán

n-alkán

		0,71

0,71

0,70

0,69

		0,03

0,06

0,11

0,14



		Candida utilis



		folytonos 30 °C

folytonos 30 °C

		etanol

glükóz

		1,04

2,04

		0,01

0,02



		E. coli



		szakaszos 20 °C

folytonos 37 °C

		glicerin

ecetsav

		1,92

1,20

		0,003

0,31



		Penicillium

chrysogenum

		folytonos 25 °C



		glükóz



		1,64



		0,02





		Klebsiella 

aerogenes

		folytonos 30 °C

		glükóz

		1,79

		0,03





[bookmark: _Toc334778153]4.22. táblázat: Néhány kísérletileg tapasztalt YO érték

		MIKROBA

		Szubsztrát

		YO   g·g-1



		Aerobacter aerogenes





		maltóz

fruktóz

glükóz

		1,5

1,46

1,11



		Candida utilis



		glükóz

acetát

		1,32

0,70



		Pseudomonas fluorescens

		etanol

		0,42



		Methylomonas sp.

		metanol

		0,53



		Saccharomyces cerevisiae

		glükóz

		0,97



		Penicillium chrysogenum

		glükóz

		1,35







[bookmark: _Toc334778154]4.23. táblázat: Néhány kísérletileg észlelt kritikus oldottoxigén-koncentráció (CKr) 
és Qmax érték (C-forrás: glükóz)

		MIKROBA	Hőmérséklet	Ckritikus	Qmax

	°C	mmol/dm3	mg/dm3	mmol/g.h



		Aspergillus oryzae	30	0,02	0,64	-

E. coli	37	0,008	0,256	5-8

Penicillium	24	0,022	0,704	20-30

chrysogenum

Saccharomyces	30	0,004	0,128	10-15

cerevisiae



		







[bookmark: _Toc334778155]4.24. táblázat: Oxigén-szubsztráttelítési állandók néhány mikroorganizmusra

		MIKROBA

		Hőfok

°C

		KO2

μmol/dm3

		KO2

mg/dm3



		Acetobacter suboxydans

		19,2

		0,002

		6,4·10-5



		Bacillus megatherium

		19,2

		0,060

		1,92·10-3



		Bacillus megatherium

		21,2

		0,090

		2,88·10-3



		Bacillus megatherium

		32,2

		0,277

		8,86·10-3



		E. coli

		19,2

		0,002

		6,4· 10-5



		Serratia marcescens

		18,8

		0,004

		1,28·10-4





[bookmark: _Toc334778156]4.25. táblázat: A glükóz és oxigén mint szubsztrátok összehasonlítása 
(Saccharomyces cerevisiae, 1 g/dm3 )

	Glükóz	Oxigén

Koncentráció a fermentlében	1% 104 mg/dm3	7 mg/dm3

Kritikus koncentráció	50 mg/dm3	0,7 mg/dm3

Fajlagos felhasználási

sebesség	580 mg/g.h	208 mg/g.h

[image: ]

[bookmark: _Toc334777956]4.73. ábra: Néhány ipari fermentáció fajlagos oxigénigénye

A tanultak elmélyítése céljából oldjuk meg a 4.11. animációban megfogalmazott feladatot.





[bookmark: _Toc334778083]4.11. animáció: Önellenőrzés: fajlagos légzési sebesség



4.5.3. 	Az oxigénabszorpció és -felhasználás alapösszefüggései

Az oxigénnek a tápoldatba, illetve a fermentlébe történő anyagátadási folyamatát, valamint a mikrobák által történő felvételét alapvetően meghatározza a molekuláris oxigénnek bizonyos nem vagy csak csekély mértékben kevert, stagnáló folyadék-, illetve gázfilmeken  történő diffúziója. Az oxigénabszorpció, illetve -felvétel komplex folyamatát sematikusan szemlélteti a 4.74. ábra. Ezek szerint az oxigénnek a következő ellenállásokon kell keresztüljutnia, amíg a mikroba szubsztrátként hasznosítani tudja, másképpen megfogalmazva a következő elemi anyagátadási lépések jellemzik e folyamatot:



1. 	A gázbuborék főtömegéből az oxigénmolekula diffúzióval jut a gáz/folyadék határfelületre a felületet gázoldalról borító gázfilmen keresztül. Ez az 1/kg ellenállással vagy a kg vezetőképességgel (anyagátadási tényező) jellemezhető g vastagságú gázfilmen történő  átvitelt jelent.

2. 	Az oxigén ezután ismét diffúzióval adódik  át a l vastagságú – a gázbuborékot burkoló – stagnáló, azaz nem kevert folyadékfilmen, amelynek ellenállását az 1/kl tényezővel, illetve a kl anyagátadási együtthatóval jellemezhetjük.[footnoteRef:73] [73:  Vegyük észre, hogy maga a határfelület egy fizikai fikció, egy vastagság és ellenállás nélküli képzeletbeli vonal két különböző fizikai tulajdonságokkal rendelkező fluidumtömeg között. ] 


3. 	Gyakran a folyadék főtömege szintén ellenállást képvisel, mert bár ezen az oxigén keverés által, tehát konvekcióval jut keresztül, azonban sokszor a keveredés nem tökéletes vagy éppen helyenként gyenge, így ez a folyamat sem pillanatszerű.

4. 	A következő nem kevert régió a mikrobákat körülvevő folyadékfilm. Ennek ellenállása esetenként nem elhanyagolható.  Itt már az oxigénfelvétel mechanizmusáról van szó, amely tehát egy folyadékfilmen keresztül történő diffúzióval kezdődik, majd

5. 	folytatódik az egyedi  mikrobasejt (baktérium- vagy élesztősejtek vagy gombafonalak) vagy mikrobatömeg (flokkulum) vagy összefüggő mikrobatelep (pellet) belsejébe történő diffúzív oxigéntranszporttal.

6. 	Végül ellenállásként tekinthetjük az oxigénhasznosulás „reakció-ellenállását” is, tehát azt, hogy a mikroba légzése is időben bizonyos sebességgel jellemezhető folyamat.



E hat ellenállás közül az esetek többségében a sebességmeghatározó lépés az 1. és a 2. folyamat, ezek közül is elsősorban az utóbbi, vagyis az oxigénmolekuláknak a buborékot körülölelő folyadékfilmen történő transzportja jelenti az oxigénátadás leglassabb, sebességmeghatározó lépését.

A gázbuborék belsejéből a folyadék főtömege felé irányuló O2-transzport leírására többféle elméletet dolgoztak ki. Ezek közül csak a kétfilmelméletet tárgyaljuk, a másik két elterjedt elméletre csak utalást teszünk.

[image: 4-74-ábra-átadásfolyamatai]

[bookmark: _Toc334777957]4.74. ábra: Az oxigén buborékból történő abszorpciójának és a mikrobák által történő felvételének folyamatai

A kétfilmelmélet szerint a gázbuborék belső és külső felületéhez rendelhető  egy-egy stagnáló  gáz-, illetve folyadékfilm, amelynek ellenállása  rendre 1/kg, ill. 1/ kl. Ezek reciprokai, azaz a gázoldali, illetve folyadékoldali anyagátadási tényezők az oxigénnek gázban, illetve folyadékban mérhető diffúziós állandójával arányosak:



,

ahol  a gázoldali, illetve folyadékoldali film vastagságát jelenti.

[image: 4-75-ábra-kétfilm]

[bookmark: _Toc334777958]4.75. ábra: Az oxigénabszorpció kétfilmelméletének alapsémája

Tekintsünk most egy a 4.75. ábrán vázolt olyan rendszert, amelyben buborékból történő oxigénátadás történik, s a folyadékfázis jól kevert, vagyis a folyadék főtömegében az oldott oxigén koncentrációja mindenütt azonos (Cb). Tételezzünk fel  állandósult állapotot a gáz/folyadék határfelületre, azaz nincs O2- akkumuláció a határfelületen.[footnoteRef:74] [74:  Nyilvánvaló, hogy egy a fiktív határfelületre érkező oxigénmolekulának „azonnal” tovább is kell haladnia, tehát felhalmozódás kizárt.] 


Az oxigénfluxus felírható a következőképpen:



[footnoteRef:75] [75:  Vö.: Ohm-törvény:] 


Esetünkben az oxigénfluxus kétféleképpen is felírható, tekintetbe véve, hogy a hajtóerő kifejezhető a gáz parciális nyomások vagy a koncentrációk különbségeként is









		(4.262)





ahol: 	H a Henry-állandó

pb a gázbuborékban mérhető oxigén parciális nyomás és C* a vele (hipotetikusan) egyensúlyt tartó folyadékban lenne az oldott oxigén koncentrációja.

Cb a folyadék főtömegében mérhető oldott oxigén koncentrációj és p* lenne a vele egyensúlyban lévő gáz oxigén parciális nyomása.

Ci és pi  a határfelületi oldott oxigén szintje, ill. parciális nyomása.

Természetesen „keresztben” is felírhatók az egyenletek, illetve nincs oxigénfelhalmozódás a határfelületen, így felírható egy egyenlet, amelyben csak a parciális nyomások és egy, amelyben csak a megfelelő koncentrációk szerepelnek:



		(4.263)

Mivel a pi határfelületi parciális nyomás és a vele egyensúlyt tartó Ci határfelületi oldottoxigén- koncentráció nem mérhető mennyiségek, ezért fejezzük ki pi-t és Ci-t a megfelelő (4.263) egyenletből.

E szerint



	,	(4.264)



		(4.265)

Utóbbi kifejezést (4.263) egyenletbe helyettesítve, az oxigénfluxus, koncentrációkkal kifejezve, végül is a következő lesz:



		(4.266)

Természetesen parciális nyomással is megadható a fluxus:



		(4.267)

Bevezetve az eredő folyadékoldali oxigénátadási tényezőt, illetve az eredő gázoldali oxigénátadási tényezőt,





	          	(4.268)

az oxigénfluxus kétféle felírása a folyadékoldal, illetve a gázoldal mennyiségeivel az alábbi lesz:



		(4.269)

E két kifejezés közül legtöbbször a koncentrációkkal felírt formát alkalmazzuk a fermentációs gyakorlatban. Mivel a Henry-állandó értéke (lásd a 4.26. táblázatot) igen nagy szám (pl. O2-re 30 oC-on 47 500 bar/móltört), és mivel az oxigén diffúzivitása a gázfázisban sokkal nagyobb, mint a folyadék- fázisban, vagyis



	,	(4.270)

ezért KL  kl, vagyis valóban a sebesség meghatározó lépés a 2. folyamat, a folyadékfilmen keresztül folyó oxigéntranszport, és az eredő folyadékoldali oxigénátadási tényező maga a folyadékoldali oxigén- átadási tényező.



Megjegyezzük, hogy a kétfilmelméleten kívül, amelyet Nernst 1904-ben alkotott meg, a gázfolyadék oxigénabszorpcióra egy sor egyéb elméleti leírás is ismert, amelyek többé-kevésbé hasonlóan, esetenként reálisabban modellezik a tényleges viszonyokat. Maga a kétfilmelmélet tehát azt feltételezi, hogy az anyagátadási tényező:



		(4.271)

Sokszor e helyett a következő empírikus összefüggés jobban leírja az anyagátadási viszonyokat:



		(4.272)

ahol az n csak 0,8–0,9 értékű.

Ezzel szemben Higbie (1935) ún. folyadékbehatolási modellje más összefüggést feltételez a folyadékoldali anyagátadási tényező és az oxigén diffúziós állandója között:



		(4.273)

Ebben a térinkeztetési egy a buborékfelületen lévő folyadékelemnek a felületen való tartózkodási idejét jelenti.

Dankwerts (1951) felületmegújulási modellje feltételezi, hogy a gáz-folyadék határfelületen mozaikszerűen elhelyezkedő folyadékelemek vannak, amelyek különböző ideig érintkeznek a gázfázissal, s ezalatt oxigénátadás történik, majd ezen folyadékelemek kicserélődnek a folyadék főtömegéből származó „friss” (kevesebb oldott oxigént tartalmazó) folyadékelemekkel. E modell értelmében a kl folyadékoldali tömegátadási tényező nem a diffuzivitással, hanem annak négyzetgyökével arányos:



		(4.274)

ahol s a folyadék főtömegéből származó friss folyadékkal történő kicserélődés frekvenciája (1/sec).



Mind a kétfilmelmélet, mind ez utóbbi leírások egyparaméteres modellekl, ami alatt azt értjük, hogy a diffuzivitáson kívül csupán egy paraméter, a folyamat hidrodinamikájától függő  vagy térinkezteési vagy s paraméter határozza meg kl értékét.



Végeredményben az oxigénfluxusból az eredő oxigénabszorpció-sebességet akkor kapjuk meg, ha a fluxust a teljes anyagátadási felületre számítjuk ki:



	,	(4.275)

ahol

	KL – az eredő folyadékoldali tömegátadási tényező  cm.s-1,

	a – térfogategységre jutó anyagátadási felület  cm2.cm -3= cm -1,

	KLa  – eredő folyadékoldali (térfogati) oxigénabszorpciós együtthatós-1,

	(A fermentációs gyakorlatban leginkább h-1 értékben adjuk meg.),

	C* – telítési oxigénkoncentráció (mg/dm3),

	C – az aktuális oldottoxigén-koncentráció (mg/dm3).



Konstans KLa  és C* mellett (4.275) analitikusan megoldható a változók szétválasztásával:



		(4.276)



		(4.277)

A (4.275) és a (4.277) egyenleteknek megfelelő grafius ábrázolások az oxigénabszorpció sebességi viszonyait, illetve egy vizes rendszer oxigénnel történő telítődését mutatják a 4.76. ábra szerint. Felhívjuk a figyelmet a KLa.C* maximális sebességi értékre, amelyet gyakran a bioreaktorok oxigénátadási viszonyait jellemző OTR (oxygen transfer rate) értékként adnak meg (kgO2 /m3.h).

[image: 4-76-ábra-telítődés.jpg]

[bookmark: _Toc334777959]4.76. ábra: Az oxigénabszorpció: telítődés és sebességi viszonyok

Az előzőekben az oxigénabszorpció sebességi viszonyait tiszta vizes, mikroba nélküli rendszerben vizsgáltuk, most nézzük meg, hogy hogyan módosul ez a kép egy lélegző mikrobatenyészet (fermentlé) esetében.

Ekkor az oldottoxigén-koncentráció változásának sebességét az abszorpció és a légzés sebességének eredője határozza meg:

[image: ]

Belátható, hogy ki fog alakulni egy dinamikus egyensúly az abszorpció és a légzés között, vagyis:



		(4.278)

Tegyük fel ugyanis, hogy ezen egyensúly nem jön létre pl. úgy, hogy adott időpontban  KLa(C*–C)xQ. Ezek szerint ekkor dC/dt0, vagyis az oldott oxigén koncentrációja növekedne. Ekkor viszont a C*–C hajtóerő csökkenne mindaddig, míg az egyensúly be nem áll. Az egyensúlynak KLa(C*–C)xQ esetén történő felbomlása hasonló gondolatmenet szerint szintén nem lehetséges (illetve tartósan nem állhat fenn).



Tehát mindenképpen egy C egyensúlyi oldottoxigén-koncentráció alakul ki a fermentációs rendszerben.



Tudjuk azonban, hogy a fermentáció során C nem állandó, jellemző változást mutat, mégpedig a 4.77. ábrán látható módon. A mindenkori egyensúly és e jellemző változás nem jelent ellentmondást, ha meggondoljuk, hogy egy szakaszos fermentáció során mind x és Q, mind KLa és C* változik a tenyésztés során. Az egyensúly tehát állandóan felborul majd helyreáll, miközben a „konstans” egyensúlyi oldottoxigén koncentrációja az ábra szerint változik. A görbe egy piciny szakaszát tekintve (oly rövidet, amely alatt a paraméterek változása elhanyagolható), C valóban állandó. Ezt kívánja bemutatni az ábrán a kinagyított szakasz. Ha egy szakaszos fermentáció képét most már kiegészítjük az oldottoxigén- koncentráció profiljával is, akkor mindig a 4.78. ábrán látottakhoz hasonló képet kapunk.Az egyensúlyi oldottoxigén-koncentrációnak egy szakaszos fermentáció során történő változását a 4.12. animáción is követhetjük.

[image: 4-77-ábra-szakfermoxigén]

[bookmark: _Toc334777960]4.77. ábra: Egyensúlyi oldottoxigén-koncentráció a fermentációs folyamat alatt

[image: 4-78-ábra-szakfermképe]

[bookmark: _Toc334777961]4.78. ábra: Szakaszos fermentáció képe

[bookmark: an_4_12]



[bookmark: _Toc334778084]4.12. animáció: Szakaszos fermentáció oldottoxigén-profilja

4.5.4. 	A telítési oxigénkoncentráció függése a tenyésztési körülményektől

Az oxigén vízes oldatokban csekély mértékben oldható gáz, amelynek az oldhatóságát  állandó hőmérsékleten a Henry törvény írja le:



		(4.279)

ahol 	H – a Henry-állandó bar/móltört; bar.dm3/mol; bar.dm3/mg (értékeit lásd a 4.26. táblázatban),

pO2 – az oxigén parciális nyomása (amely a C* koncentrációjú oldattal egyensúlyt tartó légtérben lenne mérhető) bar,

C* – a telítési oxigénkoncentráció, az oxigén oldhatósága mol/dm3; mg/dm3.



A C*-nak a hőmérséklettől való függését a Henry-állandó függésével szokás leírni: 



	,	(4.280)

ahol: 	T – a hőmérséklet (oK),

	R – az egyetemes gázállandó,

	G – az oxigénabszorpció hője (negatív érték).

[bookmark: t_4_26][bookmark: _Toc334778157]4.26. táblázat: Különböző gázok  Henry-állandó értékei különböző hőmérsékleteken (vízben)

		Hőmérséklet

		Henry-állandó *10-4 [bar/móltört



		OC

		N2

		CO2

		O2



		0

10

20

30

40

50

60

		5,29

6,68

8,04

9,24

10,40

11,30

12,0

		0,073

0,104

0,142

0,186

0,233

0,283

0,341

		2,55

3,27

4,01

4,75

5,35

5,88

6,29







A vízben való oxigénoldhatóság értékeit a 4.27. táblázat adataiból tudhatjuk meg különböző hőmérsékleteken.

A (4.280) egyenlet különböző közelítő megoldásai is ismertek. Ezekkel az oxigén oldhatóságának jó becsléseit számíthatjuk. Ilyen közelítés Wilhelm (1977) egyenlete 1 bar nyomásra a következő formulával:



		(4.281)

ahol X az oldott oxigén vagy a CO2 móltörtje, és az állandók az alábbi 4.28. táblázat szerintiek.

[bookmark: _Toc334778158]4.27. táblázat: Oxigén oldhatósága vízben levegő és tiszta oxigéngáz esetén

		Hőmérséklet
OC

		Henry-állandó 

x102 bar.m3.kg-1

		C* levegő

mg/dm3

		C* tiszta oxigén

mg/dm3



		0

		7,03

		14,8

		70,3



		10

		5,49

		11,5

		54,9



		15

		4,95

		10,4

		49,5



		20

		4,5

		 9,45

		45,0



		25

		4,14

		 8,69

		41,4



		26

		4,07

		 8,55

		40,7



		28

		4,01

		 8,29

		39,5



		30

		3,84

		 8,05

		38,4



		35

		3,58

		 7,52

		35,8



		40

		3,37

		 7,07

		33,7





[bookmark: _Toc334778159]4.28. táblázat: Wihelm közelítésének állandói oxigénre és szén-dioxidra

		

		T(TARTOMÁNY)

		A

		B

		C

		D



		OXIGÉN

		274–348 oK

		–286,94

		15450,6

		36,5593

		  0,0187662



		SZÉN-DIOXID

		273–353 oK

		–317,66

		17371,2

		43,0607

		–0,00219107







Szintén a (4.280) egyenlet  közelítő megoldása C*-ra az Antoine-egyenlet (lásd a desztilláció műveletét is)



		(4.282)

alakú összefüggés is, amelyben 4–33 °C hőmérséklet-tartományban

C* – az oxigén oldhatósága (mg/dm3), 

A – 468,

B – 31,6 értékű  állandó‚ és 

t – a hőmérséklet oC-ban megadva.



Végül a (4.280) egyenlet közelítése az alábbi hatványsor is, amely szintén alkalmas C* becslésére:

	C*14,16 – 0,3943.t + 0,007714.t2 – 0,0000646.t3   	(4.283)

ahol C* az oxigén oldhatósága (mg/dm3), t pedig a hőmérséklet OC-ban megadva.



Mindhárom közelítő összefüggés tiszta vízre vonatkozóan szolgáltat oxigénoldhatósági adatokat. Vegyük észre, hogy az oxigén oldhatósága csökken a hőmérséklet növekedésével.



Az oldhatóságnak az adott tápoldat összetételétől való függésének a  becslése lényegesen nehezebb feladatot jelent.

C* értékét elsősorban a tápoldat elektrolitjainak fajtái és mennyisége határozzák meg.[footnoteRef:76] A tiszta vízben és egy többféle elektrolitot tartalmazó oldatban mérhető telítési oxigénkoncentrációk aránya a következőképpen adható meg: [76:  Ezek befolyásoló hatásának számszerűsítése Setchenov, van Krevelen  és Hoftijzer, valamint Dankwerts munkájához fűződik.] 




	,	(4.284)



ahol 	 – az oxigén oldhatósága tiszta vízben,

C* – az oxigén oldhatósága az adott elektrolitoldatban,

Hi – ionspecifikus kisózási állandók,

Ii  – az i-edik ionfajtára vonatkozó ionerősség értéke.

Az ionerősség az ismert összefüggéssel számítható:



		(4.285)

amelyben ci – az i-edik ion molaritása (g-ion[footnoteRef:77]/dm3), zi – az i-edik ion töltése. [77: g-ion = iontömegnyi] 


A szervetlen sók hatásának szemléltetésére áll itt a 4.29. táblázat, amelyben NaCl kisózó hatását láthatjuk az oxigén oldhatóságára.

[bookmark: _Toc334778160]4.29. táblázat: Oxigén oldhatósága NaCl-oldatban 25 °C-on és 1 bar oxigénnyomáson

		NaCl-koncentráció

mol/dm3

		C*

mg/dm3



		0

		41,4



		0,5

		34,3



		1,0

		29,1



		2,0

		20,7







Néhány fermentációs tápoldatban előfordulható ionra vonatkozóan a 4.30. táblázat tartalmazza az ionspecifikus  állandókat. Megjegyezzük, hogy az ionok kisózási hatásának fenti becslése a fermentációs technológiai szempontjából szintén jelentős CO2 vonatkozásában is használható, ezért a táblázatban a szén-dioxidra vonatkozó megfelelő adatokat is megadjuk.

[bookmark: _Toc334778161]4.30. táblázat: Ionspecifikus állandók CO2 és O2  oldatára (25 °C)

		Kationok

		Hi (l.g-ion-1)

		

		Anionok 

		Hi (l.g ion-1)

		



		

		O2

		CO2

		

		O2

		CO2



		H+

		-0,774

		-0,311

		Cl-

		0,844

		0,340



		Na+

		-0,550

		-0,129

		Br-

		0,820

		0,324



		K+

		-0,596

		-0,198

		I-

		0,821

		0,311



		NH4+

		-0,720

		-0,264

		OH-

		0,941

		



		Mg2+

		-0,314

		-0,079

		NO3-

		0,802

		0,291



		Ca2+

		-0,303

		-0,071

		SO32-

		0,453

		0,213



		Mn2+

		-0,311

		

		CO32-

		0,485

		



		

		

		

		PO43-

		0,320

		0,147







A fermentációs tápoldatokban jelen levő szerves anyagoknak szintén hatásuk van az oxigén oldhatóságára, s ez is a Setchenov-egyenlettel írható le:



	,	(4.286)

ahol K az ún. Setchenov-állandó és  Cszerv  az adott szervesanyag koncentrációja a tápoldatban.

A logaritmikus összefüggést lineárisan is szokták közelíteni, amikor is az egyenlet a következő alakot ölti:



		(4.287)

Közelítő számításokat tesz lehetővé az az adat is, miszerint glükózra, laktózra, szaharózra a fenti egyenlet egyaránt alkalmazható m = 0,0012 dm3/g értékkel mintegy 150–200 g/dm3 cukorkoncentrációig. Jegyezzük meg azonban, hogy a becslés sokkal kevésbé pontos, mint az elektrolitok esetében. Így pl. a 0,0012 = m érték helyett található az irodalomban szaharózra 0,0009-es érték is. 

4.5.5. 	A levegőztetés és keverés fermentációs rendszerekben

A továbbiakban az oxigénabszorpciós viszonyokat tárgyaljuk most már műveleti szempontból: hogyan valósítjuk meg egy fermentációs rendszer levegőellátását. Keressük azokat az alapvető megoldásokat és összefüggéseket, amelyeknek ismeretében a jó levegőellátás megvalósítható.

A fermentációs rendszerek oxigénellátását alapvetően két módon valósíthatjuk meg, amint a 4.79. ábra szemlélteti. A bioreaktorokban elhelyezett levegőelosztón keresztül komprimált levegőt fúvatnak a fermetlébe, s miközben a buborékok a rendszeren  áthaladnak, megtörténik az oxigénabszorpció (és a CO2-deszorpció). A másik alapvető típus esetében az előbbieken kívül mechanikus keverést is alkalmaznak. Bármilyen aerob bioreaktor e két levegőztetési típusba sorolható. A következőkben először a nem kevert, majd a kevert reaktorok oxigénátadási viszonyait tanulmányozzuk.

Két paraméter az, amit vizsgálni fogunk, a KL és az a.

Megvizsgáljuk, hogy milyen tényezők (fizikai és hidrodinamikai tulajdonságok) befolyásolják ezeket, és az alapvető – legtöbbször empirikus – összefüggések segítségével miként lehet értéküket becsülni.

[image: ]

[bookmark: _Toc334777962]4.79. ábra: Az oxigénellátás technikai megvalósítása

4.5.5.1. 	Oxigénátadás buborékokból, KL és a becslése (nem kevert reaktorok)

A buborék gáz/folyadék határfelületére (g/f) felírható a helyi oxigénfluxus a Fick-törvény segítségével a 4.80. ábra értelmezése szerint, amelyen z a folyadék főtömege felé irányuló koordinátát jelenti és a hajtóerőt, azaz a koncentrációgradienst a buborék felületén számoljuk[footnoteRef:78]. [78:  Azaz itt a Fick-törvény egydimenziós változatát használjuk.] 


[image: 4-80-ábra-egybuborék.JPG]

[bookmark: _Toc334777963]4.80. ábra: Buborékból történő anyagátadás egydimenziós modellje



	,	(4.288)

másrészt egységnyi felületre vonatkozóan az oxigénfluxus J = kL (C*– C). E két kifejezés egyenlővé tétele után kL fejezhető a következő formában:



		(4.289)

Ez az egyenlet könnyen normalizált formára hozható, ha bevezetjük az alábbi dimenziómentes változókat:



,

ahol db a buborék átmérője. Ezek szerint a dimenziómentes tömegátadási koefficiens (a Sherwood-szám) egy differenciálegyenletet ad:



		(4.290)

Stúdiumunk kereteit meghaladná  e differenciálegyenlet megoldását megkísérelni, mindenesetre a g/f határfelület közelében, a folyadékfilmben a megoldás a következő  függvénykapcsolat alakját ölti:



		(4.291)

A dimenziómentes tömegátadási tényezőre pedig a

	Sh = g(Sc,Gr)	(4.292)

függvénykapcsolat kapható. A függvénykapcsolat tényleges alakja nagyon sok tényezőtől függ, megállapítása adott hidrodinamikájú rendszerre sok-sok kísérleti munka alapján és a dimenzionál-analízis felhasználásával történhet. A következőkben többször hivatkozunk az anyagátadás leírásában általánosan használt különböző dimenziómentes csoportokra, ezért tekintsük  át a 4.31. táblázatot, amely a legfontosabb ilyen csoportokat tartalmazza általános és az oxigénátadással kapcsolatos speciális alakjukban. Megtalálhatjuk itt a használt dimenziómentes kritériumok definíció szerinti értelmezésének egy változatát is[footnoteRef:79]. [79:  Egy másik definíciórendszer szerint ezek a kritériumok a figyelt rendszer egy-egy időállandójának hányadosai.] 


A leszálló vagy felszálló buborékokból történő oxigénátadásra (s jegyezzük meg: hasonlóan cseppekre és szilárd részecskékre is) vonatkozó szakirodalomban a különböző kísérleti berendezések esetén tapasztalható más-más hidrodinamikai viszonyokra található korrelációk sokszor nem csupán a Sc és Gr kritériumokat, hanem esetenként a Re és/vagy Pe kritériumokat is tartalmazzák. Ezekben az esetekben – ha a buboréksebességet alkalmas módon fejezzük ki – az összefüggések szintén a fenti általános Sh = g(Sc,Gr) alakra hozhatók (lásd első példánkat).

A szakirodalomban számtalan különböző korreláció található, és nem könnyű a dolgunk, ha ezek közül választani kívánunk saját speciális viszonyaink leírására. Ezért e helyütt csak néhány fontosabb speciális eset és összefüggés értelmezésére térünk ki, és emellett összefoglaló táblázatban (4.32. táblázat) megadjuk a legtöbbször előforduló és leghasználhatóbb kifejezéseket. Ugyanígy egy összefoglaló táblázat (4.33. táblázat) tartamazza a buboréksebességekre és a buborékméretekre vonatkozó legfontosabb korrelációkat. Felhívjuk a figyelmet arra, hogy a táblázatok együtt használandóak, tehát pl. adott hidrodinamikai feltételek esetén választott Sh = … összefüggéshez meg kell keresni a használható db és vb összefüggéseket is!

Néhány, különböző hidrodinamikai viszonyokra talált, és más-más szempont szerint érdekes összefüggést kicsit részletesebben is megvizsgálunk.



a) Különállóan felszálló, merev határfelülettel jellemezhető (nem forgó) gázbuborékok esetén, amelyek olyan reaktorokban fordulhatnak elő, amelyekben kicsiny buborékok képződnek a levegőelosztón (például zsugorított kerámia- vagy fémszűrőn) és a fermentlé felületaktív anyagokat tartalmaz, valamint a légbuborékok felszállási sebessége igen kicsi, a következő korrelációt találták megfelelőnek:



		(4.293)

[bookmark: _Toc334778162]4.31. táblázat: A tömegátadási számításokban alkalmazott dimenziómentes csoportok

		REYNOLDS-SZÁM





		



		





		PECLET-SZÁM





		



		





		SCHMIDT-SZÁM 





		



		





		FROUDE-SZÁM





		



		





		GRASHOF-SZÁM(Archimédesz szám)





		



		





		SHERWOOD-SZÁM





		



		







	Jelölések: d,L – jellemző geometriai méret

	v – jellemző sebesség

	 –  dinamikai viszkozitás

	D – diffúziós állandó

	 – sűrűség

	g – nehézségi gyorsulás

	k – anyagátadási tényező

	b index a buborékra, 1 a folyadékfázisra utal

[bookmark: _Toc334778163]4.32. táblázat: Korrelációk a tömegátadási tényező becsléséhez

Korrelációk	Megjegyzések

Analitikus összefüggések



		Kétfilmelmélet (Lewis és Whitman, 1924)



		Folyadékbehatolási elmélet (Higbie, 1935)



		Felületmegújulási elmélet  (Danckwerts, 1951)

Buborékok stagnáló környezetben	Re = Gr = 0 merev vagy mozgó

	Sh = 2	buborékfelület (Frossling, 1938)



		Re = 0

Merev felületű mozgó buborékok, szabadon fel- vagy leszálló

buborékok, csepegtető test, töltött oszlopok



	Re 1, kúszó áramlás (Levich, 1962)



	Re 1, Pe1 (Levich, 1962)



	Re1 (Griffith, 1960)



	10Re104



	Összefoglaló korreláció egy sor empirikus és elméleti öszefüggés alapján közelítve (Rowe, Glaxton és Lewis, 1965)



	db2 mm (Calderbank és Moo-Young, 1961)



	Kevert reaktorra,turbulens áramlási viszonyokra (Calderbank és Moo-Young, 1961

Mozgó felületű, mozgó buborékok



	Re1, Pe1 (Levich, 1962)



	10 Re 100 (Hadamard, 1911)



	100 Re1000 (Hadamard, 1911)




[bookmark: _Toc334778164]4.32. táblázat folytatása

Korrelációk	Megjegyzések



	Re 1000 (Higbie, 1935)



	Pszeudoplasztikus folyadékra (n: hatvány-törvényindex, lásd 4.5.7. fejezet) (Hirose, Moo-Young, 1969)



	Nagy, kalap alakú buborékokra, viszkózus folyadékokban

	E = buborékszélesség/buborékmagasság,

	rendszerint 3,5. (Calderbank, Lochiel, 1964)



	d2,5 mm Newtoni folyadékra (Calderbank, Moo-Young, 1961)



	Pszeudoplasztikus folyadékokra m = (n-1)/2 (Bhavarijn, Mashelkar, Blanch, 1978)




[bookmark: _Toc334778165]4.33. táblázat: Korrelációk a buboréksebesség és buborékméret számításához

Korrelációk	Megjegyzések

	Merev felületű kis buborékok



	Re1



	Mozgó felületű buborékok elasztikus folyadékban

	Buborékok pszeudoplasztikus

	folyadékban (lásd 3.4.7. fejezet)



	n = hatványtörvényindex, K = konzisztenciaindex

	Xn=24, kúszóáram, szférikus, merev felületű buborékok

	Xn=16, kúszóáram, szférikus, mozgó felületű buborékok

	Xn=48, Re1, szférikus, mozgó felület	

	VB= buboréktérfogat (Schügerl, 1977)

	Kis gázáramlási sebesség

	1 cP viszkozitás

	Mérsékelten nagy gázáramlási



	sebesség, vizes oldatok, leve-

	gőztető lyukátmérő do = 0,1–1 cm

	Reo: lyukra vonatkozó Re-szám



	,  ahol Q gáztérfogatáram



	Reo1000



	1–1000 cP látszólagos viszkozitású, pszeudoplasztikus folyadékra is használható, a gázsebesség egészen a hangsebességig terjedhet



A fenti megszorítások a hidrodinamikai viszonyokra vonatkozó Re1 és Pe1 feltételrendszer teljesülése esetén érvényesülnek.

Vizsgáljuk meg e példán, mit is jelent esetünkben ez a feltételrendszer!



		(4.294)



		(4.295)

Vagyis a két kritériumra tett megszorítás egyszersmind egy újabb kritériumra is megszorítást jelent.

(Egyébként vizes oldatokban a / = kinematikai viszkozitás értéke 10-2 cm2/s nagyságrendű, a DO2 pedig 10-5 cm2/s nagyságrendű, tehát Sc103 >>1 valóban.)

Vegyük észre továbbá, hogy Pe>>1 kritérium azt jelenti, hogy itt a buborékok közelítőleg dugóáramban mozognak felfelé.[footnoteRef:80] [80:  A Pe értelmezését és kapcsolatát a keveredési viszonyokkal a  4.6.1. fejezetben tárgyaljuk.] 




Ugyancsak az a) példánknál maradva próbáljuk a Sh=1,01.Pe1/3 összefüggésről bebizonyítani, hogy valóban felírható Sh=g(Sc,Gr) alakban is. Ehhez meg kell határoznunk a buborék felszállási sebességét. Kis buborékok esetén a buborékok felszállási sebessége jól közelíthető a Hagen–Poiseuille-egyenlettel, amely a terminális buboréksebességet adja meg:



		(4.296)

Ezt vb helyébe írva



		(4.297)

összefüggést kapjuk, amely azonos átalakítások sorával a következő alakúvá tehető:



		(4.298)

Megemlítjük még, hogy sokszor a Sc.Gr = Ra (Raileight) számot találjuk meg az empírikus összefüggésekben, így az a) esetet leíró összefüggést három különböző formában is felírhatjuk:



		(4.299)

b.) Az előző példánk egyenként, egymástól függetlenül felszálló, tehát egymás mozgására hatást nem gyakoroló buborékokkal operáló esete a valóságban, legalábbis a fementációs gyakorlatban ritka.

A legtöbb laboratóriumi és ipari levegőztetett reaktorban a buborékok csoportokban, fürtökben mozognak fel vagy/és le, és a buborékok egymással is kölcsönhatásban vannak (hatnak egymás mozgására). CALDERBANK és MOO-YOUNG erre az esetre, attól függően, hogy mekkora a buborékok átmérője, kétféle buborékmozgást és ennek megfelelően két különböző összefüggést adott meg. Az úgynevezett kritikus buborékátmérő, azaz db=2,5 mm alatt, illetve felett a



		(4.300)



		(4.301)

összefüggések írják le az oxigénátadási viszonyokat.

Kis buborékok a következő esetekben alakulhatnak ki:

· levegőztetett reaktorban, amelyben hidrofil oldott anyagok vannak,

· nagyon kis lyukátmérőjű tálcán át történő levegőztetésnél,

· zsugorított kerámia vagy fémszűrőn át történő levegőztetéssel működő buborékkolonnák esetében.

Nagy buborékok az alábbi esetekben valószínűek:

· tiszta vizet tartalmazó reaktor és 

· szitatányéros buborékkolonnák esetén.

Felhívjuk a figyelmet arra, hogy a (4.300) és (4.301) egyenletek nem csupán a konstans értékében különböznek, hanem a Sc-szám kitevőjében is, s ez a két esetben eltérő hidrodinamikai viselkedésre is utal. E buborékmérettől függő buborék alak- és mozgásváltozást a buborékátmérőtől függően szemlélteti az 4.81. ábra. Míg a kicsiny buborékok merev határfelülettel jellemezhetők és mozgásuk egyenes vonalú, miközben rendszerint forgó mozgást végeznek a saját tengelyük körül, addig amikor nő a buborékátmérő, egyre inkább deformálódik a buborék gömb alakja, és egészen nagy buborékoknál kalap vagy gomba formájú lesz, és felszállás közben nem egyenes vonalú, hanem imbolygó mozgást végez és nem forog. Ez a két véglet teljesen eltérő viselkedést jelent, érthető tehát a különbség a két egyenletben. Ne felejtsük el ugyanakkor, hogy a 2,5 mm nem valamiféle cezúra. A kicsiny és a nagy buborékok viselkedése közötti átmenet fokozatos, 2,5 mm körül egyik egyenlet sem írja le tökéletesen a rendszert, csak ettől a határértéktől kellően távol.

[image: 4-81-ábra-buborék nő.JPG]

[bookmark: _Toc334777964]4.81. ábra: A buborékok deformálódása méretük növekedésével

Visszatérve a kis buborékok esetére, tételezzük fel, hogy a buborék (vagy környezete) nem mozog, ekkor (4.300)-ból kL=0 adódnék. Természetes, hogy ez nem lehet igaz, hiszen ha van hajtóerő, az oxigéndiffúzió meg fog indulni. Ezt felismerve módosították a (338) egyenletet a következő formára:



		(4.302)





így most már, ha a buborék nem mozog,  Sh=2 lesz, azaz   értéket kapunk, amely megfelel az  áramlás  által elő nem segített diffúzió értékének. (Vegyük észre, hogy itt , mint a klasszikus kétfilmelméletnél is.)

Ha a lokális kL (és ezzel KL) értékét valamilyen módon meg  tudjuk becsülni, az adott konkrét bioreaktor oxigénátadási viszonyainak leírásához még az anyagátadási felület értékét is meg kell határoznunk. Hogyan történhet ez számítással?

Induljunk ki abból az egyszerű esetből, amelyet a 4.82. ábra szemléltet, azaz egyetlen do átmérőjű kis lyukú csövön keresztül préseljük át a levegőt, és a csővégen képződnek a buborékok. Feltétele ennek a képnek, hogy a levegőáramlás sebessége igen kicsiny legyen. A buborék születésekor a lyukról történő leválás pillanatában egyensúly van a felhajtóerő és a lyuk kerületén a felületi feszültség által kifejtett visszatartó erő között, tehát



	,	(4.303)

ahol  a felületi feszültség.

Az egyenletből a buborék átmérője kifejezhető, és ennek alapján felülete kiszámítható. A buborékátmérő és a buborék felülete sorrendben



	.	(4.304)

[image: 4-82-ábra-buborékképződés.JPG]

[bookmark: _Toc334777965]4.82. ábra: Buborékképződés lyukon

Ahhoz, hogy a teljes anyagátadási felületet megadhassuk, tudnunk kell, hogy a rendszerben egyidejűleg mennyi buborék van jelen, ez pedig a buborékok tartózkodási idejének figyelembevételével lehetséges.

E tartózkodási idő felszálló buborékok esetében



	,	(4.305)

ahol	tb – a buboréktartózkodási idő,

	HL –  folyadékmagasság,

	vb –  buboréksebesség.



Könnyen belátható, hogy vb nem állandó, hanem változik, miközben a buborék a lyuktól a felszín felé halad. Általában jó közelítésként a buborék végsebességet (a folyadékfelszínen történő szétpattanáskor mérhető sebességet) szokás figyelembe venni.

Ha feltesszük, hogy n db egyforma levegőztető csövünk (lyuk) van, amelyeken egyenként q a keresztülhaladó levegő térfogatárama, könnyen felírhatjuk az egységnyi térfogatra vonatkozó anyagátadási felületet:

	[image: ]	(4.306)

ahol V = a teljes térfogat (lé és buborék) és nq=Q a levegőztetés térfogatárama.

Az nqtb/V mennyiség nem más, mint a gázvisszatartás (hold up) értéke, így végül is az anyagátadási felületre a következő összefüggést kapjuk:



	,	(4.307)

ahol Ho = gáztérfogat/teljes térfogat, a hold up.[footnoteRef:81] A hold up értelmezéséhez nézzük meg a 4.3. videót, amelyen csak egy levegőztetett reaktor (air lift) látszik tiszta vízzel feltöltve, majd a levegőztetés elindítása után vegyük észre, hogy a vízszint megemelkedik. Ezt a térfogatnövekményt az egyidejűleg a rendszerben tartózkodó buborékok össztérfogata okozza. Ha leállítjuk a levegőztetést, a vízszint visszaesik az eredetire. Ez a szintmagasság-változás is alkalmas a hold up számítására. [81:  A hold upra a szakirodalom egy másik definíciót is használ: H’0 = gáztérfogat/folyadék térfogat. Ebben az esetben a (4.307) egyenlet más alakú lesz .] 


Ne felejtsük el, hogy a fenti kép túlegyszerűsített. Nem vettük például figyelembe, hogy a buborékok térfogata változik felfelé haladtukban, egyrészt a belőlük a folyadék főtömege felé történő anyagtranszport, másrészt a hidrosztatikai nyomás csökkenése miatt. Egy bioreaktorban lévő buboréktömeg egy eloszlást mutat, mindenféle méretű buborék egyszerre van jelen a rendszerben. A teljes buboréktérfogat megállapítására kísérletesen fotómódszereket szoktak igénybe venni, az elkészült fotón összegzik és átlagolják a buborékok méretét.[footnoteRef:82] Továbbá  gömb alakú buborékokat tételeztünk fel, holott azok méretüktől függően változtatják alakjukat. [82:  Erre az úgynevezett Sauter-átlagot használják:, amelyben ni a dbi átmérőjű buborékok száma.] 




A (4.307) összefüggés azonban indiferens ezen elhanyagolásokra, tehát általánosan alkalmazható.

Mint látható, kL és a meghatározása számítással igen nehéz feladat, mivel ezeket igen sok, a folyadék tulajdonságaitól, a készüléktől és az áramlási viszonyoktól függő paraméter befolyásolja. Ezért is legtöbbször kLa, illetve KLa értékéről beszélünk, s ezt nem számítással, hanem különböző mérési módszerekkel kísérletesen határozzuk meg. E mérési módszerekre vonatkozóan utalunk ezen tárgy laborgyakorlataira, illetve a 4.8.3.1. alfejezetre.

Ha megvizsgáljuk a (4.307) összefüggést, választ adhatunk arra a gyakorlati kérdésre, hogy hogyan növelhető egy bioreaktorban az anyagátadás felülete? Ez nyilván a hold up növelésével történhet, ami viszont egyrészt a levegőztetés sebességének (térfogatáramának) emelésével, másrészt a buborékok méretének csökkentésével érhető el. Utóbbit csak egy levegőztetett rendszerben a levegőelosztó lyukátmérőinek csökkentésével érhetjük el. Más a helyzet egy kevert-levegőztetett reaktor esetén, ekkor a buborékméretet a keverés intenzitásával lehet csökkenteni.  Eddig csupán azt a levegőztetési esetet vizsgáltuk, amikor mechanikus keveréssel nem segítik az oxigénabszorpció folyamatát.

A következőkben a keveréssel, annak funkcióival általában, valamint az oxigénátadási viszonyokra gyakorolt hatásával fogunk foglalkozni.





[bookmark: _Toc334778098]4.3. videó: A hold up értelmezése levegőztetett reaktorban

4.5.5.2. 	Oxigénátadás kevert reaktorban

Az aerob fermentációk esetén a legelterjedtebb fermentortípus a kevertetett-levegőztetett reaktor. Ezt a klasszikus keverős fermentort leginkább a gyógyszeripar alkalmazza, de a legtöbb laborberendezés is ilyen kivitelű.



Túlegyszerűsítés lenne, ha a keverést csupán a levegőztetés/oxigénátadás szempontjából tekintenénk, ezért mindenekelőtt vizsgáljuk meg általában a keverés funkcióit.

A keverés szerepe, funkciói a következők:

– energiabevitel a folyadékba,

– a levegőztető gáz diszpergálása a folyadékban,

– a gáz- és folyadékfázis elválasztása,

– a fermentlé oldott és nem oldott komponenseinek jó elkeverése.



– 	Az első funkció a legfontosabb, lényegében azt jelenti, hogy a folyadékot állandó mozgásban kell tartani, nem utolsósorban a másik három funkció betöltése érdekében.

A bevitt mechanikai energia hővé alakul, ezért  állandóan pótolni kell. Az energiaátadási funkció – mint a későbbiekben látjuk majd – igen fontos, mivel éppen az egységnyi fermentlé térfogatba bevitt energia határozza meg elsődlegesen az oxigénabszorpciós viszonyokat. E szempontból tehát a bevitt energiát növelni kell. Másrészt, mivel gazdasági szempontokat is figyelembe kell vennünk, egy lehetséges minimumra is törekednünk kell.

– 	Szintén energiaemésztő folyamat a gáz diszpergálása a folyadékban, de megjegyzendő, hogy a buborék- képzésnél elvesző mechanikai munka sokkal kisebb, mint a folyadék mozgatásakor hővé alakuló energia.

A gáz diszpergálási keverő-funkció lényegében két folyamatot jelent. Egyrészt buborékképzést, mégpedig minél kisebb buborékok képzését. Ráadásul a felületet újra meg újra meg kell újítani, hiszen pl. felületaktív anyagok vonhatják be a buborékokat, ezáltal csökkentve a kL értékét, ezenkívül a buborékok egyesülhetnek (koaleszcencia jelensége), csökkentve ezáltal az anyagátadási felület nagyságát. Másrészt a buborékokat egyenletesen el kell oszlatni a rendszerben megfelelő nagy hold up kialakítása céljából.

– 	A gázszeparációval kapcsolatos keverő funkció igen komplex kérdéskör. Itt lényegében a „használt” buborékok eltávolításáról van szó, másrészt a képződő anyagcsere-termékeket (CO2) tartalmazó buborékok eltávolításáról, amely fordított irányú, de az oxigénabszorpcióhoz teljesen hasonló összefüggésekkel leírható anyagátadási folyamat. A nagy buborékok eltávolítása igen egyszerű, de a kicsiny gázbuborékok szeparációja extrém módon nehéz feladat.

– 	A keverőelem negyedik funkciója a jó keveredéssel kapcsolatos. A tápoldat valamennyi oldott és szuszpenzióban lévő komponensét, valamint természetesen a gázbuborékokat is egyenletesen szét kell oszlatni a reaktorban. Erre azért van feltétlenül szükség, hogy a különböző anyagátadási folyamatok mindenütt egyforma sebességgel folyjanak, és a biológiai történések sebességeit a lehető legkisebb mértékben korlátozzák.

A laboratóriumi és üzemi léptékű klasszikus kevert-levegőztetett reaktorok, fermentorok esetén   leggyakrabban használt keverőtípus az egyenes lapátú nyitott turbinakeverő (a szakirodalomban leggyakoribb elnevezése: flat blade turbinakeverő, vagy Rushton-turbinakeverő), ezért e fejezet további részében legfőképpen erről lesz szó. Rajta kívül kevésbé elterjedt keverőtípusokat is láthatunk még az 4.83. ábrán, a reaktorokkal foglalkozó 4.6. fejezet pedig néhány speciális megoldást is bemutat.

Az 4.84. ábrán a Rushton-turbinára, illetve a kevert-levegőztetett bioreaktorokra leginkább jellemző geometriai viszonyokat láthatjuk kisméretű laboratóriumi fermentorokra vonatkozóan.

Megjegyezzük, hogy a 10 literes léptéktől az ipari, néhány 100 m3-es léptékig a táblázat fő arányai helyesek, kivéve a HL/DT arányt, amely  általában 2-3:1 értékűvé válik ezeknél a méreteknél. Ennek megfelelően a HL/DT 1 esetében a keverő tengelyre több keverőelemet szerelnek, az alábbi tapasztalati szabályokat figyelembe véve (4.85. ábra):

	keverőelemek közötti távolság:  Di  Hi   2Di	(4.308)



	keverőelemek száma :      	(4.309)

[image: 4-83-ábra-keverőtípusok]

[bookmark: _Toc334777966]4.83. ábra: Keverőtípusok

[image: 4-84-ábra-geometriaiarányok]

[bookmark: _Toc334777967]4.84. ábra: Standard fermentor geometriai arányai

[image: 4-85-ábra-többkeverős reaktor.jpg]

[bookmark: _Toc334777968]4.85. ábra: Több keverő elemmel ellátott bioreaktor

[image: 4-86-ábra-primer és szek áramlás.jpg]

[bookmark: _Toc334777969]4.86. ábra: Primer és szekunder folyadékáramlás és buborékmozgás kevert bioreaktorban

A buborékok képződéséért kisebb légsebességeknél a keverőelem mögötti csökkent nyomású térben kialakuló csavarörvények, ill. nagyobb légsebességeknél a keletkező örvénylapok felelősek (lásd a 4.13. animációt). A keletkezett buborékoknak a fermentorban történő egyenletes eloszlatását (valamint az általános keverési funkció betöltését) a kialakuló primer és szekunder áramlások biztosítják. Az ábrán jól megfigyelhető a kialakuló áramlási kép, valamint az ennek következtében létrejövő buborékmozgás profilja is (4.86. ábra), valamint az is, hogy egy adott keverő- fordulatszám esetében csak bizonyos szintig emelhető a levegősebesség, ugyanis a nagy légsebességeknél a levegő elárasztja a keverőt, azaz felaprítatlanul és elkeveretlenül halad át a reaktoron.





[bookmark: _Toc334778085]4.13. animáció: A buborékképződés mechanizmusa

A keverő elsődleges funkciójaként az energiabevitelt, azaz a folyadékmozgás létrehozását említettük. Ennek megfelelően nézzük meg ezt a teljesítményfelvételt kvantitatíve. Ismert, hogy (nem levegőztetett) keverős reaktorban a keverő által felvett teljesítmény a keverő, illetve a készülék kiképzésétől, geometriai viszonyaitól, a kevert folyadék anyagi tulajdonságaitól () és a hidrodinamikai viszonyoktól függ (lásd a Vegyipari műveletek stúdiumát)



	,	(4.310)

ahol	 – a sűrűség,

N – a keverő fordulatszáma.

Ebben az összefüggésben Re a keverési Reynolds-számot jelenti,



		(4.311)

Fr pedig a keverési Froude-szám, amely az alábbi összefüggéssel számítható ki:



		(4.312)

Adott, tehát állandó geometriájú bioreaktor esetén a teljesítménykifejezés egyszerűbb lesz:



		(4.313)

Leggyakrabban a Re és Fr kritériumoktól való függést, illetve egy keverő jellegzetes teljesítményfelvétei tartományát a dimenziómentes (újabb kritérium, amely az anyagátadás leírásában jelentős) ún. teljesítményszámra (vagy Ne=Newton-számra vagy Eu=Euler-számra) adják meg:



		(4.314)

A valóságban a Fr-számtól való függés kiküszöbölhető, ha olyan reaktorokat alkalmazunk, amelyekben áramlástörő lemezek vannak beépítve. Ekkor ugyanis a folyadékfelszínen nem fog kialakulni folyadéktölcsér (hiszen Fr nem más, mint a centrifugális és gravitációs erő hányadosa, ezek egyensúlya teszi lehetővé a folyadékelemek tölcsérfelületen történő elhelyezkedését).

A 4.87. ábrán a kevert reaktorokra alkalmazható NP-Re összefüggéseket mutatjuk be, mind törőelemekkel  mind azok nélküli keverésre. Szembetűnő, hogy nagyobb Re-számok tartományában a törőlemezek megléte kissé növeli a keverési energiaszükségletet, mégis a nyugodtabb folyadékfelszín érdekében a fermentorokat rendszerint ellátják ezekkel az elemekkel. (Kivétel a szövettenyésztésre használt keverős reaktor, ahol az amúgy is rendkívül kis megengedhető keverősebesség mellett nem alakul ki folyadék- tölcsér.) Az  áramlástörő elemekkel ellátott reaktorra korlátozva tárgyalásunkat, vizsgáljuk meg a 4.87. ábrát. Láthatóan az Re-szám értékétől függően 3 jól elkülöníthető áramlási tartomány ismerhető fel. Ezekre természetesen az NP-Re összefüggés is más és más:



Lamináris tartomány: 0  Re  10.



		(4.315)

Átmeneti tartomány:  10 Re 102-103:



		(4.316)

Turbulens zóna: 	102-103  Re.



		(4.317)

A teljesítményfelvétel természetesen megnő, ha a keverőtengelyre több keverőelemet szerelnek egymás fölé. A fentebbiekben megadott szabályok betartása esetén a növekedés lineáris, amint azt egy 4 m3-es fermentorra a 4.88. ábra szemlélteti.

[image: 4-87-ábra-teljesítményszám.JPG]

[bookmark: _Toc334777970]4.87. ábra: NP-Re összefüggés különböző keverőkre (newtoni folyadékok esetén)

[image: 4-88-ábra-többkeverőteljesitmény.JPG]

[bookmark: _Toc334777971]4.88. ábra: A teljesítményszám függése a keverőelemek számától 
(a tapasztalati elhelyezési szabály betartása esetén)

Természetesen a fermentáció során a keverés nem tiszta folyadékban történik, mivel a bioreaktort levegőztetik is. Az így létrejövő gáz-folyadék diszperzió jelentősen csökkenti a keverő  által felvett energiát. A gáz-folyadék diszperzió sűrűsége ugyanis kisebb, mint a tiszta folyadéké, mégpedig annál nagyobb mértékben, minél nagyobb a levegőztetés mértéke.

Utóbbi mérésére bevezették a dimenziómentes levegőztetési számot (Na), amelynek függvényében a levegőztetés körülményeinek hatása a keverőteljesítmény felvételére jól tanulmányozható. A levegőztetési szám definíciója az alábbi.



		(4.318)

Ebben a kifejezésben a keverő által súrolt felület szerepel a számlálóban, a 4 elhagyása is tudatos, ui. lényegtelen dimenzionális szempontból.

Jegyezzük meg, hogy a lineáris légsebességet nem a teljes fermentor keresztmetszetére, hanem a keverő által súrolt felületre számítjuk. Azt találták, hogy a



	,	(4.319)

vagyis a levegőztetett, ill. nem levegőztetett esetben szükséges keverési energia aránya a levegőztetési szám függvénye. A függvény lefutása függ a keverő kialakításától, ezért a 4.89. ábrán keverőtípustól függő görbéket láthatunk. Valamennyi görbe közel azonos határértékhez tart az Na növekedése esetén, ez a határérték 0,3–0,4 értéknél van. Itt tulajdonképpen a következő tranziensről van szó: kis légsebességeknél jó g/f diszperzió jön létre, más szóval a keverő képes a bevezetett levegőt felaprózni (az a anyagátadási felületet növelni), míg nagy légsebességek esetén az úgynevezett elárasztási (flooding) jelenség lép fel, azaz olyan, mintha a keverő levegőben forogna, nem alakul ki jó g/f diszperzió, a gáz felaprítás és elkeverés nélkül  áramlik  át a rendszeren (lásd a 4.86. ábrát is).

[image: 4-89-ábra-levegőztetési szám]

[bookmark: _Toc334777972]4.89. ábra: Pg/P függése a levegőztetési számtól 

Az ábra görbéiből láthatóan éppen a leginkább használatos nyitott turbinakeverők esetén legkedvezőbb a kép, itt növelhető leginkább a levegősebesség anélkül, hogy elárasztást észlelnénk. Jegyezzük meg, hogy a 4.89. ábra szerinti görbék egy adott keverő-fordulatszámhoz tartoznak. Minden fordulatszámhoz más-más lefutási görbe tartozik, azaz minden fordulatszámnál különbözik az a levegőztetési tartomány, amelyen belül működtethető a reaktor anélkül, hogy elárasztás lépne fel. A kevert/levegőztetett reaktorban történő buborékképzést és eloszlatást követhetjük a 4.4. videón. Adott levegőztetési sebesség mellett, alacsony fordulatszám az elárasztást mutatja: a buborékok aprítatlanul és elkeveretlenül haladnak át a reaktoron. Amint nő a fordulatszám, a buborékképzés megindul, a buborékok követik a kialakuló áramvonalakat. Nagy fordulatszámon olyan kicsik a buborékok, hogy a lé optikai megjelenése is megváltozik, azaz a mindenütt jelen lévő kicsiny buborékok fénytörése a fermentleveket opálossá teszik. Ez felel meg a jó gáz/folyadék diszperziónak.





[bookmark: _Toc334778099]4.4. videó: Buborékképzés és eloszlatás kevert levegőztetett reaktorban

Miután a keverés szerepével, teljesítményigényével és annak a levegőztetés hatására bekövetkező változásával megismerkedtünk, célszerű megnézni most már, hogy egy kevert-levegőztetett reaktorban hogyan lehet megbecsülni az oxigénabszorpciós koefficienst, a KLa-t, illetve megvizsgálni, hogy a KLa mitől és hogyan függ.



Keverős reaktorok eredő térfogati oxigénabszorpciós koefficiensének (KLa) becslésére a szakirodalom egy sor összefüggést ad meg, nehéz azonban olyan, általánosan használható kifejezés megadása, amelynek használata helyettesíthetné az adott bioreaktor oxigénabszorpciós viszonyainak kísérletes tanulmányozását (lásd 4.8.3.2. fejezet).

Vízhez közeli anyagi tulajdonságokkal (, , DO2 ) jellemezhető fermentlevekre alkalmazhatjuk Calderbank összefüggését az anyagátadási felület, az  a  becslésére.



	(4.320)

ahol  a fermentlé felületi feszültsége,

 a sűrűsége,

Ho a gáz hold up,

db az átlagos buborék átmérő.





Ebből következik  felhasználásával és a 0,0009m elhanyagolásával, hogy az anyagátadási felület egységnyi térfogatban:



		(4.321)

Azaz  keverős reaktorokban az a az egységnyi térfogatba bevitt keverőteljesítménytől függ. Értelemszerű, hogy a gáz hold up annál nagyobb, minél nagyobb a levegőztetési sebesség, így a fenti kifejezés elterjedtebb formája is igaz (feltéve  és  állandóságát, amely adott fermentlénél elfogadható), vagyis hogy



	,	(4.322)

ahol vs az úgynevezett felületi lineáris légsebesség, ami definíció szerint az alábbi:



		(4.323)

Ez a felületi lineáris légsebességet a teljes készülék-keresztmetszetre definiálta, szemben a levegőztetési számnál használttal, ahol a keverő által súrolt keresztmetszet szerepel a definícióban.

Ugyanakkor turbulens áramlási viszonyokra (lásd 4.32. táblázatot) találták megfelelőnek a



		(4.324)

kifejezést, ahonnan



		(4.325)

érték adódik, azaz az eredő anyagátadási tényező a keverő fordulatszámának 3/4-ik hatványával arányos. Az eredő oxigénabszorpciós tényezőnek, tehát a és kL szorzatának az értékére kissé eltérő összefüggést találtak megfelelőnek, amelyben N nem a 3/4-dik, hanem 0,5- ödik hatványon szerepel:



		(4.326)

Ez az összefüggés laboratóriumi léptékű fermentorokra érvényes. Általánosan inkább a



		(4.327)

alakban írható, amely kifejezésben  és  mérettől függő állandók, előbbi 0,3 és 0,95 között, utóbbi pedig 0,5–0,67 között található a különböző kutatók által a különböző kevert bioreaktorokra kapott összefüggésekben[footnoteRef:83]. [83:  A (4.326) és (4.327) egyenletekben Pg/V egysége LE/m3, Vs pedig m/h dimenzióban használatos. ] 


4.5.6. 	KLa függése a környezeti paraméterektől

Az előző alejezetekben megismertük azokat az alapvető összefüggéseket, amelyek az oxigénabszorpciós koefficiensnek a különböző levegőztetési paraméterektől (buboréknagyság, keverő-fordulatszám, gázsebesség) való függését írják le. Minthogy a megismert összefüggések tartalmazzák a fermentlé jellemző fizikai  állandóit (, , , DO2),  könnyű belátni, hogy mindazon környezeti paraméterek, amelyek ezeket befolyásolják, a KLa értékét is befolyásolni fogják.



A hőmérsékletnek KLa-ra gyakorolt hatását az alábbi öszszefüggéssel lehet leírni:



		(4.328)

A hőmérséklet növelése tehát növeli KLa értékét. Emlékeztetünk azonban arra, hogy C* csökken a hőrmérséklet növekedésével, ezért az oxigénátadás sebességi viszonyainak (egy reaktorra jellemző OTR-nek) hőmérséklettől való függését a két ellenkező hatás eredője határozza meg.



A tápoldatokban oldott tápanyagkomponensek megváltoztatják a lé fizikai tulajdonságait, a tápsó- oldatokban mért KLa értékek általában kisebbek a tiszta vízben mérhetőknél, mégpedig a szokásos tápoldatok esetén



		(4.329)

szerint, ahol k  általában 0,8–0,85 tartományban mozog. 

Az oldott sók hatása az ionerősség ismeretében pontosabban becsülhető, mivel érvényes az alábbi empirikus összefüggés:



		(4.330)

ahol I az ionerősség.

Összefoglalóan tehát várható, hogy egy tápoldatban a tiszta vízhez képest jelentősen kisebb az oxigén- abszorpciós koefficiens, ez akár 50–60 százalékra esést is jelenthet.

A fermentációk során a káros habzás elkerülésére gyakran alkalmaznak kémiai habzásgátló szereket. Ezek a felületaktív anyagok irányítottan helyezkednek el a gáz/folyadék határfelületen, csökkentik a felületi feszültséget, és így csökkentik a buborékok átmérőjét (lásd a (4.321) összefüggést), ezáltal növelik az anyagátadási felület, a nagyságát.  Emiatt KLa értékére növelő hatásuk van. Ugyanakkor azonban, mivel a határfelületen irányítottan elhelyezkedő „merev” stagnáló felületaktív anyagfilm jön létre, amely egyrészt a folyadékelemek mozgását gátolja, másrészt növeli a buborék folyadékoldali ellenállását (ez a kettő akár ugyanazt is jelentheti), mintegy megnövelve a stagnáló folyadékfilm vastagságát, ezért KL értéke csökkenni fog felületaktív anyagok jelentlétében.

Végredményben a két ellentétes hatás eredője határozza meg, hogy egy adott felületaktív anyag jelenlétében csökken-e vagy növekszik KLa értéke.

A fermentlé viszkozitásának szintén igen jelentős hatása van az oxigénabszorpciós viszonyokra. Ez a hatás olyan kifejezett és annyira komplex, hogy a következő alfejezetben részletesen foglalkozunk a fermentlevek reológiájának kérdésével.

[bookmark: _4.5.7.__Fermentlevek]4.5.7. 	Fermentlevek reológiai viselkedése

Ismert, hogy egy fluidum belső súrlódása a következő összefüggés alapján definiálható mennyiség:



	,	(4.331)



ahol 	 a fluidumra ható nyírófeszültség (erő/felület) 





a nyírósebesség, ami nem más, mint a fluidum erőhatásra merőlegesen mért sebességgradiense , és

μ a fluidum dinamikai viszkozitása kg/m.s = Pa·s = 10P =1000 cP.



A két következő táblázatban, azért, hogy némileg közelebb kerüljön hozzánk a nyírósebesség fogalma, illetve a viszkozitások tényleges nagysága, néhány, a mindennapi életben előforduló nyírósebességet és néhány köznapi anyag viszkozitását mutatjuk meg.

[bookmark: _Toc334778166]4.34. táblázat: Mindennapi életben előforduló nyírósebességek

		keverők

vágás késsel

forgó, kent alkatrészek

		100–10 000 s-1

5.106 s-1

107–108 s-1





[bookmark: _Toc334778167]4.35. táblázat: Néhány newtoni fluidum viszkozitása 20 °C-on

		víz

tej

20%-os cukoroldat

glicerin

		10-3 Pa·s

1,4·10-3 Pa.s

2,0·10-3 Pa.s

10-1·Pa.s







Newtoni fluidumok esetén  dinamikai viszkozitás állandó érték, tehát a 4.90. ábra szerinti 1. folyásgörbe egyenes. A nem newtoni fluidumokra az jellemző, hogy a



		(4.332)

folyásgörbéik a newtoni folyadékokétől eltérőek. A leggyakrabban előforduló nem newtoni reológiai karaktereket a következőkben foglalhatjuk össze (4.90. ábra).

Pszeudoplasztikus fluidum-pszeudoplaszticitás esetén (4.90. ábra 2. görbe) a folyásgörbe lehajló, csak nagyon kis és nagyon nagy nyírósebességek esetén jellemezhető állandó viszkozitással. Tulajdonképpen csak látszólagos viszkozitásról van értelme ilyen fluidomoknál beszélnünk, mivel a viszkozitás függ a nyírósebességtől (4.91 ábra):



	,	(4.333)

ahol app  a látszólagos viszkozitás (Pa.s, cP).

[image: 4-90-ábra-reolkarakterek]

[bookmark: _Toc334777973]4.90. ábra: Folyásgörbék

[image: 4-91-ábra-pszeudo.JPG]

[bookmark: _Toc334777974]4.91. ábra: Pszeudoplasztikus fluidum folyásgörbéje, 
és a látszólagos viszkozitás függése a nyírósebességtől



A pszeudoplasztikus reológiai karakter  függvényét többféleképpen lehet matematikailag modellezni. Legelterjedtebb megközelítés az ún. hatványtörvény, amely szerint:



	,	(4.334)

ahol 	K az ún. konzisztenciaindex és

	n az ún. katványtörvényindex, amely pszeudoplasztikus anyagokra n1 értékű.



Ugyancsak a hatványtörvénnyel írható le a dilatáns reológiai karakter, amelyet a 4.90. összefoglaló ábra 3. görbéje szemléltet, ekkor n értéke 1-nél nagyobb.



Fermentlevek esetében is gyakran tapasztalható, hogy a fluidum csak egy bizonyos nyírófeszültség esetén kezd el folyadékként viselkedni, további nyíráskor azonban már newtoni folyadék módjára vagy pszeudoplasztikusként viselkedik. Az ilyen reológiai karaktert BINGHAM-plasztikus viselkedésnek nevezzük Bingham-test, az utóbbi esetben a fluidum Casson-reológiát követ. (4.90. ábra 4. és 5. görbék). Ekkor a (4.334) általánosabb alakja érvényes:



	,	(4.335)

amelyben	y a határnyíró-feszültség és

	K pedig az ún. plasztikus viszkozitás vagy rigiditás.



Végeredményben mind a newtoni, mind a nem newtoni reológiai karakterek jellemezhetőek a hatványtörvény általános alakjával (4.36. táblázat).

[bookmark: _Toc334778168]4.36. táblázat: A hatványtörvény paraméterei különböző reológiai viselkedésű fluidumokra

	y	K	n

Newtoni	0		1

Pszeudoplasztikus	0	konzisztenciaindex	1

Dilatáns	0	konzisztenciaindex	1

Bingham	0y	plasztikus viszkozitás	1

Casson	0y	plasztikus viszkozitás	1



Sok esetben előfordul időfüggő viszkozitás is fermentlevek esetében, ekkor a nyírás időtartama befolyásolja a látszólagos viszkozitás értékét. Ha adott időpontban az ilyen fluidum dilatáns viselkedésű, akkor reopektikus, ha pszeudoplasztikus, akkor tixotrópos reológiai karakterrel van dolgunk.



Időfüggő viszkozitás esetén találkozhatunk a hiszterézis jelenségével is, amikor más folyásgörbe jellemzi a fluidumot növekvő és más csökkenő nyírósebességek esetén (4.92. ábra).

[image: 4-92-ábra-időfüggő.JPG]

[bookmark: _Toc334777975]4.92. ábra: Időfüggő viszkozitás és hiszterézis 

[image: 4-93-ábra-ÖSSZEFÜGGÉSEK]

[bookmark: _Toc334777976]4.93. ábra: A reológiai viselkedés jelentősége a fermentációs műveletekben

A fermentlevek reológiai viselkedésének komplex hatása van a fermentációra, illetve valamennyi fermentációs műveletre komplex hatása van a viszkozitásnak, a sterilezéstől kezdve a termékfeldolgozás műveletéig. E kérdéskörről  áttekintő képet nyújt a 4.93. ábra, amelyen feltüntettük azokat a fizikai és biológiai történéseket, illetve műveleteket, amelyeket közvetlenül vagy áttételesen befolyásolnak a reológiai viszonyok, illetve amelyek visszahatnak a reológiai viselkedésre.

A fermentlevek nagy viszkozitásának és extrém reológiai viselkedésének több oka lehet. Legkevésbé gyakori a szubsztrát okozta viszkozitásnövekedés, ennek csak akkor van jelentősége, ha a szubsztrát történetesen valamilyen oldott polimer (keményítő).

A mikrobakoncentráció növekedése a fermentáció során növeli a fermentlé viszkozitását. Egysejtű mikroorganizmusok fermentlevei általában newtoni karaktert mutatnak még viszonylag nagy sejtkoncentráció mellett is. Baktériumok és élesztők szuszpenzióira alkalmazható a módosított Einstein-egyenlet:



		(4.336)

ahol	b empírikus állandó (6–8 közötti) és

	 a szuszpendált sejtek térfogata/össztérfogat.



Pékélesztőre vonatkozó viszkozitás-sejtkoncentráció görbét mutat be a 4.94. ábra, amelyen látható, hogy még igen nagy, 80 g/dm3 sejtkoncentrációk esetén is csekély a viszkozitásnövekedés. Ugyanakkor 100 g/dm3 felett a newtoni karakter pszeudoplasztikussá alakul.

[image: 4-94-ábra-élesztőviszk]

[bookmark: _Toc334777977]4.94. ábra: Saccharomyces cerevisiae sejtszuszpenzió viszkozitása

Gyakran a fermentlé nagy viszkozitását, illetve nem newtoni viselkedését a fermentáció során képződő extracelluláris termékek, pl. bizonyos poliszacharidok, mint a dextrán, leván, xantán okozzák. Utóbbi fermentáció esetén a fermentlé 2%  termékkoncentrációnál igen viszkózus és Bingham-plasztikus viselkedésű. Felfordított edényből nem folyik ki, mert a gravitáció okozta nyírófeszültség nem elegendő a folyáshoz, azaz szilárd testként viselkedik. De ha keveréssel nyírjuk, azonnak folyni kezd, amint azt a 4.5. videó mutatja.





[bookmark: _Toc334778100]4.5. videó: Bingham-plasztikus viselkedés

Bizonyos mikrobák a fermentáció során nemkívánatos felületi poliszacharidokat, nyálkaszerű anyagokat választanak ki, amelyek viszkozitásnövelő hatásuk révén rontják a sejtfeldolgozás műveleti hatékonyságát. Megfigyelték, hogy például a tápoldat megfelelő megválasztásával (N-forrás) ez a nyálkaképződés eliminálható.

A fonalas baktériumok és fonalas gombák fermentációjakor a leggyakrabban pszeudoplasztikus, esetenként Bingham-plasztikus viselkedés figyelhető meg.

Ennek oka az, hogy a növekvő micéliumok mintegy határozott fonalszerkezetet alakítanak ki a fermentlében. Minthogy a gyógyszeripari, főleg antibiotikum-fermentációk nagy többsége ilyen fonalas mikroorganizmusok (gombák vagy Actinomiceták) tenyésztésén alapszik, érthető, hogy a reológiai kérdést főleg az antibiotikum- és enzimfermentációkkal kapcsolatban tanulmányozták a legbehatóbban. Képzeljünk el egy pszeudoplasztikus viselkedésű micéliumos fermentációt, amelyet keverős gyógyszeripari reaktorban hajtanak végre. A keverőelemek sebessége és a keverőelemektől való távolság függvényében (4.95 ábra) pontról pontra változik a fermentlére ható nyírósebesség a reaktorban, tehát pontról pontra változik a látszólagos viszkozitás értéke is. Ennek megfelelően az átkeveredés, az oxigénellátottság, a hőátadás is függvénye lesz a keverőtől mért távolságnak.

[image: 4-95-ábra-átlagnyírás.jpg]

[bookmark: _Toc334777978]4.95. ábra: Nyírósebesség a keverő-fordulatszám és a keverőtől való távolság függvényében, 
átlagos nyírósebesség

Az átlagos nyírósebesség kb. a fele lesz a maximálisnak az egész fermentorra vonatkoztatva, amiből következik, hogy a keverőtől távol nagyon könnyen alakulhatnak ki olyan holt terek, amelyekben semmiféle hő- és anyagátadási folyamat nem megy végbe. Az ilyen holt terekben vagy csak csekély mértékben átkevert területeken a hőmérséklet megemelkedik, az oxigénellátottság romlik, az anyagcseretermék CO2 nem távozik el a fermentléből, a pH-szabályozó ingrediens adagolása lokálisan  drasztikus pH-változásokhoz vezethet.



Nagyon gyakran micéliális fermentáció során az időben is változik a reológiai viselkedés. A 4.96. ábrán egy Endomyces sp. glükoamiláz fermentációjának reológiai képe látható. Figyeljük meg, hogy a kezdetben newtoni táptalajon a növekedés során a fermentlé pszeudoplasztikussá válik, n értéke egyre kisebb, miközben a konzisztenciaindex nő, majd a fermentáció vége felé ismét megközelíti a newtoni viselkedést, és látszólagos viszkozitása csökken.

[image: 4-96-ábra-endomyces.jpg]

[bookmark: _Toc334777979]4.96. ábra: Endomyces sp. glükoamiláz fermentációjának reológiai képe. 
A reológiai karakter változása a fermentáció során

[image: 4-97-ábra-higítás.jpg]

[bookmark: _Toc334777980]4.97. ábra: A fermentlé vízzel való hígítása javíthat a termelésen

A nem newtoni fermentlevek látszólagos viszkozitásának az oxigénabszorpciós koefficiensre gyakorolt hatását gyakran a (4.327) összefüggés módosításával adják meg:



	,	(4.337)

amelyben  értéke méretfüggő és –0,7 és 1,0 között mozog. Végül megemlítjük, hogy gyógyszeripari fermentációk során sokszor úgy küzdik le a viszkozitásnövekedés okozta oldottoxigén-szint romlását, hogy a tenyészetet steril vízzel hígítják. 10%-os térfogathígítás akár az oldottoxigén-szint 20–50%-os növekedését és ezzel további termékképzést tesz lehetővé. Egy ilyen antibiotikum-fermentáció kvalitatív képét mutatja a 4.97. ábra.

A levegőztetéssel és keveréssel kapcsolatban megszerzett tudásunkat ellenőrizzük a 4.14. animáció és a 4.15. animáció feladatainak megoldásával.





[bookmark: _Toc334778086]4.14. animáció: Önellenőrzés: levegőztetés, oxigén





[bookmark: _Toc334778087]4.15. animáció: Önellenőrzés: levegőztetés

4.5.8. 	A nyírás hatása a tenyészetre

Láttuk, hogy fonalas baktériumok és gombák micéliumos növekedésekor a fermentlének bizonyos szerkezete alakul ki, amely nem newtoni viselkedésűvé változtathatja a fermentlevet. E nem newtoni viselkedéssel megnövekedett gondot jelent a jó keveredési viszonyok, anyag- és hőátadási körülmények biztosítása. Felmerül a kérdés, miért nem növelhető akkor minden határon túl a keverő fordulatszáma és így a nyírás (vagyis csökkenthető a látszólagos viszkozitás). Ennek két oka van: az első gazdasági, hiszen bár a teljesítménybevitel fokozása ténylegesen javítja az anyag- és hőátadási viszonyokat, azonban megnövekednek az energiaköltségek. A másik ok a sejtek fizikai károsodása, amelyet a megnövekedett nyírás okoz, pl. a fonalak feltöredezésén keresztül. Ez egyszersmind további létulajdonság-romláshoz vezet, hiszen a sejttöredékekből egy sor, például a feldolgozási műveleteket nehezítő anyag kerülhet a fermentlébe.

Sok fonalas gomba nemcsak micéliumos, hanem ún. göbös (pelletes) formában is képes növekedni (lásd a 4.4.3.3. alfejezetet). E göbök bizonyos tenyésztési körülmények hatására létrejövő, micéliumokból felépült gömbhéjszerkezetet jelentenek, amelyeknek mérete néhány tizedtől 5–10 mm-ig változhat. Az ilyen pelleteket tartalmazó fermentlevek (ugyanolyan sejtkoncentrációnál) newtoni viselkedésűek, és sokkal kisebb viszkozitásúak, mint fonalas növekedés esetén. Gyakran a göbös növekedés kedvezőtlen a fermentációra, de pl. az oldottoxigén-szintre érzékeny citromsav-fermentáció (A. niger) során sokkal kedvezőbb a göbös, mint a fonalas morfológia. Az ilyen göbös morfológiájú mikroorganizmusok igen érzékenyek a keverő okozta nyírásra. Úgy találták, hogy a nyírás két módon is roncsolhatja a göböket. Egyrészt a pelletátmérő csökkentésén keresztül hatva a göbök felületéről micéliumrészek, pellikulumok szakadoznak le, másrészt a göbök közvetlen szétesésén keresztül.

A „göbkopási” folyamat a következő kinetikával írható le:



	,	(4.338)

ahol DP  a pillanatnyi pelletátmérő.

Tehát a göb felületének nyírás által okozott kopása igen erősen függ a keverő méretétől (Di) és a fordulatszámától (N), valamint a göbmérettől is.

A göbszétesési folyamat pedig elsőrendű kinetikát követ:



	,	(4.339)

ahol n a göbkoncentráció (db/térfogat) és kr arányossági tényező, amely igen erősen függ a keverés körülményeitől, amit a (4.340) egyenlet bizonyít:



		(4.340)

Itt említjük meg, hogy szuszpenziós növényi és különösen állati szövettenyészetek rendkívül érzékenyek a nyírásra. Utóbbiak esetében a szokványos kevert/levegőztetett és csak levegőztetett bioreaktorok emiatt nem is mindig alkalmazhatóak, a keverést, de még a levegőbevezetést is, az eddigiekben tárgyaltaktól sokszor eltérően valósítják meg.

[bookmark: _4.6.__Bioreaktorok][bookmark: _Toc300502225][bookmark: _Toc334705698]4.6. 	Bioreaktorok

4.6.1. 	Néhány fontosabb reaktortechnikai alapfogalom

Az ideális bioreaktoroknak alaptípusai a működtetés szempontjából kétfélék lehetnek, szakaszos és folytonos működtetésű reaktorok. Utóbbiak dugóáramú vagy tökéletesen kevert reaktorok lehetnek a bennük áramló fluidum keveredési viszonyai alapján.

Tökéletesen kevert reaktorokban bármely folyadékelem a reaktor valamennyi pontján azonos (sem anyag-, sem hőgradiens sehol sem észlelhető a reaktorban), dugóáramú reaktorban pedig a folyadékelemek a szomszédos elemekkel anyag- és hőkicserélődéstől mentesen haladnak végig a reaktor hosszán. A dugóáram úgy is elképzelhető, mint egy-egy elemi szakaszos reaktor végighaladása a reaktor hossza mentén. Ezen alaptípusokat a 4.98. ábra mutatja be.

[image: 4-98-ábra-STR-PFR]

[bookmark: _Toc334777981]4.98. ábra: Ideális reaktorok típusai

A fenti reaktortípusoktól a valóságban igen sok eltérés lehet, aminek oka lehet például a fluidum- elemek csatornákban történő áramlása, a visszakeveredés a fluidumelemek között, stagnáló (nem kevert) régiók megléte a reaktorban, stb.

Reaktorok igen fontos jellemzői a tartózkodási idő, illetve a tartózkodásiidő-eloszlások (folytonos reaktorokban). Evvel a kérdéssel a kemosztát folytonos fermentációval foglakozó alfejezetben részletesen foglakoztunk (4.4.5.1.1. alfejezet).

Evidens, hogy a reaktorba belépő fluidumelemek különböző utakon haladnak, különböző ideig is tartózkodnak tehát a rendszerben. Lényegében egy belépő fluidumelemnek hármas esélye van:

– vagy azonnal kilép a reaktorból,

– vagy végtelen ideig benne marad,

– vagy valamilyen határozott ideig tartózkodik a reaktorban.

Ezen tartózkodási időket egy eloszlással, a tartózkodásiidő-eloszlással jellemezhetjük[footnoteRef:84]. Ez az E függvény, ami a tartózkodásiidő-eloszlás függvény sűrűségfüggvénye (lásd a (4.192) egyenletet). Nyilvánvaló, hogy a hármas esély figyelembevételével [84:  angol nyelvű irodalomban RTD = residence time distribution] 




	,	(4.341)

vagyis valamennyi ideig (beleértve a zérust is) minden folyadékelem tartózkodik a rendszerben, vagy másképpen fogalmazva, végtelen idő alatt valamennyi folyadékelem elhagyja a rendszert.



Ha t és t + dt közötti időtartamig a rendszerben tartózkodó folyadékhányad, azaz t és t + dt időtartamba eső „korú” folyadékhányad dF, akkor a t1 időnél „fiatalabb” folyadékhányad,



	, 	(4.342)

míg végül a t1-nél idősebb fluidumhányad (lásd 4.99. ábra)



	.	(4.343)

[image: 4-99-ábra-Eértelmezése.JPG]

[bookmark: _Toc334777982]4.99. ábra: Az E függvény értelmezéséhez

Az E függvény alkalmas a reaktorban történő nem ideális áramlási viszonyok jellemzésére is. Az E függvény (amely a tartózkodásiidő-eloszlás sűrűségfüggvénye), illetve az F függvény (a tartózkodási- idő eloszlásfüggvénye) kísérleti meghatározása egyszerű „tracer” technikával megvalósítható.

E módszernél valamilyen zavarást végzünk a reaktorba bemenő anyagáramban, majd a rendszer válaszát vizsgáljuk e zavarásra.

A leginkább használt, legegyszerűbb zavarások: az egységugrás-, illetve az impulzuszavarás (ezeken kívül véletlenszerű és ciklikus zavarásokat is szoktak alkalmazni).

Egységugrás-zavarás esetén valamely „tracer” bemenő koncentrációját pillanatszerűen C-ről Co-ra változtatjuk, majd ezen az értéken tartva, a reaktorból kilépő áramban mérjük a C koncentrációt.

C/C0-t ábrázolásban a válaszfüggvényt nyerjük, amelyet F görbének nevezünk.

[image: 4-100-ábra-F-görbe.JPG]

[bookmark: _Toc334777983]4.100. ábra: Ideális egységugrás, F függvény meghatározása

[image: 4-101-ábra-Dirac]

[bookmark: _Toc334777984]4.101. ábra: Ideális impulzuszavarás, C görbe meghatározása

Ideális impulzuszavarás esetén az ún. C görbét nyerjük, ha normalizáljuk a koncentrációértékeket az alábbiak szerint:



		(4.344)

Az ábrázolt C tehát C/Q minden időpontban.

Zárt edényre (ahol a be- és kilépő ponton nincs visszakeveredés (lásd később), az F, C és E görbék között az alábbi összefüggések állnak fenn:

	C = E,	(4.345)

vagyis az impulzuszavarásra adott normalizált válaszfüggvény éppen megadja a tartózkodásiidő-eloszlás  sűrűségfüggvényét. Másrészt a kétféle „tracer” módszer közötti kapcsolat a következő:



		(4.346)

A tartózkodásiidő-eloszlás sűrűségfüggvényét tehát megkaphatjuk, ha deriválunk egy kísérletileg meghatározott F(t) függvényt. Más szóval az egységugrás-zavarás válaszfüggvényének deriváltja egy impulzuszavarásra kapott válaszfüggvénnyel egyenlő.

Az átlagos tartózkodási idő definiálásával további relációk fedezhetők fel:





	 és kemosztátnál ,	(4.347)

ahol f a térfogatáram a V állandó térfogatú reaktorba és reaktorból. Ekkor levezethető, hogy



	.	(4.348)

A reaktorok két szélső ideális esetére, az ún. dugóárammal jellemezhető reaktorra és a tökéletesen kevert reaktorra a 4.102. ábrán látható grafikus képek nyerhetők a fenti függvények ábrázolásával.

[image: 4-102-ábra-Ideális reaktorválaszok]

[bookmark: _Toc334777985]4.102. ábra: Ideális reaktorok E és F függvényei

Egy eloszlás várható értékét a középértékfüggvény, vagyis az eloszlásfüggvény első momentuma adja meg, ez az átlagos tartózkodási idő:



		(4.349)

Ha kísérletesen határozzuk meg a görbéket, rendszerint nem folytonos görbét, hanem diszkrét pontok sorozatát kapjuk, ekkor az átlagos tartózkodási idő a következőképpen számítható:



		(4.350)

Az eloszlás szórásnégyzete a második momentum segítségével számítható ki, ami diszkrét pontjaival megadott görbe esetén szintén megadható a következőképpen:



		
		(4.351)

4.6.1.1. 	A tartózkodási idő eloszlásfüggvény alkalmazásai

Az RTD sok hasznos információt nyújt egy folytonos reaktorról, annak áramlási, keveredési viszonyairól. Az E és F függvényeket fel lehet használni az ideális viselkedéstől való eltérés mértékének becslésére (a reaktorviselkedés diagnosztizálására). Tekintsük például az ideális CSTR megismert E és F függvényeit. Az ezeknek az egyenleteknek megfelelő elméleti görbéket összehasonlítva az adott rendszerekre kísérletileg kimért E vagy F görbékkel, elképzelést alkothatunk az aktuális rendszer keveredési viszonyairól.

Az ideálistól való eltérések gyakran jól megállapítható okokra vezethetők vissza, csupán a görbék szemrevételezése alapján is. Ehhez tekintsük az alábbi 4.103. ábrát, amelyen feltüntettük az ideális viselkedést és két gyakran előfordulható okot a nemideális viselkedésre.

A középső ábrán olyan nem ideális viselkedés látható, amikor a tracer azonnal megjelenik a kimenő áramban, azaz a rendszer úgy viselkedik, mintha a bemenő térfogatáram egy része kikerülné a reaktort. A jobb oldali esetben pedig az ideálisnál gyorsabb a kimenő áram homogénné válása, azaz nem kevert térfogathányad van a reaktorban, mintegy csökkent az effektív reaktortérfogat.

Az ideálistól eltérő keveredési viszonyok természetesen befolyásolják a reaktorban lejátszódó (bio)kémiai, enzimes, „növekedési” reakciók lefutását is.

Magának a „reakciónak” a lefutása egy reaktorban azonban nem csupán a reaktor fentiekben vázolt makrokeveredési viszonyaitól függ.

Az úgynevezett mikrofluidumok esetében, amelyek szabadon keveredő egyedi molekulákból állnak, mind makro, mind mikro szinten megvalósulhat a tökéletes keveredés CSTR-ben. Vannak azonban ún. makrofluidumok is, amelyekben kis, 1012–1018 molekulát tartalmazó csomagocskák vannak jelen (illetve úgy viselkedik a fluidum, mintha ilyenek lennének), és ezek egymással sohasem keverednek tökéletesen, még kevert reaktorban sem. A két szélső eset elnevezése: maximális vagy teljes keveredés (complete mixedness), illetve teljes szegregáció (complete segregation). A két szélső eset között a mikrokeveredés igen változatos esetei jelenhetnek meg. Sajnos erről az RTD révén már nem nyerhetünk felvilágosítást.

[image: 4-103-ábra-Ideálistól eltérések]

[bookmark: _Toc334777986]4.103. ábra: Eltérések az ideális viselkedéstől

Teljes szegregáció esetével állunk szemben pl. a hősterilezés esetén (részletesen lásd a 4.7. fejezetet), ekkor az egyes sejtek egymástól független csomagocskákat jelentenek, úgy viselkednek, mint sok-sok szakaszos reaktor egy folytonos áramban.

Legyen ilyen komplett szegregáció esetén egy rendszer i-edik komponensének koncentrációja a t időpontban cib(t) egy adott szakaszos reaktorban[footnoteRef:85], amelynek kiindulási összetétele ugyanaz, mint a vizsgálni kívánt folytonos reaktoré. A folytonos esetben E(t)dt jelenti a kifolyóban megjelenő fluidumelemeknek azt a hányadát, amelynek tartózkodási ideje t volt, így ezekben éppen Cib(t) lesz az i-edik anyag koncentrációja. Mindezen fluidumelemeknek koncentrációit összeadva kapjuk meg a folytonos reaktorból távozó fluidumban az  i  koncentrációját, azaz [85:  A b index a szakaszos kifejezés angol megfelelőjére – batch – utal.] 




	.	(4.352)

4.6.1.2. 	Diszperziós modell

Ideális dugóáram esetén egy fluidumelem anélkül halad végig a  csőreaktorban,  hogy a  szomszédos fluidumelemekkel bármiféle anyagkicserélődési folyamat lezajlana. A valóságban azonban gyakorta a szomszédos fluidumelemek között van valamiféle anyagkicserélődés, az áramlás frontvonala nem egyenes, azaz az egymás mellett mozgó fluidumelemek sebessége különböző, ezt visszakeveredésnek (backmixing) vagy axiális diszperziónak nevezzük (4.104. ábra).

[image: 4-104-ábra-axiális diszperzió]

[bookmark: _Toc334777987]4.104. ábra: Dugóáram és axiális diszperzió

Ebben az esetben a tartózkodási idő eloszlásfüggvénye természetesen már nem írható le egyszerűen az átlagos tartózkodási idő értékkel. Az ilyen nem ideális viselkedés leírására szolgál a diszperziós modell és a sorbakapcsolt tökéletesen kevert reaktorokkal történő modellezés.

Először foglalkozzunk a diszperziós modellel. A fludiumelemek hosszirányú (axiális) diszperziójára a Fick-törvény analógiájára írható fel az ún. axiális diszperziós modell:



Fick-törvény a molekuláris diffúzióra: 		(4.353)

ahol  a diffúziós állandó.



Az axiális diszperzióra analóg módon: 	, 	 (4.354)

ahol D az axiális diszperziós koefficiens.







Célszerű dimenziómentes formában felírni a modellt. Ehhez vezessük be a z = x/L mennyiséget, ami a csőreaktor hosszirányában mért koordinátájának a csőhosszal (L) történő osztásával keletkeztethető, és a  dimenziómentes időt, amelyben   az átlagsebesség. Ezekkel a bevezetésekkel a diszperziós modell a következő lesz. Ez most már az ideális dugóáramhoz hozzáveszi a diszperzió okozta torzulást, sebességfluktuációt is.



		(4.355)





Ideális dugóáram esetén  ugyanis , ami egyenértékű az  kifejezéssel.

Fenti differenciálegyenletben D/uL a reaktor (csőreaktor) diszperziós száma, amely minősíti a diszperzió mértéket. Reciproka az ún. (axiális) Peclet-szám. Ezek mértéke minősíti a diszperzió, a visszakeveredés fokát. Ha a diszperziós szám kicsi, nullához tart, azaz D/uL → 0, ami ugyanaz, mint Pe → ∞, akkor elhanyagolható a visszakeveredés, azaz ideális dugóárammal állunk szemben. Ha viszont D/uL→ ∞, vagy ami avval ekvivalens, Pe → 0, akkor nagyon nagy a visszakeveredés, az eset megközelíti a tökéletesen kevert reaktort.



Ha a Pe elég nagy, vagyis D/uL elég kicsi, akkor a diszperziós modellből következő C függvény az alábbi lesz: 



		(4.356)





Ez egy Gauss-féle vagy normáleloszlás-függvénycsaládot reprezentál, amelynek középértéke (átlagos tartózkodási idő) , szórásnégyzete pedig .

Jegyezzük meg, hogy a diszperziós szám, ill. a Pe szám az egyetlen paramétere a görbének, vagyis a diszperziós modell egyparaméteres.





Ha Pe elég kicsi, vagyis D/uL elég nagy, azaz távol vagyunk az ideális dugóáramtól, akkor szintén , de a szórásnégyzet más lesz:



		(4.337)

Ekkor a görbesereget a következő, a 4.105. ábra szemlélteti, amely nem szimmetrikus, mint a Gauss- görbe, viszont jól értelmezhető rajta a két ideális viselkedés és a közöttük történő átmenet is. Ha ugyanebben az esetben az F-görbét ábrázoljuk, a kapott görbesereg a 4.106. ábra szerinti lesz.

[image: 4-105-ábra-Pe-diszperzió]

[bookmark: _Toc334777988]4.105. ábra: Keveredési viszonyok a Pe szám függvényében: C-görbe

[image: 4-106-ábra-Pe-F-ábra.JPG]

[bookmark: _Toc334777989]4.106. ábra: Keveredési viszonyok a Pe szám függvényében: F-görbe

4.6.1.3. 	Ideális reaktorkaszkád

Gyakran lenne kívánatos egy biotechnológiai folyamat megvalósítására csőreaktor alkalmazása, ugyanakkor különböző okok miatt ez nem lehetséges (lásd pl. 6-APA előállítás: 3.7.4. alfejezet). Ilyenkor sorba kapcsolt kevert reaktorokkal lehet megközelíteni a dugóáramú viselkedést.

A reaktorkaszkád-modell minden olyan esetben használható, ha a diszperziós modell is használható, illetve nem vagyunk túl távol az ideális dugóáramtól.





A dimenziómentes idő definíciószerűen az i-edik sorba kötött reaktorra , ami a tankonként változ(tathat)ó tartózkodási idő, míg a teljes rendszerre is definiálható egy tartózkodási idő, ami , és az összes, N db tartályreaktorra vonatkozik. Tekintsünk egy ilyen kaszkádot, amelynek első reaktorába/-ból a térfogatáram legyen f (m3/s), és térfogata pedig legyen V1(m3). A 0. időpontban injektáljunk a reaktorba egy nyomjelzőt, amelynek koncentrációja, miután egyenletesen eloszlott a reaktorban, legyen C0. Bármely időben az anyagmérleg a következőképpen adható meg:

A tracer eltűnésének sebessége = bemenet  – kimenet

Az első reaktorra:



		(4.338)



		(4.339)

és úgyszintén igaz, hogy



	.	(4.340)

A második reaktorra



		(4.341)

integrálás után



	.	(4.342)

N db reaktorra, amelyek összes térfogata VR=NVi, a következő kifejezések nyerhetők:



		(4.343)

Egy ilyen reaktorkaszkád tartózkodási idő eloszlás- és sűrűségfüggvényét ábrázolja a 4.107. ábra.

A grafikonokból látható, hogy a reaktorkaszkád növekvő N esetében egyre inkább megközelíti a dugóáramú viselkedést. A fentieket úgy is felírhatjuk, hogy az egyes reaktorok sűrűségfüggvényének N-edik hatványa adja meg a teljes rendszer sűrűségfüggvényét:



		(4.344)

Ha a kaszkád egyes reaktorai nem egyforma térfogatúak, akkor pedig az egyes elemek szorzatát kell képezni.



		(4.345)

[image: ]

[bookmark: _Toc334777990]4.107. ábra: Egyenlő térfogatú reaktorokból álló kaszkád tartózkodási idő eloszlásfüggvényei

4.6.1.4. 	Diszperziós modell és reakció

Amennyiben egy diszperziós modellel jellemezhető reaktorban (bio)kémiai reakció játszódik le, annak az áramlási, illetve keveredési viszonyokra gyakorolt hatása is figyelembe veendő. Így például elsőrendű kibernetikájú reakció esetére – ilyen például a hőpusztulás – felírva a viszonyokat, a következő összefüggés használható:



	,	(4.346)





ahol , amelyben , az elsőrendű reakció DAMKÖHLER-száma vagy reakciószáma.



Ha a dugóáramhoz eléggé közeli viszonyok jellemzik a reaktort, akkor a kifejezés egyszerűsödik:





, ha pedig ideális dugóáram feltételezhető, akkor .

(Lásd a sterilezéssel foglalkozó 4.7. fejezetet.)



4.6.2. 	Aerob fermentációk bioreaktorai

4.6.2.1. 	Tartályreaktorok

Az aerob fermentációkhoz alkalmazott tartályreaktoroknak két fő típusa van (lásd a 4.79. ábrát). Az egyikben csupán levegőbevezetés történik a reaktorba valamilyen alkalmasan megválasztott levegőztető-levegőelosztó rendszer segítségével, a másikban az előbbiek mellett mechanikus keverést is alkalmaznak. Valójában e két alaptípusnak igen sok változata terjedt el a gyakorlatban. Ma már rendkívül sok, az alaptípusokba besorolható, valamint egyéb elveket felhasználó bioreaktort is alkalmaznak a fermentációs iparokban. E sokféleség teljes körű megismerése messze túlhaladná e jegyzet kereteit, ezért arra törekedtünk, hogy csak néhány jellemző bioreaktor–csoportot, ill. egyedi aerob fermentációs berendezést mutassunk be. E reaktorok többsége olyan, amelyeket valóban használnak üzemi fermentációs célokra, néhány azonban csak kísérleti üzemi léptékben (pilot plant) megvalósult fejlesztés.

Közismert, hogy a legelterjedtebb aerob fermentor hosszú évtizedeken át az elsősorban gyógyszeripari fermentációk céljaira felhasznált kevert-levegőztetett reaktor volt. Felmerül a kérdés, hogy milyen tényezők, milyen célok vezették a bioreaktorgyártók konstruktőreit újabb és újabb reaktortípusok kifejlesztésére.

Amíg a hagyományos gyógyszeripari fermentációk domináltak a fermentációs iparokban, addig a néhány 100 m3-es maximális térfogatú kevert-levegőztetett reaktorok minden tekintetben kielégítették a bioreaktorokkal szemben támasztható speciális igényeket, amelyek a következőkben foglalhatók össze:



– 	Finom diszperzió mind a gáz- és folyadékfázis, mind a szubsztrátok vonatkozásában 
(jó keveredési viszonyok).

– 	Jó anyag- és hőátadási tulajdonságok.

– 	Biztonságos, steril üzemmód lehetősége.

– 	Mechanikai stabilitás.

– 	Minél egyszerűbb konstrukció, üzemmód, ill. üzemeltetés.

– 	Jó „számíthatóság”, azaz a tervezés és méretnövelés szempontjából ismerni kell a rendszert.



A 1970-es években, elsősorban az SCP fermentációs technológiák kidolgozásakor a gazdaságos üzemméret kérdése előtérbe került, a néhány 100 m3-es fermentorok helyett akár néhány 1000 m3-es reaktorok is szükségessé váltak. Például az angol ICI  2300/1560 m3-es reaktort épített metanol alapú SCP előállítása céljára. Ráadásul erre az időre tehető az ún. nem konvencionális szubsztrátok felhasználása iránti érdeklődés növekedése is (cellulóz, szénhidrogének: metán, paraffinok, alkanolok: metanol, etanol). Ha csupán a reaktorok méretnövekedését tekintjük is, nyilvánvaló, hogy valamennyi fenti követelmény nem teljesülhet a keverős reaktorok esetén. Például a mechanikai stabilitás nem képzelhető el többezer köbméteres keverős reaktorok esetében. Ugyangy az új szubsztrátok is felvetnek egy sor problémát a hagyományos keverős reaktorok alkalmazásakor.

Tekintsünk példaként egy hipotetikus SCP üzemet, amelyben metanol C-/energiaforrást használnak fel folytonos kemosztát technológiában. Egy ilyen eljárás akkor lehet gazdaságos, ha a fermentlé mikrobakoncentrációja 2–2,5% körüli, és pl. D==0,2h-1 hígtási sebességet alkalmaznak. Ilyen körülmények között a folyamat produktivitása J=Dx=0,2 h-1·25 kg/m3=5 kg/m3.h. Ha a metanolra vonatkozó eredő hozam YX/S=0,5, akkor ez 10 kg/m3.h metanolfelhasználást jelent. Az adott mikrobára jellemző YO oxigénhozam alapján becsülhető a reaktor szükséges OTR-értéke. Például YO=0,53 kg sejt/kg oxigén oxigénhozam esetén ez az oxigénátadás igény 9,4 kgO2/m3.h. Ilyen oxigén- átadás biztosan nem érhető e1 egy hagyományos gyógyszeripari reaktorban. Láttuk, hogy a fermentáció során képződő metabolikus hő becsülhető az oxigénigény alapján. Példánk szerint ez azt jelenti, hogy a képződött és elvonandó metabolikus hő mintegy 
(9,4 kgO2/m3.h)·(518KJ/mol)·(1000/32mol/kg) =152000 kJ/m3.h (=42,2 kWh/m3h). Ez az igen nagy hőmennyiség a hagyományos duplikátoros, ill. a fermentor belsejébe szerelt csőkgyós hűtőfelületeken a szokásos maximum t=10oC mellett nem igen vonható el. Az ilyen intenziv, nagy oxigénigényű fermentációs technológiák során tehát lényegesen meg kell növelni a hőátadási felületet és/vagy az eredő hőátbocsátási tényezőt. Csupán ezek a szempontok is elegendőek, hogy megértsük, miért volt olyan intenzív fejlődés a múlt század utolsó negyedében ezen a területen.

Igaz, hogy mára a kiváltó alapvető okok – azaz az SCP fejlesztések – megszűntek, belépett ugyanakkor egy új terület, amelynek szintén nagy reaktorok jelentik a gazdaságos mérettartományát. Ez a fehér biotechnológiával kapcsolatos ipari fermentációk területe, itt 200–400 köbméteres reaktorok felhasználásával érhetők el gazdaságos eredmények. Ilyen alkalmazások a bioetanol (anaerob), a tejsav (részben aerob), az ecetsav (aerob), a borostyánkősav (aerob), az 1,3-propándiol (aerob) stb. fermentációk.

A 4.37. táblázat Chisti művéből idézve[footnoteRef:86] a különböző típusú nagyléptékű fermentációk aerob bioreaktoraival szemben támasztott legjellemzőbb igényeket, illetve működési tartományokat foglalja össze. [86:  Chisti, M. Y.: Airlift Bioreactors, Elsevier, London 1989. ] 


[bookmark: _Toc334778169]4.37. táblázat: Bioreaktorokkal szemben támasztott igények a technológia szempontjából

		

		„Termékes” fermentációk

		Szennyvíztisztítás



		Sejttömeg	kg/m3

		10-50

		5



		

		Fonalas gombák

		Baktériumok

		Vegyes tenyészet



		Oxigénigény	kg/m3·óra

		0,5–5

		0,5–5

		<0,5–1



		KLa	h-1

		50

		500

		10–20



		Viszkozitás	Pa·s

		0,1–1,5

		<0,1

		<0,1



		Metabolikus hőtermelés	kW/m3

		3–15

		3–15

		0,03–0,15



		Teljesítményfelvétel	kW/m3

		3–15

		<5

		0,02–0,05







Ebben a jegyzetben legfőképpen a micéliális, illetve bakteriális és élesztőfermentációk bioreaktoraival foglalkozunk, a szennyvíztisztítás reaktorai csak érintőlegesen jelennek meg.

A bioreaktorok logikus csoportostása igen nagy számuk, illetve változatosságuk miatt nagyon nehéz feladat. Érdemi összehasonltásukat nehezti az a tény, hogy gyakran csak a laboratóriumi, ill. ksérleti üzemi léptékekre találhatók meg az ehhez szükséges adatok (üzemi titok), ráadásul az összehasonltás alapjául szolgáló kvantitatv jellemzőket gyakran ismeretlen vagy nem összehasonltható körülmények között mérték ki.

Láttuk, hogy az oxigénátadás szempontjából nagy jelentősége van az egységnyi térfogatba bevitt energiának a keverős reaktorok esetén, de ez ugyanilyen fontos kérdés a csak levegőztetett reaktoroknál is. Az energiabevitel szempontjából a következő esetek különböztethetők meg:



	– energiabevitel mechanikusan mozgatott belső reaktorelemekkel (keverős reaktor),

	– energiabevitel külső folyadékszivattyúval,

	– energiabevitel a komprimált gázzal.



Keverős reaktorok (STR, stirred tank reactor) esetén elsősorban az első és harmadik módon történik az energiaátadás, mg a reaktorok másik fő csoportja, a lécirkulációs vagy hurokreaktorok (LR, loop reactor) esetén főleg a második és/vagy a harmadik energiaátadási mód a jellemző. Utóbbi reaktorcsoportnál a lécirkuláció helye szerint beszélhetünk belső vagy külső lécirkulációról, a lémozgatás megvalósulása szempontjából pedig pneumatikus és mechanikus fermentlé- cirkulációról.

Mielőtt az egyes reaktortpusokat és egy-egy jellemzőt részletesebben ismertetnénk, tekintsük  át a 4.108. és 4.109. ábrát, amelyeken sematikus  ábrázolással feltüntettük a legjellemzőbb reaktor- tpusokat.

[image: 4-108-ábra-tartályreakt1]

[bookmark: _Toc334777991]4.108. ábra: Tartályreaktorok 1.

[image: 4-109-ábra-tartályreakt2]

[bookmark: _Toc334777992]4.109. ábra: Tartályreaktorok 2.

4.6.2.1.1. 	Keverős bioreaktorok (STR)



A keverős reaktorokkal, a hagyományos kevert gyógyszeripari fermentorokkal a 4.5. fejezetben részletesen foglalkoztunk. Ezeket használják fel elsősorban a gyógyszeripari (antibiotikum), valamint az ún. finomfermentációs iparokban (enzimek, nukleotidok, aminosavak, modern biotechnológiai termékek előállítása mikrobákkal (rekombináns idegen fehérjék) stb. előállításánál).

A kevert reaktorok néhány előnyös tulajdonsága meg is határozza felhasználási területüket:

– 	Sok célú felhasználásra alkalmasak, flexibilisek. Bennük szakaszos, félfolytonos, rátáplálásos szakaszos és folytonos fermentációk is megvalósthatóak, ezért az ilyen fermentorok esetén viszonylag könnyű a termékváltás, ugyanabban a reaktorban különböző fermentációs technológiák is realizálhatók.

– 	Széles fermentléviszkozitás-tartományban, 2 Pa.s viszkozitású és nem newtoni fermentlevek esetén is felhasználhatók. Így fonalas mikroorganizmusok, valamint poliszacharid fermentációk megvalóstására szinte kizárólag ilyen reaktorokat alkalmaznak.

– 	A legismertebbek mind az anyagátadás, mind a méretnövelés összefüggései vonatkozásában is. Hátrányos jellemzőik között az alábbiak a legfontosabbak:

– 	viszonylag kis, néhány l00 m3 térfogatú fermentorok esetén valósthatók meg. Régebben e mérethatárt 100–150 m3-ben jelölték meg, ma ismerünk 350–450 m3-es keverős reaktorokat felhasználó fermentációs technológiákat is. Az előbbiek esetén karcsú, nagy magasság/átmérő arányú reaktorokat alkalmaznak, míg a nagyobbaknál tömzsi, korpulens reaktoralakok a jellemzőek, amint a 4.110. ábra szemlélteti.

– 	Az előző kérdéssel összefügg az a korlátjuk, hogy csak mintegy 2 VVM[footnoteRef:87] levegőztetés valóstható meg maximálisan e reaktorokban. Nagyobb értékeknél a keverő ”megszalad” (ez az elárasztás), olyan mintha levegőben forogna, a gázbuborékok diszpergálás nélkül haladnak  át a reaktoron. [87:  A VVM a fermentációs gyakorlatban alkalmazott legelterjedtebb megadása a levegőztetés mértékének, az egységnyi fermentlé-térfogatba bevitt levegőtérfogat percenként (volume/volume/min, m3/m3.perc).] 


– 	A hőelvonás problémát okoz különösen nagyobb reaktoroknál, mert a reaktorok térfogatának növekedésével a fajlagos felület csökken, és gy csak korlátozott nagyságú hőátadó felület épthető be. Bizonyos méret felett csak a fermentlé külső hőcserélőn történő  átvezetésével oldható meg a hőelvonás.

– 	A kevert bioreaktorokban elérhető OTR-érték viszonylag alacsony, tpustól függően 2–5 kgO2/m3h, és az oxigénátadás energiaigénye is magas, szintén tpustól függően 0,8–2 kg O2/kWh[footnoteRef:88] tartományba esik. [88:  Ez az OTR mellett a második legfontosabb jellemzője a levegőztetés hatékonyságának, ez az ún. energiafajlagos, ami megadja, hogy egy kWh energiabevitellel mennyi oxigénoldódás érhető el.] 


– 	A keverő hajtóműtengelyét (mind alsó, mind felső meghajtás esetén úgy kell a fermentortérbe vezetni és csapágyazni, hogy a steril működés feltételei biztostva legyenek. Régebben ezt úgy oldották meg, hogy két tömszelencét, ill. ajaktömítést alkalmaztak, amelyek közé gőzt vezettek, és ez a gőzzár biztosította a sterilitást. Ma a legelterjedtebb steril tengelyvezetést a csúszógyűrűs megoldás jelenti (lásd a 4.7.6. alfejezetet). A steril tengelyvezetés szükségessége a keverős reaktorok esetén fokozott gondot okoz a készülékek üzemeltetése és karbantartása során.

[image: 4-110-ábra-karcsúéskorpulens]

[bookmark: _Toc334777993]4.110. ábra: Karcsú és korpulens reaktor

A gyógyszeriparban legelterjedtebben alkalmazott keverős fermentor tipikus őspéldáját mutatja be a 4.111. ábra. Ilyeneket használtak az 1950–60-as években. Ezek szerkezeti anyaga rendszerint még a savaknak nem eléggé ellenálló és sok iont leadó, és ezért sokszor a mikrobaszaporodást befolyásoló szénacél volt. Ezekben a reaktorokban legtöbbször az egyenes lapátú, nyitott turbinakeverőket használták fel keverőelemekként, és még tömszelencés tengelytömítéseket alkalmaztak. Az oxigénátadás hatékonysága e fermentorokban elsősorban a keverősebesség, illetve a levegőáramlási sebesség függvénye, a levegőelosztó kialakításának (amely általában lyuggatott csőlíra vagy egyszerű fúvóka) kisebb jelentősége van. A gyógyszeripari fermentoroknál a karcsú HL/DT 1,5–3 méretarány dominál, míg a többszáz köbméteres keverős reaktoroknál ez az arány 1 körüli. A modern kevert levegőztetett reaktorok megtartották az őstípus fontosabb jegyeit, de szerkezeti anyagukat (rozsdamentes acél), a tengelytömítést (csúszógyűrű) és a változtatható fordulatszámú keverőt tekintve eltérnek a régi típusoktól. Ilyen modern keverős reaktorokat láthatunk a 4.112a–4.112d. ábrákon.
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[bookmark: _Toc334777994]4.111. ábra: Az 1950–60-as évek kevert/levegőztetett fermentora

[image: 4-112a-ábra-standard]

[bookmark: _Toc334777995]4.112a. ábra: „Standard” keverős fermentor és fordítóhengeres változata[footnoteRef:89] [89:  Ez a két reaktor eredetileg a svájci Chemap cég invenciója volt. A cég ma nem létezik, a reaktorokat átvette a B. Braun cég. Gyakorlatilag a ma használt alsómeghajtású fermentorok standardját reprezentálják.] 


[image: 4-112b-ábra-nbs-infors]

[bookmark: _Toc334777996]4.112b. ábra: NBS-termelő és Infors kísérleti üzemi léptékű alsómeghajtású keverős fermentorok

[image: 4-112c-ábra-B]

[bookmark: _Toc334777997]4.112c. ábra: Nagylaboratóriumi és kísérleti üzemi léptékű B. Braun alsómeghajtású fermentorok

[image: 4-112d-ábra-japánferm.jpg]

[bookmark: _Toc334777998]4.112d. ábra: 240 köbméteres üzemi fermentorok nátriumglutamát technológiában, Japán 

A gáz/folyadék diszperzió, a keveredési viszonyok, ill. az oxigénátadás javítása céljából a keverős reaktoroknak egy sor továbbfejlesztett változatát is ismerjük. Így a 4.113. ábrán a klasszikus Vogelbusch-fermentor látható (VB-EB4), amelynél a komprimált levegőt a csőből kialakított keverőtengelyen vezetik a készülék alján levő keverőelemekbe. Az elemek oldalán kiképzett nyílásokon (hasíték) a forgási irányban levő oldalon történik a levegőbuborékok kiáramlása, amelyeket azután a gyorsan forgó keverőelemek finoman diszpergálnak a fermentlében. Azért, hogy megakadályozzák a teljes fermentlének a keverővel való együttforgását, és hogy a turbulenciát fokozzák, a keverőelemek felett egy fékező lemezrendszert alakítottak ki. E reaktorban a levegő térfogatáramától és a keverési sebességtől függően 3,6–4,1 kg O2/m3.h OTR érhető el 1–4 kgO2/kWh energiafajlagossal[footnoteRef:90], és körülbelül 20% kihasználtsággal. E rendszerrel legfeljebb 6 m magas és 220 m3 térfogatú reaktorok készíthetők. Vogelbusch rendszerű berendezéseket elsősorban a pékélesztő előállítására használják. [90:  Az energiafajlagos az OTR mellett a másik fontos jelzőszáma egy levegőztetőnek: mennyi oxigén vihető be a rendszerbe egységnyi energiabevitellel. A harmadik jellemző az oxigénkihasználás, ami megadja, hogy a rendszerbe bevezetett oxigénnek milyen hányada hasznosul, azaz oldódik valóban a fermentlében.] 


[image: 4-113-ábra-Vogelbusch levegőztető.JPG]

[bookmark: _Toc334777999]4.113. ábra: Vogelbusch levegőztető

A valódi (azaz zárt házban üzemelő) turbinakeverőket alkalmazó fermentorok esetében kétféle megoldás ismert. A felső légbeszívású reaktoroknál a turbina önbeszívó, tehát a levegőztetéshez nem szükséges komprimált levegő felhasználása, míg az alsó légbefúvásúaknál természetesen komprimált levegőt kell felhasználni. Az előbbi esetre példát mutat be a 4.114. ábrán látható FRINGS acetátor, amelynek turbinakeverő rendszerét és üzemi reaktorát láthatjuk. Ilyen reaktorokat szintén elsősorban élesztőgyártási céllal, valamint alkoholból történő ecetgyártásra használnak fel (innen ered a neve).

E fermentor csak 0,3–1 VVM levegőztetésre képes, és az elérhető OTR a turbina fordulatszámától függően jellemzően 2–2,5 kgO2/m3.h., de  mértek 5 kg O2/m3.h OTR-t is 100 m3-es reaktor esetében 2,2 kgO2/kWh energiafajlagossal. Az önbeszívó, valódi turbinás reaktorok esetében a reaktor mérete limitált, maximálisan 5 méter magas, és így körülbelül maximálisan 150 m3 térfogatú lehet. Jellemző az igen magas oxigénkihasználás, akár 35–45% is lehet.

[image: 4-114-ábra-Frings Acetator]

[bookmark: _Toc334778000]4.114. ábra: FRINGS keverőrendszer és üzemi fermentor képe

Alsó légbeszívású turbinakeverő rendszert alkalmaz a 4.115. ábrán látható Electrolux[footnoteRef:91] gyártmányú fermentor, amely mintegy átmenet a belső lécirkulációjú hurokreaktorok felé, hiszen ebben egy fordítóhengert alkalmaznak a kényszeráramlás kialakítására. [91:  A svéd Electrolux cég bioreaktor-gyártására jelenleg már nem található utalás, a cég utóda a szintén svéd NOVAFERM, ami gyárt alsómeghajtású mágneses keverős fermentorokat. ] 


[image: 4-115-ábra-Alsóturbina.JPG]

[bookmark: _Toc334778001]4.115. ábra: Alsómeghajtású valódi turbina-keverőrendszer (Electrolux)

A keverés funkcióival foglalkozva megállapítottuk, hogy annak egyik legfontosabb feladata a jó gáz/folyadék diszperzió, azaz a nagymennyiségű kis  átmérőjű buborék előállítása. Ez a primer gázelosztás ún. nem koaleszkáló (buborékegyesülést nem elősegítő) fermentlevek esetén elegendő, az elsődlegesen képződött buborékok áthaladva a rendszeren egyesülés nélkül hagyják el azt. Koaleszkáló fermentleveknél azonban a buborékegyesülés nagymérvű lehet, ami csökkenti a gáz hold up értékét, és ezáltal rontja az oxigénátadást. Ennek megakadályozására gyakran olyan elemeket építenek a reaktorokba, amelyek az egyesült buborékokat újra felaprózzák, azaz elősegítik a másodlagos gázdiszperziót. Ilyen megoldásokat láthatunk a 4.112a. ábrán, ahol olyan fordítóhengert építettek a reaktorba, amely mind a keverőelemek síkjában, mind két keverőelem középvonalában nyílásokat tartalmaz speciális keveredési, ill. áramlási képet – a fermentlé kényszeráramlását – létrehozva, amely elősegíti a buborékok újraeloszlatását. A 4.116. ábrán pedig egy szitatányéros keverős reaktor látható, amelyben a szitatányérok buborékaprító hatásával érik el ugyanezt a hatást.

[image: 4-116-ábra-szitatányéros.JPG]

[bookmark: _Toc334778002]4.116. ábra: Szitatányéros fermentor

4.6.2.1.2. 	Hurokreaktorok (LR)



A mechanikus keverést nem alkalmazó aerob bioreaktorok konstrukciós szempontból legegyszerűbb formája a buborékkolonna (4.117. ábra), amelyben a levegőztetés megvalósítása a készülék alján elhelyezett gázelosztón történik. Ezzel a típussal részletesen nem foglalkozunk, a következőkben a pneumatikus lémozgatású hurokreaktorokra elmondottak ugyanis jórészt érvényesek e típusra is. Annyit érdemes megjegyeznünk, hogy a buborékkolonnák oxigénátadása elsősorban a gázelosztó kiképzésétől, ezen keresztül a buborékok nagyságától függ (lásd később). Az egyszerű buborékkolonnák esetében a HL:DT arány 3 tól akár 20-ig is terjedhet, jellemző OTR-tartományuk 1–4 kg O2/m3.h igen jó energiafajlagossal: 1,5–2,5 kgO2/kWh.

A buborékkolonnák egy ősibb megvalósulása az úgynevezett sugárcsöves levegőztető, amelynél a felül bevezetett levegőztető cső a fermentortartály alján egy perforált csőrendszerre oszlik szét, amint a 4.118. ábra vázlatosan mutatja. Ezekre a fermentorokra jellemző, hogy nem túl magasak, azaz a fenti aránytartomány alján van HL:DT arányuk. Ma is alkalmazzák őket a pékélesztőgyártásban.

[image: 4-117-ábra-buborékkolonna.JPG]

[bookmark: _Toc334778003]4.117. ábra: Buborékkolonna

[image: 4-117a-ábra-airlift BIOSTAT.jpg]

[bookmark: _Toc334778004]4.117a. ábra: Egyszerű air lift reaktor (B.Braun, BIOSTAT)

[image: 4-118-ábra-sugárcsöves]

[bookmark: _Toc334778005]4.118. ábra: Sugárcsöves reaktor

A valódi hurokreaktorok alaptípusát a 4.109. ábra 5. rajza szemlélteti, valamint a 4.117a. ábra. Működés közben az utóbbit a 4.6. videoklipen láthatjuk. Ez a levegőztetett tartály ebben az esetben belső lécirkulációjú pneumatikus elvű hurokreaktor, amelyben a folyadékmozgás hajtóerejét a reaktortér gáz/folyadék diszperziójának a kerülővezetékben levő buborékszegény folyadéknál kisebb sűrűsége szolgáltatja. A folyadék főtömegében felszálló buborékok jó része ugyanis a fermentlé felszínén szétpattan, így főtömeg  kerülővezeték alakul ki.

E reaktort és a hasonló felszálló buborékmozgással jellemezhető hurokreaktorokat airlift vagy léglift reaktoroknak is nevezik.





[bookmark: _Toc334778101]4.6. videó: Airlift reaktor működése

A hurokreaktorok (beleértve az egyszerű buborékkolonnát és a sugárcsöves reaktort is) számos előnnyel bírnak a kevert reaktorokkal szemben. Ezek az előnyök a következők:

– 	Könnyebb a sterilitás fenntartása, mivel nincs keverőtengely-bevezetés.

– 	Nagyon nagy fermentorok is készíthetőek, ui. nincs motorméret, keverőtengelyhossz és ezek súlya okozta felső statikai határ.

– 	Hűtési igény 20–35%-kal kisebb, mert nincs mechanikus eneregiabevitel (természetesen pneumatikus úton van energiabevitel itt is).

– 	Mivel nincs keverőmű, nincs erőátvitel, kevesebb acélfelhasználás jellemzi, ezért olcsóbb a bioreaktor.

– 	A meghajtó motor, áttétel, csapágyazás és tömítés fenntartási költségei hiányoznak.

– 	A változtatható levegőztetésű reaktor olyan, mint egy változtatható keverésű, de motor és meghajtási zaj nélkül. Tehát csendesebbek is.

– 	A légkompresszorok akár gőzmeghajtásúak is lehetnek: ez költséghatékonyságot növelhet, illetve rövid áramszüneteknél sincs kiesés az oxigénellátásban.

E reaktorok esetében az oxigénátadás elsősorban a folyadéktulajdonságoknak, a folyadékmozgás intenzitásának és a buborék hold up-nak a függvénye. A folyadéktulajdonságok tekintetében a hurokreaktorok jellemzője az, hogy csak kis viszkozitású  ( 2 Pa.s), elsősorban newtoni viselkedésű fermentlevek kezelésére alkalmasak, ezért elsősorban egysejtű mikrobák tömegtenyésztésére használják fel őket (élesztőfermentáció, SCP-fermentáció).

A folyadékmozgatás szempontjából belső vagy külső lécirkulációjú hurokreaktorokról beszélhetünk, amelyekben felfelé vagy lefelé történő elsődleges buborékmozgást hoznak létre. A levegőbevezetés megvalósítása, ill. az energiaátadás céljából az air lift rendszerű hurokreaktorok (ALR) esetén ún. statikus levegőelosztókat alkalmaznak. Ezekre jellemző, hogy a komprimált levegőt lehetőleg minél kisebb méretű lyukakon vezetik  át, hiszen a hold up fordítottan arányos a buborékátmérővel.

A levegő nyomásesése az air lift rendszerekben



	,	(4.347)

ahol	ps a levegőelosztón mérhető nyomásesés,

	ph a levegőztető feletti fermentlé hidrosztatikai nyomása.



A ps függ a statikus levegőelosztó lyukméretétől. Minél kisebb lyukak lennének kedvezőek az oxigénátadás szempontjából, de ekkor a gázbevezetés energiaigénye igen megnő ps növekedése miatt. Az ilyen reaktoroknál nagy folyadékmagasságot alkalmaznak (HL/DT arány akár 20 is lehet), hogy C* növekedése kedvezően befolyásolja az OTR értékét, ez azonban szintén az energiabevitel növelését igényli. Láthatóan tehát e reaktortípusok esetén is az egységnyi térfogatba bevitt energiaértéknek van döntő hatása a jó oxigénátadásra. Ez az érték az air lift reaktorok esetében



	,	(4.348)

ahol	F a gázsebesség (m3/s),

	g a gáz sűrűsége,

	0,06 a gáz kinetikus energiájának ekkora hányada adódik át a folyadéknak a gázelosztón, azaz mindösszesen 6%-a.

	V0 a lineáris gázsebesség a levegőelosztón és

	P0 a bemenő levegő nyomása a levegőelosztónál, és P a légköri nyomás,

	M=29, a levegő móltömege.



A hurokreaktorok egy másik csoportjánál ún. dinamikus gázelosztókat alkalmaznak, az ilyen reaktorokat jet hurokreaktoroknak nevezzük (JLR). Itt a fentieken kívül többletenergia-bevitel is történik. Nem elsősorban a gáz, hanem a folyadéksugár kinetikus energiája az, ami a gázeloszlatást, ill. az anyagátadást meghatározza. Ebben az esetben tehát az előző egyenlet energiakifejezéséhez hozzá kell számítanunk a folyadéksugár-energiát is, ami a következő kifejezéssel adható meg:



	,	(4.349)

amelyben FL a folyadéksugár térfogatárama  és DN a folyadéksugár injektor átmérője.



Mindkét alaptípusnál (ALR és JLR) a gáz hold up az anyagátadás elsődleges meghatározója. Azt találták, hogy a hold up



	,	(4.350)

ahol ug a lineáris gázsebesség.



Kis gázsebességnél (0,05 m/s), ha tehát statikus levegőelosztót alkalmaznak, akkor úgynevezett buborékos  áramlás jön létre, és n 0,7–1,2 közötti értékű, míg nagy gázsebességeknél (0,05 m/s), vagyis dinamikus levegőelosztók, ill. 1 mm-nél nagyobb lyukú statikus levegőelosztók esetén (például a sugárcsöves esetben is) úgynevezett „habzó” turbulens buborékmozgás alakul ki, és n 0,5– 0,7 között lesz. Minél nagyobb a gázsebesség, annál kevésbé növelhető tehát a hold up a gázsebesség növelésével. A statikus és a dinamikus levegőelosztók néhány példáját mutatja be a 4.119. ábra.

[image: 4-119-ábra-levegőelosztók]

[bookmark: _Toc334778006]4.119. ábra: Air lift és jet reaktorok dinamikus és statikus levegőelosztói

Igen intenzív levegőztetést biztosít az ICI által egysejtfehérje előállítására kialakított ún. Pressure Cycle Reactor (4.120. ábra), amely külső cirkulációjú air lift reaktor. A 40 m3-es berendezésben 1000 tonna SCP-t tudtak előállítani évente metanol szubsztrát felhasználásával. Az 5–15 kg/m3.h OTR- értéket az intenzív cirkuláció és a nagy magasság okozta nagy hidrosztatikai nyomás biztosítja.

A készülék alján adagolhatók a friss tápanyagok, ahol a legnagyobb az oxigén abszorpciója, míg a deszorpció a készülék tetején a legnagyobb, és így itt szabadul fel az  áramló fermentléből a szén-dioxid legnagyobb része. Az eredetileg pilot plant léptékűnek szánt reaktort később (1980-as évek vége) Fusarium gombának humán táplálkozási célú tenyésztésére alkalmazták. (QUORN)

Az ICI belső cirkulációjú PCR-át is kifejlesztette (4.121. ábra), amelynek hasznos térfogata 2300 m3, és amelyben 70 000 t/év SCP volt előállítható metanolbázison.  (ennek a terméknek PRUTEEN volt a kereskedelmi neve). A 60 m magas készülék 55 m magasságig van feltöltve fermentlével. Az áramlási viszonyok és az oxigénátadás javítása céljából a készülékben 19 szitatányért helyeztek el, amelyek a gázbuborékok intenzív rediszperzióját biztosítják. Ezek nélkül ugyanis a hosszú buborékút alatt erőteljes lenne a buborékegyesülés (a csökken, az oxigénátadás romlik). Mivel ilyen hatalmas térfogatban igen nehéz gyorsan és egyenletesen eloszlatni az  átalakítandó C-/energiaforrást, ezért mintegy 1000 (!) helyen adagolják egyidejűleg a szubsztrátot a reaktorcső mentén. A PCR igen jó oxigénátadását elsősorban a kedvező áramlási viszonyok (buboréksebesség: 0,015–0,03 m/s; léforgatási idő: 6–30/h; lésebesség: 0,2–1 m/s), másrészt az oxigénoldhatóságot növelő 5–6 bar hidrosztatikai nyomás biztosítja.Az oxigénátadás mértéke 8 kg/m3.h, amelynek energiaigénye is kedvező, csupán mintegy 0,3 kWh/kgO2 értékű. A készülék méreteit jellemzi, hogy 2–10 perces cirkulációs idejű a folyadékmozgás.

Egy valóban extrém méretű hurokreaktort mutat be a 4.122. ábra. Ezen az ICI Deep Shaft reaktorát (amelyet időnkét Vertical Shaft néven találhatunk a szakirodalomban) ábrázoltuk, amelyet biológiai szennyvíztisztítás céljaira fejlesztettek ki. A reaktorcső 136 m hosszúságú és átmérője 0,5 m alatti (földbe  ásva „állították fel” Ithacában az USA egy szennyvíztisztító telepén).

Működése teljesen hasonló a PCR-hoz, kivéve, hogy ebben a levegő nagy részét a lefelé  áramló ágba vezetik. A cirkuláció megindításához és stabilizálásához a külső, felfelé áramló ágba is vezetnek kevesebb mennyiségű levegőt. A buborékok nagy tartózkodási ideje, a nagy nyomás és a turbulencia jó oxigénátadást biztosít, amelyet mintegy 2 kg/m3.h OTR-érték jellemez. A bevezetett oxigénnek több mint 90%-a ténylegesen oldódik a fermentlében, és az energiafajlagos mintegy 3 kgO2/kWh. Összehasonlításul megemlítjük, hogy a szokásos eleveniszapos szennyvíztisztítóknál az oxigén- hasznosulás csak 10% körül van. Egy ilyen reaktorral megtisztítható egy kb. 50 000 lakosú város kommunális szennyvize. Hagyományos módszerekkel több ha területű szennyvíztisztító telepre lenne szükség.[footnoteRef:92] [92:  Az ICI 1990-től ZENECA néven működött, „nagy-biotechnológiai” tevékenységével valószínűleg felhagyott. A 2300 m3-es reaktorban a Pruteen-termelés hamar abbamaradt, később PHA-termelésre használták (BIOPOL), de ennek a biopolimernek a gyártását is átvette 1999-ben a MONSANTO.
2006-ban még a mérnöki teljesítmény csúcsai között említik. Jelenleg nem sikerült az eredetileg az angliai billighami üzemben felállított PCR nyomára bukkanni, feltehetőleg lebontották. Szennyvíztisztító Deep Shaft reaktorok ma is működnek.] 


[image: 4-120-ábra-ICI-PCR]

[bookmark: _Toc334778007]4.120. ábra: Pressure Cycle Reactor (pilot plant méret)

[image: 4-121-ábra-PCR-nagy]

[bookmark: _Toc334778008]4.121. ábra: Az ICI Pressure Cycle reaktora metanol alapú SCP gyártásra

[image: 4-122-ábra-deep shaft]

[bookmark: _Toc334778009]4.122. ábra: Deep Shaft PCR szennyzvíztisztításra

Külső lécirkulációjú mechanikus lémozgatású jet reaktor a Vogelbusch IZ reaktora (4.123. ábra) és a magyar gáz/folyadék érintkeztetési szabadalom alapján működő HTPJ (High Turbulence Plunging Jet) merülősugaras bioreaktor. Utóbbinak steril üzemű prototípusa a BME Mezőgazdasági Kémiai Technológia Tanszékén lett felállítva 1987-ben.

Az IZ reaktor esetében speciális keringtető szivattyút alkalmaznak a változó sűrűségű gáz/folyadék diszperzió szállítására. Ebbe egy szeparátorrészt építettek a fermentlé gáztartalmának csökkentésére. A készülék tetejére felnyomott lé egy fúvókán (amelyhez a friss levegő hozzávezetése is történhet, de „önfelszívó” módon is üzemelhet) szabad sugár formájában ömlik ki és csapódik be a folyadék főtömegébe. A berendezés nagy előnye az elérhető 12 kgO2/m3.h OTR, amely sejttömeg-tenyésztésre is alkalmassá  teszi. A külső cirkulációs körbe épített csőköteges hőcserélő biztosítja a metabolikus hő elvezetését.

[image: 4-123-ábra-VB-IZ reaktor]

[bookmark: a_4_123][bookmark: _Toc334778010]4.123. ábra: Merülősugaras Vogelbusch IZ reaktor

A merülősugaras fermentorok legfontosabb jellemzője és az oxigénátadást meghatározó paramétere a fúvóka és a folyadékfelszín közötti távolság, a folyadéktartály geometriai kialakítása, a fúvóka kiképzése és  átmérője, a kialakuló folyadéksugár átmérője és sebessége, valamint a sugárnak a fúvókától a folyadékfelszínig történő kiszélesedése, felbomlása. Valamennyi ilyen reaktorban az oxigénátadás három régiója különböztethető meg:

– a gázfázison keresztülhaladó szabad folyadék sugárba  történő anyagátadás,

– anyagátadás a folyadék felszínen, és

– buborékból történő oxigénátadás a folyadék főtömegében.

Miközben a szabad folyadéksugár eléri a folyadékfelszínt, bizonyos mértékben felbomlik, felülete felborzolódik, és a sugárfelszín közelében levő gázmolekulákat magába zárja, illetve felgyorsítja, és így nagymennyiségű gázt visz a folyadékfelszín alá. Így tulajdonképpen a harmadik hatás az oxigénátadás meghatározója e reaktorokban. A magyar berendezésre (300 literes, Pilot Plant léptékű változatának fotói a 4.125. ábrán láthatók) különösen jellemző a kis  átmérőjű koherens folyadéksugár, valamint az, hogy a becsapódó sugár a folyadék belsejében kavitációs (folyadék-nyomás-ingadozás, pulzálás) hatások révén nagymennyiségű kis átmérőjű buborékot hoz létre. Azt találták, hogy a merülősugaras reaktorokban a keveredési idő kisebb, mint a folyadéktartályban mérhető  átlagos tartózkodási idő, így e reaktorok igen jól átkevertek. Mindezek a tényezők biztosítják az igen intenzív oxigénátadást. A magyar HTPJ berendezésben vizes modellrendszerben 35–55 kgO2/m3.h OTR is elérhető. 

A merülősugaras levegőztetési elv nagy előnye különösen szennyvíztisztítási célra történő felhasználás esetén, hogy a reaktorok korlátlan méretűek lehetnek, lehetséges pl. egy több ezer m3-es reaktor palástja mentén körben több fúvóka, ill. cirkuláltató kör elhelyezése, vagy nagyobb levegőztetett kádak esetében a szegmensenkénti levegőztetés (172.  ábra).

[image: 4-124-ábra-bubképződés]

[bookmark: _Toc334778011]4.124. ábra: Folyadékbehatolás és buborékképződés a merülősugaras reaktorban

[image: 4-125-ábra-HTPJ reaktor]

[bookmark: _Toc334778012]4.125. ábra: 300 literes HTPJ reaktor a BME MGKT Tanszéken

[image: 4-126-ábra-nagy merülősugaras reaktorok]

[bookmark: _Toc334778013]4.126. ábra: Merülősugaras levegőztetők elhelyezése nagy reaktorok esetén

 4.6.2.2. 	Oszlopreaktorok, csőreaktorok

A tartályreaktorok jelentik a biotechnológiában használt reaktorok leginkább használt és legtöbbet tanulmányozott típusát. A biológiai eljárások között azonban számos olyan rendszer ismeretes, amelyeket dugószerű áramlással jellemezhetünk. A dugóáramlású reaktorokban a fluidum- részecskék hosszanti (horizontális) irányban nem keverednek az áramlás során, ez az egyik fő különbség a STR és a PFR között. Ezért általánosságban nem tökéletesen kevert rendszerként írhatóak le. A beáramló közeg összetétele a tengely mentén egy bizonyos koncentráció- gradiensnek megfelelően változik. A rendszer tehát, amint azt láttuk, hasonló egy végtelen sok elemből álló kevert tartályos rendszerhez, ahol az elemek között az áramlás folyamatos.

Korábban a csőreaktorok alkalmazása a bioeljárásokhoz nagyon nehéznek, ha nem egyenesen lehetetlennek tűnt, különösen az aerob folyamatok esetében, ahol a levegőztetés miatt a visszakeveredés szerepét jelentősnek gondolták. Azonban a kémiai reakciók viselkedésének törvényei analógiájára megfogalmazott elméleti meggondolások a PFR-ok számos lehetséges előnyére mutattak rá. A dugóáramú reaktorok egyszerű berendezések, jól meghatározott áramlással, holt terek nélkül, ezért viszonylag könnyebben méretnövelhetők. Számos biotechnológiai eljárásban jól alkalmazhatóak, így rögzített enzimes, bizonyos egysejtfehérje és  antibiotikum, valamint poliszacharid előállításoknál és szennyvíztisztítási eljárásoknál, valamint olyan komplex folyamatok  esetében, amelyek esetében inhibíció vagy katabolit represszió lép fel. Ezeknél a PFR-k alkalmazása esetenként kedvezőbb hozamot és magasabb konverziót eredményezhet, mint kevert tartályreaktorok esetén. A tartály falára lerakódó szilárd részek (falnövekedés, szilárd szubsztrátok, polimer metabolitok), a mechanikusan kevert tartályokban kialakuló erős nyíróerők hatására bekövetkező esetleges sejtkárosodások és a habzás nem jelentkeznek dugóáramú reaktoroknál. A dugószerű áramlású folytonos reaktorok bizonyos egyszerű növekedési folyamatoknál kedvezőbbek, mint a folytonos kevert tartályreaktorok, különösen komplex kinetika (S- és P-inhibíció) és bizonyos termékformák esetén (pl. ahol a sejtek öregedésével számolni kell).

Érdemes megemlíteni, hogy a csőreaktorok a természetben elterjedtek, ezeknél gyakran a folyadék áramlásával párhuzamosan zajlik a reakció (pl.: folyók, kapillárisok, növényi és állati szervezet szállító rendszerei: érrendszer, nyirokrendszer). Habár a természet a technológiától eltérő optimalizálási stratégiát követ, azért ez az analógia jól mutatja a csőrektorok térhódításának lehetőségeit a jelen és a jövő biotechnológiájában.

A csőreaktorok esetében hátrányokkal is számolnunk kell. Ilyen hátrány az, hogy kereskedelemben nemigen kaphatóak, előállításuk komplikáltsága ez idáig gátja volt a dugóáram elméletének ipari alkalmazása előtt. Ez különösen igaz az aerob tenyésztésekre, mivel itt intelligens berendezésre van szükség a dugószerű áramlás és a jó levegőztetés egyidejű megvalósításához. Továbbá a pH konstans értéken tartása is nehézségeket okoz. Ezen túlmenően, biztosítani kell a rendszerből kimosódott mikrobák folyamatos pótlását vagy visszavezetését is, azaz állandóan újra kell oltani a rendszert. Ezek a hátrányok ahhoz vezettek, hogy a csőreaktorok nem terjedtek el az iparban annyira, mint a folytonos kevert tartályreaktorok.

A csőreaktoroknak két alapvető típusa van: a töltet nélküli csőreaktor és a töltött ágyas csőreaktor (oszlopreaktor is lehet) amint a sematikus 4.127. ábra szemlélteti.

[image: 4-127-ábra-csőreaktorok.jpg]

[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: _Toc334778014]4.127. ábra: Töltet nélküli és töltött csőreaktor

Ha us a lineáris felületi sebesség, azaz a csőben áramló fluidum térfogatáramának és a csőkeresztmetszetnek a hányadosa, akkor felírhatjuk a sejttömeg-növekedést kifejező konstitutív egyenletet:





	, amelyben 	(4.351)

us= lineáris felületi sebesség, A = a reaktor keresztmetszete, F = a térfogatáram a reaktorban.

A szubsztrát fogyására  is felírhatjuk a konstitutív egyenletet:



		(4.352)

Abban az esetben, ha us = állandó, azaz az áramló fluidum sűrűsége állandó, akkor





	 és .	(4.353)

Bevezetve a dimenziómentes (karakterisztikus) idő fogalmát (), felírható, hogy







	,          ,          .	(4.354)

A kezdeti és végső peremfeltételek az alábbiak, amelyekkel, ha a konstitutív egyenleteknek valódi tartalmat tudunk adni, meg lehet oldani a mérlegegyenleteket:



	Z = 0	Z = L

	 = 0	 = L / u

	X = X0	X = Xf

	S = S0	S = Sf



Ha összehasonlítjuk a szubsztrátkoncentráció, mikrobakoncentráció és a termékkoncentráció változását az időben az ideális csőreaktor és a folytonos üzemű kemosztát kevert reaktor esetén, azt állapíthatjuk meg, hogy az ideális kevert tartályreaktornál a kezdeti szubsztrátkoncentráció pillanatszerűen lecsökken a végső kilépési koncentrációra. A csőreaktor esetén ez nem így van, hanem a kezdeti koncentráció szép lassan egy folytonos függvény szerint csökken le a végső kilépési koncentrációra a cső hossza (az ábra szerint a karakterisztikus idő) függvényében. (4.128. ábra). Ezért olyan fermentációk esetén, amikor szubsztrátinhibíció lép fel, akkor nyilván a CSTR, ha pedig termékinhibíció jellemzi a rendszert, akkor a PFR az ideális reaktormegoldás.

Az egyik alapvető probléma a tenyésztéses csőbioreaktorok alkalmazásánál a sejtpopuláció biztosítása a bioreaktor bemenetén, azaz a folyamatos újraoltás. Ez a reaktorból kilépő tenyészet részleges visszatáplálásával oldható meg.

[image: 4-128-ábra-cstr és pfr.jpg]

[bookmark: _Toc334778015]4.128. ábra: Szubsztrát- és termékkoncentráció-változás CSTR és PFR rendszerben

A töltött oszlopreaktoroknak elsősorban a rögzített enzimes technológiák esetében van jelentősége, és ez ráadásul folyamatosan növekszik. Fermentációs rendszerek esetében példát csak a szennyvíztisztítás területén találunk, illetve bizonyos rögzített sejtes átalakítások esetén. Ilyen értelemben az itt következők csak részben képezik ennek a főfejezetnek a tárgyát, az enzimes reaktorokhoz is értelemszerűen rendelhetők lennének.



Értelemszerű, hogy a töltött ágyas reaktoroknál a fluidum tengely menti áramlási sebessége nagymértékben függ a töltet minőségétől és attól, hogy az egyes töltetszemcsék között mekkora szabad tér áll rendelkezésre az áramláshoz. Így a töltött oszlopoknál az áramlási sebesség nagyobb lesz, mint az „üres” csőreaktoroknál. A töltött csőre, illetve oszlopra felírhatunk egy  hézagtérfogat-tényezőt, amely definíció szerint:  





Definiálhatjuk a vi hézagközötti fluidumsebességet is, ahol a V/L nem más, mint az oszlop keresztmetszete, ekkor



	.	(4.355)

Definiálhatjuk továbbá a  tartózkodási időt, amelyben viszont V/F a lineáris lésebességet jelenti:



		(4.356)

Az  jellemző értékei immobilizált sejtek, gömbölyű hordozók esetén 0,4 körüli. Oldott enzim esetén ugyanez az érték 1. Ezek után feltételezve, hogy egy rögzített enzimes rendszert vizsgálunk, és az enzim követi a Michaelis–Menten-kinetikát, felírható a töltött oszlopra a reakció sebessége:



	,	(4.357)

ahol	Si: a lokális szubsztrátkoncentráció valamely Z helyen,

	vmax: a maximális reakciósebesség egységnyi katalizátor-térfogatra vonatkoztatva,

	v: a reakciósebesség egységnyi katalizátor-térfogatra vonatkoztatva,

	Km: Michaelis–Menten-állandó.



A   szubsztrátkonverzió és Vmax ebben az esetben (vö. a 2.71 sz. egyenlettel):



		(4.358)

Egy adott konverzió eléréséhez szükséges tartózkodási idő tehát:



		(4.359)

Fermentációs rendszerben természetesen (4.357) helyett a megfelelő konstitutív egyenletekből kell kiindulni.



Az aerob rendszerekben a dugószerű áramlás létrehozásának bonyolultsága miatt egy Neq  5 elemes CSTR kaszkád rendszerrel is közelíthetjük a dugószerű áramlási tulajdonságokat.



Az alábbiakban néhány csőreaktortípust mutatunk be vázlatosan.

A folyókban vagy hosszú nyitott csatornákban (a szennyvízkezelési technológiák oxidáló tavai vagy csatornái) fellépő áramlás analógiájára egyszerű csőtekercseket vagy spirális csöveket alkalmaznak. Például bizonyos söripari technológiákban a nagy konverzió és a jó minőség elérése érdekében az élesztővel érintkezés helyén kívánatos sörcefregradienst hozzák így létre. Néhol döntött (emelkedő) csöveket is alkalmaznak. Ezt az egyszerű csőrendszert  némileg bonyolultabb változatában, a gázelvezetőkkel ellátott csőreaktort mutatja a 4.129. ábra, amelyet élesztő termelésére használtak. A rendszerbe a levegőt vagy oxigént injektorokkal vagy venturi csöveken keresztül juttatják be minden szekció elejénél (ilyen értelemben ez egy jet reaktor), míg a CO2-ot és az el nem használt oxigént légeltávolító szivattyúkkal veszik el. A turbulens áramlást a csőrendszer hosszúsága (kb. 250m) biztosítja.

[image: 4-129-ábra-gázelvezetőcsőreaktor.jpg]

[bookmark: _Toc334778016]4.129. ábra: Gázelvezetőkkel ellátott levegőztetett csőreaktor

Szennyvíz aerob kezelésre fejlesztették ki a biofilmmel működő „biodisc” reaktort. A készülék egy sor egymáshoz közel elhelyezett tárcsát tartalmaz, amelyeket közvetlenül a folyadék felszíne felett egy tengelyhez erősítettek. Így a biológiai iszap egységnyi területe felváltva merül alá a folyadékba a tápanyagok felvételéhez, és emelkedik ki a légtérbe felvett komponensek  oxidálásához (4.130. ábra).

[image: 4-130-ábra-tárcsás csőreaktor.jpg]

[bookmark: _Toc334778017]4.130. ábra: „Biodisc” csőreaktor

Ezeket a forgó tárcsás csőreaktorokat nagyon régen alkalmazzák az iparban. Különböző cégek gyártották, különböző névvel, mint például RBC (rotating biological reactor), RBS (rotating biological surface) stb.

Néhány tipikus adatot az alábbiakban adunk meg egy ipari berendezésre, hogy fogalmat alkothassunk egy ilyen ipari berendezés méreteiről:

Fordulatszám: 2–5 min-1

Tárcsaátmérő: 1,72 m

Térfogat: 3,65 m3

Töltött térfogat: 1,58 m3

Összes tárcsafelület: 414 m2

Mikroba által képzett film vastagsága: 0,3–1,6 mm



Ehhez hasonló kivitelű reaktor a biofilm nélküli, fonalasgomba-fermentációk megvalósítására alkalmas  ún. többkéses reaktor (Multiple Blade Horiontal Reactor – MBHR) (4.131. ábra). A cső kilenc hengeres rekeszből áll, amelyek a végüknél kapcsolódnak össze, de amelyek a szomszédaiktól egy-egy tányérral vannak elválasztva. Az elválasztó tányérok felső részén egy-egy túlfolyó nyílás van. A fermentor minden egyes rekeszében függőlegesen forognak a tengelyre rögzített lyuggatott tárcsák (a „kések”), amelyek egyszersmind a terelőlemezek. A forgó kések és a tányérok kényszeráramlást és megelelő keveredést hoznak létre és csökkentik a lerakódások mértékét. 

[image: 4-131-ábra-MBHR-csőreaktor.jpg]

[bookmark: _Toc334778018]4.131. ábra: MBHR csőreaktor

A következő, 4.132a. ábrán bemutatott első reaktor a vízszintes forgóreaktor (Horizontal Rotary Reactor – HRR), amely terelőlemez nélküli forgódobbal rendelkezik, melyet eredetileg az oxigén- átadási sebesség pontos mérésére terveztek. A HRR-t a BIOENGINEERING AG (Svájc) fejlesztette ki és rotaschon reaktor-nak is nevezik. Az ábra másik reaktorában (b) egy forgó henger ragadja fel a folyadékot, és vékony film alakjában keni el, ez a „vékonyréteges reaktor” (Thin- Layer Turbular Reactor), amelyet Danckwerts a folyadékmegújulási elméletének igazolására használt. Ennek szintén volt, illetve lehet biotechnológiai alkalmazása, mivel itt csak kis habzás tapasztalható. Ezeknek további változatai is elterjedtek, amelyekben mechanikus elemekkel segítik elő az oxigénátadást.

A 4.132. ábrán látható pneumatikusan levegőztetett csőreaktort  a biológiai szennyvíztisztításhoz tervezték. Az ilyen reaktoroknak speciális tulajdonsága, hogy nincsenek benne mechanikus alkatrészek, és hogy a levegőt vagy oxigént a reaktor teles hosszán adagolják. Ennek köszönhetően a levegő/ /oxigén mennyiségét a fogyasztásnak megfelelően lehet beállítani, amivel az oxigénlimit elkerülhető.

[image: 4-132-ábra-forgó és vékonyréteges.JPG]

[bookmark: _Toc334778019]4.132. ábra: Vízszintes forgó (a) és vékonyréteges (b) csőreaktor

[image: 4-133-ábra-levegőztetett.JPG]

[bookmark: _Toc334778020]4.133. ábra: Pneumatikusan levegőztetett vízszintes csőreaktor

A hurokreaktorok és egyben csőreaktorok egészen speciális, csak kísérleti célokra megvalósult, igen intenzív oxigénátadást biztosító példáját mutatja be a 4.134.  ábra, amelyen igen nagy HL:DT arányú csőreaktor (Tubular Loop Reactor – TLR) látható, amelyben szitatányérok biztosítják a gáz/ /folyadék diszperzió megújítását. Egyben jet hurokreaktor is. Az 50 1-es berendezésben a fermentlevet centrifugálszivattyú cirkuláltatja. A levegőbevezetés a szivattyú után elhelyezett fúvókán történik, a hőelvonás pedig a csőköteges hőcserélőben. A centrifugálszivattyúba ciklonban buborékmentesített fermentlé kerül. E berendezésben 20–40 kgO2/m3h oxigén- abszorpció-sebességet sikerült elérni. Úgy találták, hogy a hagyományos STR-hoz hasonlóan viselkedik, ha szakaszos technikával üzemeltetik. A TLR az aerob rendszerekben közelíti a dugószerű áramlást az egy ciklus alatt rendelkezésre álló levegő jobb kihasználásával 22 m-es csőhossz esetén kb. 2–3 m/s-os folyadékáramlási sebesség mellett. Egyértelmű, hogy egy ilyen recirkuláltatott reaktort CSTR-nek kell tekintenünk a folyadékfázisban lévő szubsztrátok szempontjából, ha a visszaforgatási arány magas.

A 4.135. ábrán egy hasonló csőreaktor  látható, amelynek az az érdekessége, hogy a reaktorcső maga a hőcserélő is. Ebből is csak nagylaboratóriumi léptékű 34 literes készülék született, amelyben azonban igen magas 30–50 kg O2/m3h OTR-értékeket tapasztaltak.

[image: ]

[bookmark: _Toc334778021]4.134. ábra: Csőreaktor (JLR), amely hurokreaktor is egyben

[image: 4-135-ábra-JLR-csőreaktor.JPG]

[bookmark: _Toc334778022]4.135. ábra: Csőreaktor, hurokreaktor (JLR) speciális hőcserélővel

4.6.2.3. 	Aerob bioreaktorok összehasonlítása

Amint a fejezet bevezetőjében említettük, a rendkívül sokféle levegőztetési rendszer csoportosítása és összehasonlítása nehéz feladat. Az összehasonlítás gátja elsősorban az, hogy kevés jellemző adat áll rendelkezésre, valamint az egyes hozzáférhető adatokból sem derül ki mindig, hogy a jellemző értékeket milyen körülmények között határozták meg. Mégis legalább tájékoztatás céljából érdemesnek tartottunk néhány összehasonlító táblázatot e helyütt közölni.



A 61. táblázat néhány reaktortípus gázsebesség, fajlagos anyagátadási felület és gázvisszatartási értékeire nyújt tájékoztatást. A 62. táblázatban a méretekre, a KLa és OTR értékére, valamint az energiaigényre és a fermentlé viszkozitástartományára kaphatunk felvilágosítást, míg a 63. táblázat egy sor bioreaktor energiafajlagosát mutatja be. Az egyes reaktorneveknél előforduló többféle, esetleg nagyságrendjében is különböző adat is azt jelzi, hogy egyrészt a típusnév jelenthet különböző tényleges reaktort is, ill. egy reaktor esetén a számbavett adatok függenek a meghatározás, az üzemeltetés körülményeitől.

[bookmark: _Toc334778170]4.38. táblázat: Gáz/folyadék érintkeztetők (aerob bioreaktorok) jellemzői

		LEVEGŐZTETÉS

TÍPUSA

		FERMENTORTÍPUS

		GÁZFÁZIS

		GÁZ-

SEBESSÉG

ms-1

		a

m-1

		HO

%



		lyuggatott tányér

		Pressure Cycle

		diszperz

		0,6

		50

		50–90



		töltött oszlop

		csepegtetőtestes 

(szennyvíztisztítás)

		folytonos

		0,9

		16

		90



		buborékkolonna

		-

		diszperz

		0,02

		7

		8



		STR

		-

		diszperz

		0,06

		25

		15





[bookmark: _Toc334778171]4.39. táblázat: Aerob bioreaktorok összehasonlítása

		TÍPUS

		

Pa.s

		Mechanikus

teljesítmény-

bevitel    

kW/m3

		Teljesítmény-

bevitel

levegővel    

kW/m3

		KLa



h-1

		OTR



kg/m3h

		Vmax





m3



		STR (flat blade)

		2

		2–5

		4,5

		200

		3

		450



		STR (tirbina)

		2

		3

		(1)

		720

		5

		80–160



		Levegőztetett tartály

kerülővezetékkel

		

		(1)

		3

		2–300

		6

		400



		Buborékkolonna



		

		

		2,5

5

1

		160

400

3–4000

		6

6

		500



		Pressure Cycle

		

		

		5

		400

		8

5–15

		2300



		Merülősugaras

		0,1

		3,5

		1

		600

		4,5–12

		300



		Szitatányéros

		

		

		3,5

		300–

1000

		5

		80



		JLR

		0,1

		1,5

		3,5

		700

		8

		200



		JLR (mammut-

szivattyú)

		0,1

		

		3,5

		350

		7

		400



		JLR (csőreaktor)

		

		

		

		

		30–50

		







4.6.3. 	Újabb tendenciák a bioreaktorok területén

Az előző alfejezetekben megismert bioreaktorok – és ez különösen a klasszikus kevert-levegőztetett ferrnentorok esetében igaz – uralták a biotechnológiai kutatás és az ipari termelés területét az elmúlt 50–60 évben. Ma azonban újabb tendenciák észlelhetők ezen a területen is, amelyekre az jellemző, hogy az alkalmazott méretek egyre kisebbek (a kutatóreaktorok területén), valamint elterjedtek az eldobható, egyszer használatos reaktorrendszerek.

Mint minden területen, a bioreaktorok területén is a miniatürizálás az egyik tetten érhető tendencia. Ennek szükségességét a rendkívül rohamosan fejlődő törzsfejlesztési technikák, illetve a biokatalizátorok tömeges és gyors első szkríningjének (ez egy technológia kifejlesztésének első lépcsője) igénye vetette fel. Százával és ezrével kell vizsgálni törzseket minél gyorsabban a jobb termelés, illetve a tenyésztési körülmények első durva optimálása céljából. Ezeket HTP (high through put), azaz nagy áteresztőképességű módszereknek nevezzük.

Eddig a legkisebb tenyésztési méretnek a rázott lombikos technika bizonyult. Ennek nagy hátránya, hogy jelentősen eltérnek benne a tenyésztési körülmények a nagyobb reaktorokéitól. Így rendszerint sokkal kisebb például az oxigénátadás sebessége, és így gyakran oxigénlimit alakul ki. Minél kevesebb azonban a hasznos térfogata egy rázott lombiknak, annál jobb lesz az oxigénátadás. A legnagyobb  KLa-t rázott lombikban 50 ml-es léptékben mérték 560 h-1 értékkel, amikor 450 min-1-es rázatási sebességet alkalmaztak, és a létérfogat mindössze 2 ml volt (!). További hátrány, hogy rázott lombikban csak szakaszos üzemmód lehetséges, és a mintavételezés a tenyészet megzavarásával jár. Mára kialakítottak 16 párhuzamosan működő rázott lombikból álló „műszerezett” rendszert, amelyben rátáplálásos szakaszos tenyésztést pH-szabályozással meg lehetett valósítani úgy, hogy a pH- elektródokat be lehetett szerelni a rázott lombikba. Ez azonban körülbelül a maximuma, amit ezzel a tenyésztési technikával és csak korlátozott párhuzamos (16) egyidejű alkalmazásával el lehet érni.

A modern mikrotiter lemezes technikával azonban szinte korlátlanná vált az egyidejűleg igen kis léptékben futtatható kísérletek száma, így megvalósulhatott a htp-módszerek elterjedése.

Különböző, 24, 48 vagy akár 96 lyukú mikrotiter lemezeket használnak ma már mikrobák tenyésztésére. Ezeket is rázatják (mint a rázott lombikokat), azonban még nagy sebességnél és kilendülésnél is csak kis tölcsér alakul ki (a lyukakban lévő folyadék nagy felületi feszültsége miatt), ami gátja a jó oxigénátadásnak. 96 lyukú mikrotiter lemezzel maximum 144 h-1 KLa érték érhető el, 300–1000 min-1 rázógépfordulatszám-tartományban. Ezért kialakítottak ún. mély lyukú lemezeket, mégpedig szögletes falúakat (azaz egy kis hasáb a bioreaktor) az áramlás megtörése és a megengedhető fordulatszám növelése céljából. Ezekben 800 h-1 KLa-t is elértek, ami igen jó oxigénátadást jelent.

Az oxigénátadáson kívül a nagy felület/térfogat arány miatti bepárlódás is gondot okoz, ezért a lemezeket befedik az oxigénre áteresztő, de a párákra nem áteresztő fóliával.

A pH- és DO-mérés kérdését is megoldották fluoreszcens szenzoroknak a lyukak fenekére történő rögzítésével (lásd a 4.8. fejezetet). Ez viszont új problémát vetett fel: csak lassabban lehetett a rázatást végezni a fotométer miatt, így romlott az oxigénellátás. Ezt úgy oldották meg, hogy a fotométer is a rázógépre van szerelve, annak forgásával együtt forog. Továbbra is megoldatlan a szubsztrátok tenyésztés közben történő adagolása ebben a tenyésztési technikában.

Más megközelítésként az eddig megismert bioreaktorok tényleges lekicsinyítése eredményeként kifejlesztettek igazi mini kevert levegőztetett reaktorokat is. Egy ilyen például a 16 mm átmérővel rendelkező minifermentor, amelyben egy tengelyen három 7 mm átmérőjű egyenes lapátú nyitott turbinakeverő van, amelyet akár 15 000 min-1 fordulatszámú motorral hajtanak meg. Ebben csak a folyadék felületéről történő levegőbeoldódással csak 36, de egy miniatűr levegőelosztón keresztüli 1 vvm-es levegőztetéssel már 400 h-1 KLa értéket is elértek.

A törekvés ezekkel a mini reaktorokkal az, hogy minél nagyobb számú ilyen (és ehhez hasonló) reaktor párhuzamos működtetése legyen megvalósítható, mégpedig jó levegőztetéssel, jó műszerezettséggel, és a tenyésztés közben szükséges adagolási lehetőségek megoldásával. Egy ilyen, 48 db tíz egynéhány milliliteres reaktort tartalmazó blokk képe látható a 4.136. ábrán. Az ilyen műszerezett mini reaktorok már alkalmasak lehetnek a technológiafejlesztés második lépcsőjének, az eljárás optimálása (pl. tápoldat optimálása) sorozatkísérleteinek megvalósítására.

[image: 4-136-ábra-minireaktorblokk.JPG]

[bookmark: _Toc334778023]4.136. ábra: Minifermentor blokk folyadékkezelő automatikával (robot)

A miniatürizálás mellett napjainkban jellemző másik bioreaktor-fejlesztési trend az eldobható, egyszer használatos bioreaktorok elterjedése. Ma már a kereskedelemben kapható egy sor különböző elven működő egyszer használatos bioreaktor, akár néhány száz literes léptékig is, amelyeknek közös vonása, hogy a reaktor maga egy műanyag „zsák”, amelynek levegőztetése, kevertetése a legkülönbözőbb módokon valósulhat meg. Így vannak ún. hullámkeveredésű (wawe agitated) rendszerek, de vannak eldobható kevert/levegőztetett és air lift reaktorok is. Ezeket elsősorban emlős sejtek tenyésztésének céljára fejlesztették ki, ezért e jegyzet kereteiben részletesen nem foglalkozunk velük.

Megjegyezzük, hogy tulajdonképpen ebbe a kategóriába kell sorolnunk az üreges szál (hollow fiber) reaktorokat is, amelyeket alapvetően enzimes, de sokszor sejtes technológiákban is felhasználnak.

[bookmark: _4.7.__A][bookmark: _Toc300502226][bookmark: _Toc334705699]4.7. 	A sterilezés és dezinficiálás műveletei

4.7.1. 	Bevezetés

A sterilezés az egyik legfontosabb művelet minden biotechnológiai eljárás során, és a hétköznapi élet egy sor területén is jelentőséggel bír: az élelmiszerek egy részének csíramentességét (tej, sör, bor stb.), a gyógyszerkészítmények és gyógyászati eszközök sterilitását (injekciók, infúziók, protézisek, oxigén stb.), az egyes kozmetikai készítmények és az ivóvíz csirátlanítását, a szennyvíztisztítás utáni tisztított víz fertőzőanyag-mentesítését, és úgyszintén egy biotechnológia végső elöntendő hulladékainak és vizeinek csíramentességét különböző sterilezési eljárásokkal biztosítjuk. Ugyanakkor a fermentációs tápoldatok oltás előtti élőcsra-mentestése az egyik legfontosabb előkészítő művelete a fermentációs alapanyagoknak. Biztonságos végrehajtása legalább olyan fontos, mint az optimális mikrobanövekedés és termékképződés biztosítása vagy a termék hatékony kinyerése. Egy-egy rosszul mikrobamentestett tápoldatsarzs mind kis léptékben (kutatás-időveszteség), mind nagy léptékű ipari fermentáció esetén (időveszteség, anyagveszteség, gazdasági kár) tetemes veszteséget okoz.

Minthogy tárgyalásunk a biotechnológiai eljárásokra irányul, a sterilezés műveletét a tápoldat sterilezésén keresztül, valamint a bioreaktorok steril üzeme néhány aspektusának megvilágításán keresztül mutatjuk be, és végül kitérünk az aszeptikus üzemelést lehetővé tevő néhány dezinficiálási módszer ismertetésére is. Nyomatékosan hangsúlyozzuk azonban, hogy az alább ismertetettek nemcsak a fermentációk, hanem minden terület sterilezési eljárásainál érvényesek és használható ismeretek (élelmiszerek, kozmetikumok stb).

Csíramentesítésre elvileg a következő módszerek használhatók:

fizikai módszerek:

· mechanikai módszerek, szűrés (gázok és folyadékok csírátlanítására)

· elektromágneses besugárzás: UV, röntgen és gammasugárzás (helyiségek és fluidumok csírátlanítására)

· hőhatás;

kémiai módszerek: dezinficiálás.

A kérdéskörrel kapcsolatban szükséges három alapfogalom tisztázása. Sterilezésnek nevezzük az adott rendszerben lévő (fertőző) mikroorganizmusok elpusztítását. Ennek a definíciónak a fenti módszer-felsorolás minden eleme eleget tesz, kivéve a szűrést, mert az csupán eltávolítja a mikrobákat, de nem pusztítja el, a szűréssel történő kezeléseket ennek ellenére rendszerint sterilezésnek nevezzük (levegő sterilezése stb). Ugyanígy kis kiegészítésre szorul a dezinficiálás fogalma, hiszen (mint majd látjuk) nemcsak mikrobicid, azaz ölő hatású szereket, hanem például mikrobisztatikumokat (szaporodást gátló szereket) is alkalmazunk.

Amikor sterilezésről beszélünk, az aszeptikusság fogalmát is érinteni kell. Ez a csíramentes állapotra utal, annak fenntartása a célja. A mikrobák távoltartása a rendszertől jelenti az aszeptikus, steril működést.

A fogalomkör harmadik eleme az elszigetelés vagy izolálás, kontéinment[footnoteRef:93]. Ez azt jelenti, hogy a működtetett biotechnológiai rendszerben felhasznált mikrobákat benn tartjuk a rendszerünkben, nem engedjük, hogy azok a környezetbe kikerüljenek. Ennek fokozott jelentősége van akkor, ha patogén mikrobákkal dolgozunk, vagy ha génmanipulált organizmust tenyésztünk. Ilyen esetekben a biológiai biztonság igen szigorú előírásait kell betartani.[footnoteRef:94] [93:  Az angolszász szakirodalom szakkifejezése: containment.]  [94:  Például: OECD-direktíva: Recombinant DNA Safety Considerations (1986)
   EC Council Directive on the Contained use of GMOs (1990)] 


A fentiekben felsorolt eljárások közül valamennyit kisebb-nagyobb mértékben, különböző esetekben (laboratóriumi léptékben, élelmiszeriparban) valóban alkalmazzák csramentestési célra, a fermentációs iparban tápoldat-csíramentestés céljára azonban szinte kizárólag a hővel történő élő sejt elpuszttást, a hősterilezést használják fel. A továbbiakban sterilezés alatt ennek megfelelően a hővel történő csramentestést értjük és azzal foglalkozunk részletesen.

4.7.2. 	Mikrobák hőpusztulásának törvényszerűségei

Ismert tény, hogy a különböző fajokhoz tartozó mikroorganizmusok számára növekedésük szempontjából egy-egy széles hőmérséklet-tartomány jelent lehetőséget és egy szűk hőfokintervallum-optimumot (4.137. ábra). Az optimum hőmérséklet felett a generációs idő nő, a mikroba egyre kedvezőtlenebb hőmérsékleti viszonyok közé kerül. Az ábra szerinti =0 pontoknak megfelelő hőmérséklet felett előbb-utóbb a pusztulás is elkezdődik, és még a termotoleráns mikrobákról is e1mondható, hogy 80–90 °C-on már mérhető sebességgel pusztulnak. E hőhatásra bekövetkező pusztulás kiváltó oka egy vagy több, az életműködéshez elengedhetetlen enzimfehérje hődenaturálódása, illetve a citoplazmamembrán és a többi membránszerkezet irreverzibilis dezintegrálódása, hődenaturálódása.



A hőpusztulással kapcsolatban néhány általános megállaptás megjegyzésre érdemes:

· A hőérzékenység függ a mikroba fajtájától (lásd 4.138. ábra).

· Egy speciesz esetén a vegetatv sejtek sokkal érzékenyebbek a hőhatásra, mint a „kondenzált létformájú"(csökkent szabad víztartalmú)[footnoteRef:95] baktériumspórák. [95:  Az endospórák hőrezisztenciáját megérthetjük, ha arra gondolunk, hogy a denaturáció az oldott fehérje konformációváltozása, azaz a molekula hőmozgása következtében előálló nem természetes konformáció kialakulása. Vízmentes, illetve csökkent víztartalmú esetben a molekula hőmozgása és így más konformáció létrejötte korlátozott.] 


· A hőérzékenység adott speciesz vegetatív formája esetén több tényezőtől függ, például az adott sejt előéletétől, korától: az exponenciális növekedési fázis sejtjei érzékenyebbek a stacionárius fázis sejtjeinél.

· Valamennyi sejt szenzitívebb nedves, mint száraz hővel szemben.

· A hőérzékenység (a hőpusztulás) nő a hőmérséklet emelkedésével,

· A hőérzékénység függ a mikrobasejtet hordozó közeg (tápoldat, porszem, edény falának felülete) tulajdonságaitól, tápoldatok esetén a tápoldat pH-jától, viszkozitásától, ozmózisnyomásától, védőkolloidok jelenlététől.



Adott hőmérsékleten (és adott egyéb körülmények között) egy speciesz hőpusztulása elsőrendű kinetikát követ:



	,	(4.360)

ahol N az élő csíraszám [db/cm3, k az ún. hőpusztulási sebességi állandó [min-1[footnoteRef:96]. [96:  Thermal decay constant] 


Állandó  k esetén (állandó hőmérsékleten) a (4.360) egyenlet integrálható:



	(4.361, 4.362)

Ha tehát a túlélők számát a hőkezelési idő függvényében ábrázoljuk, egy exponenciális görbét nyerünk, amely a 4.139. ábra szerint – megfelelő kísérleti módszer esetén – a hőpusztulási sebességi állandó értékénék meghatározására is alkalmas.Vegyük észre, hogy a görbe aszimptotikusan közelíti meg az abszcisszát, tehát a zérus túlélő koncentrációt soha sem éri el.

[image: 4-137-ábra-MŰ-HŐMÉRSÉKLET.JPG]

[bookmark: _Toc334778024]4.137. ábra: Mikrobák növekedésihőmérséklet-tartományai

[image: 4-138 ábra-rel hőrezisztencia.JPG]

[bookmark: _Toc334778025]4.138. ábra: Mikrobacsoportok relatív hőtűrő képessége

[image: 4-139-ábra-a pusztulás-exponenciális.JPG]

[bookmark: _Toc334778026]4.139. ábra: A hőpusztulás exponenciális lefutása. A hőpusztulási sebességi állandó meghatározása

Mint említettük, a hőmérséklet növekedése növeli a mikrobák hőérzékenységét, s ez a hőpusztulás kinetikájában úgy nyilvánul meg, hogy k maga is a hőmérséklet függvénye (többek között).

E hőmérsékletfüggést az Arrhenius-egyenlettel rhatjuk le:



		(4.363)

ahol	A egy empirikus állandó,

	Ea a hőpusztulás látszólagos aktiválási energiája [KJ/mol[footnoteRef:97]. [97:  A KJ/mol mértékegység formalitás, nincs köze a 4.3.1. fejezetben tanult mikroba mol-hoz!] 




A (4.363) egyenlet a szokásos lnk–1/T ábrázolásban egyenest ad, amelynek segítségével az állandói meghatározhatóak (4.140. ábra). 

Néhány mikroorganizmus esetében a 4.7. táblázat szolgáltat a k hőpusztulási sebességi állandóra és az Ea látszólagos aktiválási energia értékeire tájékoztató adatokat. A 4.8. táblázat néhány tápoldatkomponens hőhatásra végbemenő átalakulási, illetve bomlási reakciójának aktiválási energiáját közli, és ez felhvja a figyelmet  arra, hogy sterilezés során számolni kell a cukrok és N-tartalmú anyagok közötti reakciókkal, és főként néhány hőérzékeny vitamin, bioszanyag bomlásával is. Ezért érthető, hogy sterilezési feladatoknál adott hőmérsékleten mindig a biztonságos, de minimális hőkezelési idő beállítása a cél.

[image: 4-140-ábra-Arrhenius.JPG]

[bookmark: _Toc334778027]4.140. ábra: A hőpusztulási sebességi állandó hőfokfüggése Arrhenius szerint

Az Arrhenius-egyenlet alapján tehát, ha két hőmérsékleten ismerjük k értékeit, tetszőleges közbenső hőmérsékletre is ki lehet számítani azt. Vigyázni kell azonban minden extrapolációval, mivel sem A, sem Ea nem függetlenek a hőmérséklettől. Nagy hőfokintervallumban a 4.140. ábra görbéje emiatt elhajolhat. Vagyis nem minden esetben a 4.139. ábra szerinti ideális hőpusztulási görbét kapjuk, sokszor a k adott hőmérsékleten a kezelési időnek is függvénye. Az ideális esetektől való eltéréseket a 4.141. ábrán szemléltetjük. A nem logaritmikus hőpusztulás magyarázatára sokféle próbálkozás történt. Értelmezték például baktériumspórák esetén a spóracsírázással, rossz mérési technikákkal, a pusztulás történéseinek egymásutániságával. 









Utóbbi esetet a következő séma szemlélteti:

					    kR		kSZ

				         NR      →       NSZ      →     NH  



Vagyis a hőrezisztens spóra kR sebességi állandóval jellemezhető folyamatban előbb szenzitív spórává alakul, majd kSZ sebességű folyamatban pusztul el. A séma szerinti differenciálegyenletek a következőképpen írhatók fel, ha mindkét lépésre elsőrendű kinetikát tételezünk fel:



		(4.364)



		(4.365)

A (4.364, 4.365) egyenletrendszer megoldása a következő alakú:



	,	(4.366)

amelyben N = NR + NSZ bármely időben. Ez a modell sokszor jól magyarázza a 4.141. ábra szerinti N/N0 - t görbék ideálistól való eltérését.

[image: 4-141-ábra-eltérés az ideálstól.jpg]

[bookmark: _Toc334778028]4.141. ábra: Eltérések az ideális hőpusztulási kinetikától

[bookmark: _Toc334778172]4.7. táblázat: Néhány mikroba hőpusztulásának Arrhenius-állandói

		MIKROBA

		T [OC]

		k [min-1]

		Ea[KJ/mol]



		Bacillus subtilis

	(vegetatív)

		110

		27

		310



		Bacillus subtilis

	(spórák)

		121,1

		3

		-



		Bacillus stearothermophilus

	(spórák)

		104

		0,051

		283



		

		125

		6,06

		283



		

		130

		17,52

		283



		Clostridium botulinum

(spórák)

		104

		0,42

		344



		Hemoglobin

	(hődenaturáció)

		68

		6,3.10-3

		312



		

		

		

		





[bookmark: _Toc334778173]4.8. táblázat: Tápoldatkomponensek hőbomlásának látszólagos aktiválási energiája kJ/mol

		Szénhidrátok és fehérjék 

közötti reakció (Maillard-reakció)

		130,6



		B1-vitamin bomlása

		87,9



		B2-vitamin bomlása

		98,8









A hőpusztulási sebesség reciproka az átlagos élettartam. A tizedelési idő fogalmát a 4.141. ábra értelmezi: az az idő, ami alatt az élő sejtszám egy tizedére csökken.

Bigelow definiált egy z értéket, amit a 4.143. ábra magyaráz.

[image: 4-142-ábra-decimalred.JPG]

[bookmark: _Toc334778029]4.142. ábra: A tizedelési idő értelmezése

[image: 4-143-ábra-Bigelow.jpg]

[bookmark: _Toc334778030]4.143. ábra: Bigelow módszerének értelmezése

4.7.3. 	A hőpusztulás valósznűségi értelmezése

Az előzőekben felvázolt kinetikai leírás nagyon nagy számú hőkezelendő mikrobasejt, baktériumspóra esetén a hőpusztulás folyamatának helyes képét adja. Minél kisebb azonban a kiindulási csíraszám, annál nagyobb eltérések tapasztalhatók e megközelítéstől. Ennek oka az, hogy a hőpusztulás valójában egy olyan sztohasztikus folyamat, amelyben az egyedi csrák eltérően viselkednek, s a teljes populációt csak eloszlásfüggvényekkel lehet leírni.

Definíció: egy csíra élettartama alatt azt az adott hőfokon értelmezett időtartamot értjük, amely alatt a csra még életben marad.

Minden sejt, baktériumspóra adott körülmények között jellemezhető egy élettartamértékkel, következésképpen egy populáció (spóraszuszpenzió) ezen élettartamok eloszlásával jellemezhető. Természetesen a populáció élettartam-eloszlását jellemezhetjük az átlagélettartammal is: 



		(4.367)

ahol:	[image: ] populáció átlagélettartama,

	N0 az élő csírák kezdeti száma,

	Ni a ti  élettartamú csírák száma.

Könnyen belátható, hogy t reciproka megadja a populációt jellemző [image: ] átlagos hőpusztulási sebességi állandót:



		(4.368)

Tekintsünk egy olyan hőpusztulási folyamatot, amelynél a sterilező edényben a hőmérséklet mindenütt azonos, növekedés nincs[footnoteRef:98], az egyes csírák sorsa független a környezetükben levő többi csíráétól. Ilyen helyzetben, valószínűségszámítási megfontolások alapján levezethető, hogy annak valószínűsége, hogy adott t időpontban a túlélők száma éppen N (ahol N = 0,1,2,...No), binomiális eloszlást követ, és a következőképpen fejezhető ki: [98:  Ami nyilvánvaló, hiszen valószínűleg 100 OC feletti hőmérsékleten vannak a sejtek. Ez a feltételezés csak a matematikai precizitás miatt szükséges.] 




		(4.369)

ahol p(t) annak a valószínűsége, hogy egy csíra az adott t időpontban még túlélő. A p(t), felhasználva a [image: ] sebességi állandót, kifejezhető  [image: ] formában. Ezt (4.369)-be helyettestve a következő



		(4.370)

kifejezést nyerjük a PN(t) valósznűségre.

A fentiek alapján mekkora annak a valósznűsége, hogy már valamennyi mikrobasejt elpusztult egy t időpontban? Vagyis PN(t) értékét  keressük N=0 esetben. A keresett valósznűség (4.370) alapján:



	,	(4.371)

vagyis (4.371)) semmilyen t esetén sem 1, más szóval mindig 0-nál nagyobb annak a valószínűsége, hogy legalább egy túlélő csíra marad:



		(4.372)

Ha N1 (ami természetesen sterilezési feladatoknál mindig igaz), akkor (4.372) közelítése az alábbi kifejezéssel történhet:



		(4.373)

Hangsúlyozzuk tehát, hogy tökéletes sterilezés nem érhető el, még igen hosszú sterilezési idő elteltével sem, amint az a (4.371–4.373) egyenletek alapján belátható. Így a sterilezési feladatok megoldásánál, sterilezési technológiák tervezésénél arra kell törekednünk, hogy a túlélés valószinűsége igen kicsiny legyen. A biotechnológiai iparokban általában az 1 – P0(t) = 10-2–10-4 értékeket fogadják el a sterilezés (vagy sterilitás) kritériumának.[footnoteRef:99] Ha például 1 – P0(t) = 10-3, ez azt jelenti, hogy 1–10-3=0,999 annak a valószínűsége, hogy valamennyi mikroba elpusztult, más szóval valószínű, hogy csak minden ezer sterilezésből egy nem sikerül, azaz túlélő(k) marad(nak) a rendszerben. [99:  A gyógyászati iparokban ez a kritérium szigorúbb, általában 10-6–10-8, míg az élelmiszeriparban akár 10-12 is lehet.] 


Vegyük tekintetbe továbbá, hogy



	[footnoteRef:100],	 (4.374) [100:  (4.374) a e-x ~ 1-x+... sorfejtés szerint közelíthető.] 


miszerint a sterilezés kritériuma egyszersmind a végső élő csíraszámot adja meg.  

4.7.4. 	A sterilezés technikai megvalósítása

Laboratóriumi léptékben a száraz hővel történő sterilezést ún. hőlégsterilizátorokban (szárítószekrényekben) végzik 140–160 OC hőmérsékleten. Ez a módszer alkalmazható száraz üvegárú, palackok, lombikok, pipetták stb., illetve fémárúk hősterilezésére. Nedves hővel ugyanezeket az eszközöket, illetve a kismennyiségű tápoldatokat és táptalajokat (kémcső, Petri-csésze, rázólombik, laborfermentor stb.) autoklávokban gőzzel sterilezik, általában 121–123 OC-on, jellemzően 20–45 percig. Ilyen elektromos fűtésű laboratóriumi autoklávokat mutat be a 4.144. és 4.145. ábra.

[image: 4-144-ábra-autokláv.JPG]

[bookmark: _Toc334778031]4.144. ábra: Hagyományos laboratóriumi sterilező autokláv

[image: 4-145-ábra-autokláv2.JPG]

[bookmark: _Toc334778032]4.145. ábra: Modern laboratóriumi autokláv

4.7.4.1. 	Fermentációs tápoldatok szakaszos sterilezése 

A hőpusztulás törvényszerűségeinek megismerése után foglalkozzunk most a tápoldat-sterilezés gyakorlati megvalóstásával. A fermentációs tápoldatok sterilezésére a néhány tíz liter-néhány tíz köbméteres mérettartományban gyakorlatilag kizárólagosan a fermentorban in situ történő hősterilezést alkalmazzák. Ekkor a tápoldatot magában a fermentorban készítik el, majd felmelegítik a hősterilezés hőfokára (hagyományosan 121, illetve 123 oC), a kívánt ideig ezen a hőmérsékleten tartják, majd lehűtik a fermentáció hőmérsékletére (4.146. ábra). A fűtés és hűtés megoldása a fermentor konstrukciójától függ, néhány példát a 4.147. ábra szemléltet.

Mivel a fűtés és hűtés időtartama összemérhető a hőntartás időtartamával (mindegyik függ a fermentor méretétől és a hőközlés-hőelvonás módjától, valamint a tápoldattól), ezért az ezen időtartamok alatti hőpusztulást is figyelembe kell vennünk a biztonságos, de minimális tartási idő meghatározásánál.

[image: 4-146-ábra-f-t-h]

[bookmark: _Toc334778033]4.146. ábra: Hőbehatolási görbe szakaszos sterilezésnél

[image: 4-147-ábra-fűtések.jpg]

[bookmark: _Toc334778034]4.147. ábra: Szakaszos sterilezés fűtési-hűtési megoldásai

A pusztulás mértékének kiváló jelzőszáma a kezdeti és végső csíraszám hányadosának logaritmusa. Ezért az egyes szakaszokban történt hőpusztulások a következők:



hőpusztulás a fűtés alatt:	



hőpusztulás a hőntartás alatt:	



hőpusztulás a hűtési szakasz alatt:	

Az egyes szakaszokban történt hőpusztulások értelemszerűen, de matematikailag is nyilvánvalóan összegeződnek:





		(4.375)

A (4.375) egyenletek alapján bármiféle szakaszos sterilezési problémát meg tudunk oldani, ehhez csupán a 4.146. ábra szerinti, az adott fermentorra, illetve tápoldatra érvényes hőbehatolási görbét, valamint a rendszerben előfordul(hat)ó legellenállóbb baktériumspóra hőpusztulási sebességi állandójának hőfokfüggését kell ismernünk. Szakaszos sterilezésnél a felfűtési, tartási és hűtési szakasz hozzájárulása a sterilezéshez tipikusan a következő lehet egy ipari szakaszos sterilezésnél:





Láthatóan valóban összemérhetők a fűtés, tartás és hűtés sterilezéshez való hozzájárulásai, különösen a felfűtés alatti mikrobapusztulás számottevő.

4.7.4.2. 	Fermentációs tápoldatok folytonos sterilezése

A fentiekben láttuk, hogy a szakaszos tápoldat-sterilezés esetén a felfűtési és hűtési szakaszok összemérhető hosszúságúak a tartási szakasszal, a teljes sterilezési ciklus hosszú időt, 60–180 percet vesz igénybe. A sterilezéshez szükséges idő ráadásul nő a fermentortérfogat növekedésével, mivel a hőátadási viszonyok egyre romlanak. A fermentortérfogat az átmérővel köbösen növekszik, míg a palást felülete csak négyzetesen, s a fermentortérbe, illetve a palástra szerelt hőátadó felület sem növelhető minden határon túl. Van tehát egy fermentor-mérethatár, amely felett szakaszos tápoldat-sterilezés egyáltalán nem képzelhető el, hiszen a hosszú felfűtési-tartási-hűtési idők a fermentorkihasználást nagyon lerontanák (kg termék/fermentor m3.év).  

E problémák folytonos tápoldat-sterilezés esetén kiküszöbölődnek, ráadásul a folytonos sterilezés további előnyökkel is rendelkezik a szakaszos sterilezéssel szemben:

· Nagyobb hőmérsékleten (130–150 OC) végezhető a rövidebb idejű sterilezés, és ez növeli a sterilezés biztonságát, és kíméletesebb a tápoldatkomponensek hőbomlása szempontjából,

· A folytonos folyamat reprodukálható, egyforma minőségű steril tápoldatot szolgáltat (ez bizonyítottan növeli a fermentációs hozamot),

· A rövidebb idő alatt kisebb mértékű a tápoldatkomponensek bomlása,

· Nem kell keverni a sterilezés alatt, azaz a keverés energiaszükséglete kiesik a költségtényezők közül.

· Fehérjéket és cukrokat külön lehet sterilezni, azaz a tápoldat barnulása elkerülhető.

· A folytonos sterilező berendezések és maga a művelet könnyen szabályozhatók, automatizálhatók.

Hozzátesszük még, hogy a fermentációs folyamatok is – ahol lehet – a folytonosítás irányában fejlődnek, s nehezen elképzelhető egy folytonos fermentáció kiszolgálása steril tápoldattal szakaszos tápoldat- sterilezéssel.

A legelterjedtebb folytonos tápoldat-sterilező berendezéseket a következő 4.148–4.151. ábrák mutatják. Jegyezzük meg, hogy ezen esetekben a fő különbségek a fűtési-hűtési szakasz hőcserélőinek megoldásában vannak, de minden esetben szükséges a megfelelő tartási szakasz beiktatása is.

A 4.148. ábrán látható rendszer a pillanathevítős-pillanathűtős folytonos sterilező megoldás. A tápoldatot előmelegítik, majd a pillanathevítőbe kerül, ami egy keverőszelep, amelybe direkt gőzt injektálnak, s ahol a tápoldat hőmérséklete szinte pillanatszerűen felemelkedik a sterilezési hőmérsékletre (130–140oC). A tápoldat ezután 2–3 percig a tartási szakasz szigetelt csőkígyóján halad keresztül, majd expanziós szelepen át a pillanathűtőbe kerül, ahol az expanzió során elpárolgó víz látens hője pillanatszerűen lehűti 80 oC körüli hőmérsékletre. A fermentáció hőfokára történő hűtés egyszerű hőcserélőben a hideg, nem steril tápoldattal történik.

[image: 4-148-ábra-pillanatster]

[bookmark: _Toc334778035]4.148. ábra: Gőzinjektoros folytonos tápoldat-sterilező

A 4.149. ábra megoldása a lemezes hőcserélős folytonos sterilező berendezés, amely lényegében három lemezes hőcserélőből és a tartási szakasz csőkígyójából áll. Itt a fűtés indirekt módon, de szintén gőzzel történik, a másik két hőcserélő funkciója az előmelegítés és a lehűtés. Az itt bemutatott változat esetén is jellemző az energiatakarékos fűtés és hűtés és ezek rövid ideje (lásd a 4.148.. ábra hőmérséklet-idő diagramját). A lemezes hőcserélők képe a 4.150. képen látható. Ez felépítése miatt nem a legkedvezőbb a fermentációs tápoldatoknál, mivel azokban rendszerint könnyen kiülepedő szilárd részek is vannak, amelyek a lemezelemek beömlési és kiömlési pontjain keletkező sebességváltozások miatt könnyen kiülepednek (az áramlás iránya lemezenként kétszer megváltozik) és eltömhetik a lemezeket. Ez inkább a homogén fluidumok (víz, tej, sör stb.) sterilezése esetén a jó megoldás.

[image: 4-149-ábra-lemezestster]

[bookmark: _Toc334778036]4.149. ábra: Lemezes hőcserélős folytonos tápoldat-sterilező

[image: 4-150-ábra-lemezes]

[bookmark: _Toc334778037]4.150. ábra: Lemezes hőcserélő

A 4.151. ábrán egy spirális hőcserélővel ellátott változat technológiai kapcsolását láthatjuk, a 4.152. ábra magát a spirális hőcserélőt mutatja, míg a 4.153. ábra egy üzemi szerilező állomás fényképe. Ezt azért dolgozták ki, mert e spirális hőcserélőkben törésmentes az áramlás, így biztonságosabb az üzemelés, sokkal kisebb a kiülepedés és eltömődés veszélye.

[image: 4-151-ábra-SPIRÁLSTER]

[bookmark: _Toc334778038]4.151. ábra: Spirálcsöves hőcserélős folytonos tápoldat-sterilező kapcsolása

[image: 4-152-ábra-spirálhőcserélők]

[bookmark: _Toc334778039]4.152. ábra: Spirálcsöves hőcserélők

[image: 4-153-ábra-ster-állomás.JPG]

[bookmark: _Toc334778040]4.153. ábra: Spirálcsöves folytonos üzemű sterilező állomás

A bemutatott megoldásoknál közölt hőmérséklet-idő diagramokból nyilvánvaló, hogy a felfűtési-lehűtési szakaszokban töltött idő csak l-2%-a a tartási szakaszban való tartózkodási időnek, ezért folytonos tápoldat-sterilezés esetén csupán a tartási szakaszban történő hőpusztulást kell figyelembe venni:



		(4.376)

ahol:	L a tartási szakasz hossza m],

	w a tápoldat térfogatárama m3/min],

	q a tartási szakasz csőkeresztmetszete m2].





Ha azonban a fenti módon számítanánk a tartási csőszakasz hosszát, igen nagy hibát követnénk el. A tartási szakaszon átáramló tápoldatnak ugyanis nem minden térfogateleme tartózkodik ugyanannyi ideig a rendszerben. Lamináris áramlási viszonyok esetén az átlagsebesség () a maximálisnak (umax) csupán fele, turbulens esetben pedig mintegy 82%-a. Mindkét áramlási profil esetén tehát a csőfal közelében haladó folyadékrész (baktériumspóra!) tovább, a cső közepén haladó pedig kevesebb ideig lesz kitéve a hőhatásnak. Csupán dugóáram esetén fogadható el biztonságosnak a fenti számítási mód (lásd a 4.154. ábrát). A gyakorlatban azonban a dugóáram nem mindig valósítható meg, ezért a szükséges tartási szakasz a tartózkodásiidő-eloszlás, ill. a diszperziós modell segítségével határozható meg (tervezhető) biztonsággal.

Ha a diszperziós modellt (4.6. fejezet) a sterilezésre alkalmazzuk (ne felejtsük el, hogy a hőpusztulás elsőrendű kinetikát követ ), a tartási szakaszra érvényes a már tárgyalt alábbi összefüggés:



		(4.346)

A Da és Pe számok, mint paraméterek, függvényében a fenti egyenletet nomogram formájában ábrázolva a 4.155. ábrát kapjuk, amely hasznos segítséget nyújt a folytonos tápoldat-sterilezés számításánál. Az ábrából látszik, hogy minél nagyobb a Pe szám, vagyis minél inkább dugószerű az áramlás a tartási szakasz csővezetékében, annál rövidebb tartási szakasszal lehet elérni a kvánt sterilitást.

[image: 4-154-ábra-áramlási képek]

[bookmark: _Toc334778041]4.154. ábra: Sebességprofilok különböző típusú áramlások esetén 

[image: 4-155-ábra-nomogram]

[bookmark: _Toc334778042]4.155. ábra: Nomogram folytonos sterilezők számításához

Más szóval a sterilező rendszert úgy kell tervezni és/vagy üzemeltetni, hogy minél kisebb legyen a tápoldat áramlás közbeni diszperziója. A dugóáramtól való kis eltérés esetén (1/Pe kicsi) a fenti egyenlet használhatóbb alakot ölt, egyszerűsödik:



		(4.377)

Ha pedig Pe = , azaz dugóáram jellemzi az áramlási viszonyokat, akkor



	,	(4.378)

ami megfelel az egyszerű átlagsebességgel történő számításnak. A valóságban Pe 0 és  közötti értéket vesz fel, ilyenkor az eredeti egyenletet, illetve a nomogramot alkalmazzuk. A diszperziós modell alapján történő számításhoz (a nomogram használatához) ismernünk kell k, , L és D értékét.

A k értékére ugyanaz érvényes, amit a szakaszos rendszer számításánál elmondottunk: az előfordulható legellenállóbb mikrobaspórát kell feltételeznünk, vagy kísérleti adatokra kell támaszkodni.

Az átlagsebesség és L csőhossz tervezési paraméterek, ismertek, vagy éppen ezek meghatározása a cél. A D axiális diszperziós koefficiens meghatározása az egyedüli probléma, itt irodalmi adatok segíthetnek. Például Levenspiel 1958-ban közzétett egy összefüggést grafikus formában, amelyben kör keresztmetszetű csövekben áramló fluidumok axiális diszperziós koefficienseit adta meg a különböző áramlási viszonyok függvényében. E diagram jól alkalmazható a tervezési számításoknál.[footnoteRef:101] [101:  O. Levenspiel: Chemical Reaction Engineering, J.Wiley, N. Y. 1999. 310. oldal, 13.15. ábra.] 


Ha a tápoldatnak a tartási szakaszban mérhető áramlási viszonyai nem reprezentálhatók a fenti diszperziós modellel (ezt alkalmas „tracer” technikával kapott válaszfüggvények alakjának elemzéséből megállapíthatjuk), akkor az általános tartózkodásiidő-eloszlás koncepciója alkalmazható.

A fertőző mikrobákat tartalmazó tápoldattal átáramoltatott sterilező, mint reaktor, igen szegregált típust képvisel, hiszen az elölni kívánt sejtek, illetve spórák valóban kis – egymástól teljesen független – csomagocskákat jelentenek a hőbehatás (tehát a reakció, a pusztulás) szempontjából. Így feltéve, hogy sem a tartási szakasz belépési, sem kilépési pontján nincs az élő sejteknek visszaáramlása (s ezt bátran feltételezhetjük), írható, hogy



	,	(4.379)

ahol E(t) a sterilező reaktor (a tartási szakasz) tartózkodásiidő-eloszlás függvénye, Nsz pedig a túlélő mikrobák száma egy megfelelő szakaszos reaktorban, vagyis



	,	(4.380)

aminek alapján most már



	.	(4.381)

Ennek az egyenletnek konkrét esetben történő megoldásához segítség, ha utalunk arra, hogy a jobb oldala nem más, mint az E(t) függvény Laplace-transzformáltja (ahol k=s, a Laplace-transzformáció paramétere).

A tápoldatok hősterilezésének áttekintése során láttuk, hogy szakaszos és folytonos sterilezés esetén milyen szempontokat és hogyan kell érvényesíteni a hatékony sterilezési művelet megtervezése során. Mindezekhez azonban hozzátesszük kiegészítésül, hogy – különösen folytonos sterilezési művelet esetén – gazdasági szempontokat is figyelembe kell venni. Nem mindegy ugyanis, hogy a fűtéshez milyen hőmérsékletű gőzt alkalmazunk, milyen a sterilezés hőmérséklete, mennyire szigorú sterilitási kritériumot választunk.

Láttuk, hogy ezek közvetlenül befolyásolják a művelet hatékonyságát, de tudni kell azt is, hogy közvetlenül és legtöbbször fordított értelemben befolyásolják egy sterilező telep évi működési költségeit is. Így tehát a sterilezés nem csupán biológiai-kémiai hatásai, de gazdasági értelemben is optimálandó fermentációs művelet.

4.7.5. 	Dezinficiálás

A kémiai fertőtlenítést dezinficiálásnak nevezzük. A fertőtlenítő hatás fokozatait az alábbiakban foglaljuk össze:	csíraszámcsökkentő hatás (szanációs effektus)

	baktériumszaporodást gátló hatás (bakteriosztatikus hatás)

	gombák szaporodását gátló hatás (fungisztatikus hatás)

	baktériumölő hatás (baktericid effektus)

	fungicid hatás (gombaölő effektus)

	spóraölő hatás (sporocid effektus)

	vírusinaktiváló hatás (virucid effektus)

	gombaelemeket pusztító hatás (fungicid effektus)

	parazitákat pusztító hatás (paraziticid effektus)



Antiszeptikumoknak nevezzük azokat a dezinficiáló ágenseket, amelyek emberre kevéssé veszélyesek, a bőr- és nyálkahártya-irritáció kisebb mértékű, ezért akár bőrre is alkalmazhatóak (de nem ehetők meg!). Ezek közé a dezinficiensek közé tartoznak például az alkoholok, a Hg-sók, az ezüstnitrát, I2-oldat és a különböző detergensek.

Ezzel szemben a valódi dezinficiálószerek azok, amelyek  megölik a mikrobákat, de spóráikat nem feltétlenül. Ezek az emberi szövetekre sem veszélytelenek, elsősorban élettelen felületek, padló, falak stb. kezelésére alkalmazzák őket. Ezek közé tartoznak a hipokloritok, a CuSO4, a kvaterner ammónium vegyületek, a formalin és a fenolok.



A legfontosabb kémiai dezinficiáló hatóanyagok a következők:

	Etilénoxid

	Ózon

	Alkoholok

	Fenol

	Formaldehid

	Glutáraldehid

	Guanidinek

	Hidrogénperoxid

	Jodofórok

	Klór és klórvegyületek

	Kvaterner ammónium vegyületek

	Ortoftálaldehid

	Perecetsav



A fenol és a formaldehid klasszikus dezinficiensek, előbbi a 19. század végétől forradalmasította a steril kórházi praxist, durva környezetszennyező hatása miatt (nagyon nehezen bomlik le) ma nemigen alkalmazzák. A formaldehid az egyik univerzális dezinficiens, masszív mikrobiális vagy bakteriofág fertőzések esetén alkalmazzák, formalin oldat vagy paraformaldehidből felszabaduló formaldehid gáz formájában.



Gázsterilezésre az etilénoxidot (ETO) használják. Ennek forráspontja 10,4 OC, azaz szobahőmérsékleten gáz halmazállapotú. Mint alkilező szer, reagál a fehérjék aminosavaival, a DNS-sel, akadályozza a reprodukciót. Úgynevezett zárt gázsterilizátor készülékekben alkalmazzák. Mivel az emberi egészségre is ártalmas, sterilezés után gondos kilevegőztetés szükséges a gáznyomok eltávolítására.

Műanyagba csomagolt edények, mint eldobható műanyag Petri-csészék, pipetták, injekciós fecskendők, és tűk, valamint egyéb orvosi felszerelések sterilizálására alkalmazzák.

Szintén főként gázsterilezésre használják az ózont, de oldatban is alkalmazzák.

Előállítása oxigénből történik elektromos mező (kisülések) alkalmazásával, amely először atomjaira bontja, majd háromatomos ózonná alakítja át. Elsősorban víz (ivó- és szennyvíz), valamint élelmiszerek (hús, tojás) dezinficiálására alkalmazzák. Ma jellemzően palackozott vizek, illetve uszodák vizének fertőtlenítésére használják klór helyett, például Los Angeles a világ legnagyobb ózonosvíz-kezelő üzemét üzemelteti.



Az ókor óta ismert bizonyos nehézfémek, mint a réz, higany és ezüst dezinficiáló hatása: sebesüléseket réz- vagy ezüstlemezekkel fedtek be a fertőzések elkerülésére, a vizet ilyen edényekben tartották tartósítási céllal, stb. Mind sóiknak, mind a fémeknek maguknak van csíraölő hatása. Az ezüstöt finom hidroszol formájában ma is alkalmazzák még belsőleg is. A higanyvegyületek a 19. század végén bizonyos bakteriális fertőzések egyedüli gyógyszerének bizonyultak. Ezek a nehézfémek igen kis koncentrációban is hatnak, innen a hatásuk elnevezése: oligodinámiás hatás.[footnoteRef:102] [102:  Carl Nägeli (1893) írta le először az oligodinámiás hatást. A görög oligo=kevés és a dynamis= erőteljes, azaz igen kis koncentrációban ható kifejezésekből.] 




Szintén sok-sok éve ismert az alkoholoknak, elsősorban az etanolnak és az izopropanolnak a dezinficiáló hatása. Érdekes módon mindkét alkohol 70%-os töménység esetén a leghatékonyabb. Hatásuk a fehérjedenaturálásban nyilvánul meg, valamint a membránlipidek oldásában. 

Egy sor oxidálószer is alkalmas dezinficiálószerként. Ilyenek a klórtartalmú vegyületek, a hidrogénperoxid és a perecetsav.

A klór vízben az alábbi reakcióban hipoklórossavvá alakul, a hipoklórossav pedig pH-tól függően disszociál hipoklorid anionokká. Utóbbiak nem aktívak, csak a disszociálatlan hipoklórossavnak van csíraölő hatása, ezért a víz klórozása rendkívül pH-érzékeny művelet: alacsonyabb pH kedvez a disszociáció visszaszorulásának.

Cl2 + H2O [image: arrow]HOCl + HCl

A NaOCl viszont 9-nél magasabb pH-n hatékony. A kalciumhipoklorit (klórmész) szintén hatékony dezinficiálószer. Ma gyakran nem ezeket, hanem klórleadó szerves klórvegyületeket alkalmaznak.

A Na-diklór-izocianurátot például semleges pH-n 0,5–1% töménységű oldat formájában használják.

A klórdioxidot  (ClO2) protozoák ellen is használják.

Antiszeptikumként a szintén erős oxidálószer jódot (jódtinktura: 2% I2 70%-os alkoholban) is használják.

A hidrogénperoxidot 4%-os, a perecetsavat 3%-os oldat formájában alkalmazzák. Mindkettő erős oxidálószer, a vízben oxigénfelszabadulás közben bomlanak, ez az oxigén felelős a csíraölő hatásért.

A kvaterner ammóniumvegyület detergensek a sejtmembránt roncsolva fejtik ki hatásukat. Ilyen vegyületeket alkalmaznak mint benzalkónium-klorid, alkil-dimetilbenzil-ammónium-kloridok keverékei, polivinilpirrolidon-jodid alkoholos oldata, Na-lauriléter-szulfát stb. Ezek is antiszeptikumok, kéz fertőtlenítésére is alkalmasak.

A glutáraldehid sporicid, baktericid, virucid és fungicid hatású 2%-os lúgos pH 8,3 oldatban. Hatását a fehérjék szerkezete dezintegrálásával éri el, aldehid csoportjai rendkívül reakcióképesek.

A klórhexidin (4.156. ábra) is kémiai antiszeptikum. Klórhexidin-diglukonát formájában alkalmazzák leginkább. Elpusztítja a gram-pozitív és gram-negatív mikrobákat is, emellett nagyobb higításban bakteriosztatikum is (0,05%). A klórhexidin is a sejtmembrán roncsolásán keresztül fejti ki hatását. Nagy koncentrációban emberre is ártalmas (szemtől, fültől távol kell tartani), ugyanakkor 0,005–0,006%-os koncentrációban kontaktlecsék steril eltartására használják.

A β-Propiolakton egy karcinogén[footnoteRef:103] dezinficiálószer, amelyet széleskörűen alkalmaztak vérplazma, különböző vakcinák, sebészeti berendezések, enzimek és fermentációknál laborbioreaktorok kémiai sterilezésére. Vízzel hidrolizál, és a veszélytelen 3-hidroxipropionsavvá alakul. [103:  Ezt a karcinogén hatást nem tekintik bizonyítottnak manapság.] 


[image: 4-156-ábra-klórhexidin.png]

[bookmark: _Toc334778043]4.156. ábra: Klórhexidin

[bookmark: _4.7.6.__A]4.7.6. 	A bioreaktorok steril működtetésével kapcsolatos gyakorlati szempontok és megfontolások

A sterilezéssel foglalkozó alfejezetünkben eddig a tápoldatok sterilezésével foglalkoztunk részletesen, egy biotechnológiai folyamatnak, egy fermentációnak azonban ennél lényegesen több sterilezéssel és sterilitással kapcsolatos aspektusa van. Így szólni kell a bioreaktorok felépítésének a steril működéssel kapcsolatos kérdéseiről és a gázok, jelesül és elsősorban a levegőnek a sterilezéséről is.

Először a bioreaktor-sterilezés és steril működés tervezési, üzemeltetési vonatkozásairól szólunk.

„A gőzsterilezés alapjai jól ismertek, de egy aktuális, jól működő rendszert megtervezni (és mi tegyük hozzá: üzemeltetni is) mégis nagy kihívás”[footnoteRef:104] – írta W. D. Wise, az Eli Lilly Co. munkatársa 30 évnyi sterilezési üzemi tapasztalattal a háta mögött. Mit tegyünk, és mit ne tegyünk? – tette fel a kérdést, és tapasztalatainak legfontosabb elemeit tömören a következőkben foglalhatjuk össze. [104:  William D. Wise, Eli Lilly and Company: Succeed at steam sterilization.
     www.chemicalprocessing.com/articles/2005/592.html?page=1   (letöltve:2010)] 


– 	Minden autoklávban, illetve bioreaktorban történő sterilezés esetében, akár az üres bioreaktor, akár a tápoldatot tartalmazó bioreaktor sterilezését végezzük el, a légtelenítéssel kell kezdeni a műveletet.

A telített gőz nyomása ugyanis meghatározza a hőmérsékletet, de ha levegő is van a térben, a nyomás hamis hőmérsékleti értéket sugall, a levegő mintegy hígítja a gőzt. Ezért kilevegőztetés szükséges, a légzsákok kialakulását el kell kerülni. Ennek érdekében a sterilezés elején ún. „prevákuum” ciklusokat iktatnak be, ekkor a csövekből, porózus alkatrészekből, vattadugóból, gézből stb. eltávolítják a levegőt.

– 	Minden gőzbevezetéshez a legalacsonyabban fekvő pontján a rendszernek kondenz edényt vagy automatikus (számítógép vezérelte) kondenz lefúvatót kell alkalmazni. Ezekhez több gőzhozzávezetés esetén sem szabad közös elvezető csöveket alkalmazni (pangó, stagnáló kondenz zsákok, azaz fertőzési gócok jöhetnek létre).

– 	Minden cső a legalacsonyabb pont felé lejtsen, mintegy 1%-os lejtéssel, a hőmérőket is a legalacsonyabb pontra kell beszerelni.

– 	Ne higgyük el, hogy a kicsiny repedések, lyukak esetén a készülékben alkalmazott túlnyomás segít. Sőt, az ún. Venturi-effektus miatt itt inkább beszívás, azaz nem steril levegőnek a rendszerbe szívása történhet.

– 	Szinte a legfontosabb sterilezési szabály, hogy a hűtési ciklus kezdetekor azonnal levegőtúlnyomást kell adni a rendszerre, és az állandó nyomást végig fenn kell tartani a hűtési ciklus során. Ellenkező esetben a kihűlő gőz lekondenzálván vákuum keletkezik, és készülékünk vagy annak fűtő köpenye összeroppanhat!

– 	Bioreaktorok csőterveinek elkészítésénél (vagy elfogadásánál) ügyelni kell a közismert 6D (ma már inkább 2,5D) szabály érvényesülésére.[footnoteRef:105] Ez azt jelenti, hogy egy csőből történő leágazásnál, a leágazás hossza nem lehet a csőátmérő hatszorosánál (2,5-szeresénél) nagyobb, mert akkor olyan áramlásmentes vagy csökkent áramlásos holt terek alakulhatnak ki, amelyek stagnáláshoz, tehát fertőződéshez vezethetnek. [105:  Ez egy kötelező GMP-szabály is.] 


A steril bioreaktor-üzem egyik sarokpontja a keverőtengelynek a reaktorba vezetése, az ehhez alkalmazott tömítés. Ennek különösen az alsó meghajtású keverőknél van nagy jelentősége. Ma szinte kizárólag az ún. csúszógyűrűs törmítéseket alkalmazzák, rendszerint kettőt[footnoteRef:106]. A dupla csúszógyűrűs tengelytömítés rajza a 4.157. ábrán látható. A csúszógyűrű egyik eleme a tengelyre, a rajta forgó másik eleme a tömítés házában van rögzítve, és egymáshoz rugóval vannak szorítva. A finoman összecsiszolt súrlódó felületek (az egyik fémből, a másik kerámiából vagy fémkarbidból készül) végzik a steril tömítést. A kenés és hűtés, valamint a steril zárás biztosítására a két-két csúszógyűrű közé steril vizet vezetnek, amelyet tiszta gőzből történő kondenzációval állítanak elő és levegőtúlnyomással juttatják a tengelytömítéshez. [106:  Double mechanical seal] 


A tengelytömítést magát is sterilezni kell. Amikor üresen történik a készüléksterilezés, akkor bizonyos ideig gőzt vezetnek a steril víz helyett a két tömítés közötti űrbe, amikor pedig tápoldattal együtt történik a készülék sterilezése, akkor maga a tömítés is értelemszerűen sterillé válik.

[image: 4-157-ábra-csúszógyűrű.JPG]

[bookmark: _Toc334778044]4.157. ábra: Dupla csúszógyűrűs tengelytömítés

A biotechnológiai üzemben több helyütt is alkalmaznak szűrőelemeket, erről és a különböző célokra felhasznált szűrőelemekről tájékoztató összefoglalást nyújt a 4.9. táblázat. A táblázat elsősorban a steril műveletekre, illetve sterilezésre vonatkozóan tartalmaz adatokat. Láthatóan a levegőnek a sterilre szűrése a legfontosabb eleme ezeknek: mind a fermentort levegőztető gázt, mind az abból távozó gázt sterilre kell szűrni. Erre a célra a fermentáció hőskorában szénnel (koksszal) töltött oszlopokat, majd még a 20. század 60–70-es éveiben is szálasanyaggal (vatta, üveggyapot) töltött oszlopokat alkalmaztak. Ma kizárólag abszolút (tehát nem mélységi) membránszűrőket használunk a levegő steril szűrésére. A cserélhető szűrőelemeket rozsdamentes acél szűrőházakba foglalják, amelyeket, illetve a szűrőket magukat, szintén szűrt tiszta telített gőzzel sterileznek. A steril levegőszűrőnek a bioreaktorhoz történő bekötését, a sterilezés megvalósítását követhetjük a 4.158. ábrán. Meg kell jegyezni, hogy hasonlóan kell bekötni az elmenő levegő oldalon is a steril szűrőket. Laboratóriumi, illetve kísérleti üzemi léptékben egy elmenő levegőszűrő elegendő, üzemben kettőt alkalmaznak sorba kötve, és ha patogén mikrobákkal vagy GMO-kkal dolgoznak, akkor a kontéinment szabályainak megfelelően a második szűrő után még egy 500 OC-on működő elektromos égetőt is használni kell.

[bookmark: _Toc334778174]4.9. táblázat: Szűrők alkalmazása a fermentációs eljárásokban

		Alkalmazási terület

		Szűrőtípus

		Abszolút szűrőképesség (m)[footnoteRef:107] [107:  Abszolút szűrőképességnek (ami 100%-os eltávolítást jelent) nevezzük annak a legnagyobb (kemény és gömb alakú) részecskének az átmérőjét, amely (már) képes áthaladni a szűrőn, adott vizsgálati körülmények között. Ez a jellemző a szűrő legnagyobb nyílásának, pórusának átmérőjét adja meg.] 




		Gőz: készülékek tisztításához és és sterilezéshez

		Porózus rozsdamentes acél



		1,2





		Levegő előszűrése

		Cellulóz szűrőszövet

		8,0



		Fermentorba bemenő levegő steril szűrése

		Hidrofób membrán



		0,2





		Levegő buborékoltatása (levegőelosztó air lifhez)

		Porózus rozsdamentes acél



		3,0





		A távozó gáz előszűrése

		Polipropilén szűrőbetét

		1,2



		A távozó gáz sterilre szűrése

 (containment)

		Hidrofób membrán



		0,2





		Adalékanyagok, víz és nyersanyagok előszűrése 



		Polipropilén mélységi (pozitívan töltött), gyantakötéses üvegszál szűrőbetét 

		1,0





		Tartályok kilevegőzése

		Hidrofób membrán

		0,2





[image: 4-158-ábra-levegőszűrés]

[bookmark: _Toc334778045]4.158. ábra: Steril levegőszűrő és bekötése a bioreaktorhoz

Egy működésben lévő bioreaktoron egy sor úgynevezett forró pont van, amelyek a sterilezés, illetve a sterilen tartás szempontjából különös odafigyelést érdemelnek. Ezeket röviden a következőkben foglalhatjuk össze, illetve a fogalom megértéséhez tekintsük meg a  4.159. ábrát, amely bemutatja a forró pontokat, illetve a sterilen működő bioreaktor steril működésének határait (a kiemelő zöld vonalon belül minden steril!). Foglalkoztunk már a legkritikusabb ilyen forró pontokkal, vagyis a keverőtengely-tömítéssel és a steril levegő bevezetésével, illetve az elmenő levegő sterilezésével. Ezeken kívül forró pontoknak számítanak a szenzorok, elektródák csatlakoztatásai a bioreaktorhoz, az ingrediensek, azaz a sav, a lúg, a habzásgátló olaj és a szubsztrátok adagolási pontjai (tárolótartályok, azok csövezése, szivattyúik és szelepeik). Ezeken kívül a forró pontok, illetve kritikus műveletek közé sorolhatjuk a mintavételi pontokat, illetve a bioreaktor tartalmának lefejtését lehetővé tevő rendszert (sterilezhető leeresztő szelep és csatlakozó szerelvényei), és végül az úgynevezett inokulumvonalakat, azaz az előtenyészeteknek a főtenyészet reaktorába juttatását, az oltás megvalósítását. Ezeknek egy-egy korrekt, steril megvalósulását a következő, 4.161. ábrán mutatjuk be, avval a megjegyzéssel, hogy nem csak egyféle jó megoldás létezik. A példákat azért közöljük, hogy figyelmesen végiggondolva azokat, saját gyakorlatunkban ötletekkel, gondolatokkal szolgáljanak tervezés és kereskedelmi rendszerek vásárlása esetén. Különös jelentősége van a steril működtetés szempontjából a készülékek anyagának és felületkezelésének, valamint az alkalmazott szerelvényeknek. Ezekkel itt részletesen nem foglalkozunk, csak a sterilen működtethető szelepek leggyakrabban alkalmazott változatait, a membránszelepeket mutatjuk be a 4.160. ábrán. Ezeknek az az előnye, hogy sterilen működtethetők, a szállított fluidum nem érintkezik a szeleporsóval, valamint sima és az áramlást nem megtörő belső felületük meggátolja a szállított anyagban lévő lebegő részek kiülepedését, az eltömődést. Ezért ezeket a szeleptípusokat széleskörűen alkalmazzák a biotechnológiai iparokban (beleértve az élelmiszeripart is).

[image: 4-159-ábra-forrópontok]

[bookmark: _Toc334778046]4.159. ábra: Forró pontok és a steril működés határai
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[bookmark: _Toc334778047]4.160. ábra: Membránszelepek

[image: 4-161-ábra-oltás]

[bookmark: _Toc334778048]4.161. ábra: Fermentorok oltása

A bioreaktorok üzemeltetésének egy igen fontos eleme azok megfelelő tisztítása, előkészítése egy következő felhasználásra. A régi kézi tisztítási módszereket mára felváltották az automatikus, illetve automatizálható úgynevezett CIP[footnoteRef:108]-rendszerek, amelyek a berendezések rendkívül hatékony és állandó minőségű, valamint reprodukálható, azaz rutin eljárásként egy GMP[footnoteRef:109]-gyakorlat részévé tehető és validálható tisztítási protokollját teszik lehetővé. Egy modern biotechnológiai üzemben a CIP-rendszer csatlakozási pontjait építik ki, és amikor a tisztításra szükség mutatkozik, ezekhez csatlakoztatják a mozgatható CIP-rendszert. Ez egy számítógép által vezérelt algoritmus előre meghatározott programja szerint végzi a tisztítást a tisztító kemikáliákat tartalmazó folyadékok, a gőz, az öblítő folyadékok és tiszta (esetleg steril) vizes öblítések egymás utáni alkalmazásával, megfelelő nyomású és hőmérsékletű fluidumok segítségével. Egy bioreaktor megfelelő tisztításához a reaktorba nagynyomású (de 2,5 barnál kisebb nyomásesésű, hogy az aeroszolképződést megakadályozzák) szórófejeket építenek be, rendszerint egy fedél közeli pozícióba (és néha a keverőelemek alá is), amelyek a készülék faláról, de még a reaktorba beépített különböző elemek rejtett felületeiről (keverőelemek, áramlástörő elemek, benyúló szondarészek ) is képesek eltávolítani a rájuk rakódott szennyeződéseket (táptalajrészek, sejtek, habgátló olajok). A CIP-rendszerek vezérlésének az ún. TACT (temperature, action, chemical concentration, time) paraméterek megfelelő beállításával kell gondoskodnia az effektív tisztításról, azaz a megfelelő hőmérséklet, a mechanikai hatás (szórófejen kiáramló anyag ereje), az alkalmazott kemikáliák fajtája és koncentrációjuk, valamint a hatóidő azok a paraméterek, amelyekkel a CIP hatékonysága biztosítható. [108:  CIP = cleaning in place, azaz helyben tisztítás, a készülék szétszerelése nélkül.]  [109:  GMP = good manufacturing practice, azaz megfelelő gyártási gyakorlat, a modern üzemmenet egyik meghatározó eleme. A követendő eljárások rendszere.] 


A 4.162. és 4.163. ábrán egy CIP-rendszer vázlatát láthatjuk. A bioreaktor szempontjából a CIP- folyadékokkal ellátó csövezésnek, az elosztófejeknek, valamint a CIP-oldatok visszatérő csövezésének van jelentősége, ehhez csatlakoztatható az ún. CIP-konyha (ez az, ami mobil), amelyben a vegyszer- oldatok elkészülnek, illetve ahol ezeknek és a visszatérő folyadékoknak a tárolótartályai vannak elhelyezve, a megfelelő mátrix-szeleprendszerrel és szivattyúkkal, valamint hőcserélővel. Egy tipikus[footnoteRef:110] tisztítási ciklus a következőkből áll: [110:  Az alkalmazott kemikáliák nagyon függenek a szennyeződések természetétől. Pl. a bemutatottakon kívül klórtartalmú vagy detergens tartalmú oldatokat is alkalmazhatnak.] 


· tisztítás csapvízzel,

· egy tisztító oldattal történő meghatározott idejű mosás (az oldat cirkuláltatása). Ez rendszerint egy lúg.

· Ugyanez egy savas oldattal,

· öblítés vízzel,

· öblítés desztillált vagy deionizált vagy WFI[footnoteRef:111] vízzel. [111:  WFI = water for injection, a gyógyszeripari gyakorlatban alkalmazott legtisztább, pirogénmentes víz.] 


Az egyes fázisok között légbefúvással távolítják el a maradék folyadékot. A végső öblítés hatékonyságát a visszatérő folyadék vezetőképességének ellenőrzésével állítják be a kívánt értékre.

[image: 4-162-ábra-CIPállomás.JPG]

[bookmark: _Toc334778049]4.162. ábra: Egy egyszerű CIP-rendszer felépítése

[image: 4-163 ábra-CIP szórófejek]

[bookmark: _Toc334778050]4.163. ábra: A BIOENGINEERING cég CIP-szórófejei

A sterilezéssel kapcsolatban tanultakat ellenőrizzük a 4.16. animáció feladainak megoldásával.





[bookmark: _Toc334778088]4.16. animáció: Önellenőrzés: sterilezés

[bookmark: _Toc300502227][bookmark: _Toc334705700]4.8. 	A bioreaktorokban folyó történések mérése és szabályozásuk elemei

A fermentációs folyamatok követésének, mérésének szükségessége magától értetődő és emiatt az is, hogy szinte lehetetlen a számtalan alkalmazott vagy alkalmazható módszert maradéktalanul ismertetni. Az alábbiakban csak egy rövid áttekintést adunk a leginkább és elterjedten alkalmazott módszerekről, valamint azokról, amelyeket a tárgyhoz kapcsolódó laborgyakorlatokon alkalmazunk.

A fermentációs folyamat az alábbi sémával írható le, és ez megmutatja, hogy méréseink fókuszában miféle, a rendszert jellemző változók vannak. A mérések tehát kiterjednek a séma elemeire: mindig érdekel bennünket, hogy a tenyésztés során hogyan hasznosul a szén-/energiaforrás, aerob esetben az oxigén, a nitrogénforrás és esetenként az egyéb tápoldatkomponensek némelyike is érdeklődésre tarthat számot. A séma jobb oldalán vitathatatlanul a sejttömeg, illetve sejtszám alakulásának mérése a legfontosabb, illetve termékes fermentációk esetében a termék képződése. De a mikroba gázanyagcseréjének, azaz a szén-dioxid-képződésnek és a mindig kísérő hőképződésnek is nagy a jelentősége, különösen, ha kvantitatív mérlegeket, illetve matematikai modelleket kívánunk készíteni.

      C/E   +   O2   +   N  +  egyéb tt. Komponens    → 

  X

+ Pi  +  CO2 +  HŐ 



A 4.164. ábrán egy áttekintő össszeállítást láthatunk az alkalmazott módszerekről a mikrobanövekedés követésének kivételével, evvel ugyanis kissé részletesebben foglalkozunk az alábbiakban.

[image: 4-164-ábra-mérésekösszefoglalás]

[bookmark: _Toc334778051]4.164. ábra: A fermentáció követési módszereinek áttekintése

A fermentáció nyomon követésére használt méréseket többféle szempont szerint csoportosíthatjuk. Aszerint hogy a mikroba tevékenységéről adnak-e felvilágosítást, beszélhetünk biológiai, vagy ha csupán a környezet változásait követik, nem biológiai, azaz fizikai, illetve kémiai változókról. Biológiai változók a mikrobakoncentráció, a metabolikus sebességek és fajlagos sebességek és a különböző metabolikus kvóciensek, míg fizikai változók a hőmérséklet, a levegőztetés és a keverő sebessége stb. Kémiai változónak tekintjük a szubsztrátok kiindulási és szabályozott koncentrációit, illetve a fermentlé pH-ját vagy az oldott oxigén szintjét (DO).

A változók lehetnek folytonosak, illetve időnkéntiek, azaz diszkrétek.

Megint más szempont szerint beszélünk on line. azaz a folyamatról közvetlenül valós időben információt nyújtó (néha in line-nak is említik) változókról, ha pedig a rendszerből (időnként) kivett mintát másutt, a rendszeren kívül analizáljuk, akkor off line mérésekről, illetve változókról beszélünk.

Primer mért változóknak vagy közvetlen változóknak nevezzük azokat, amelyeknél maga a mért érték az érdeklődésre számot tartó változó. Ilyenek a pH, DO, hőmérséklet, szubsztrát- koncentrációk, növekedési sebesség, stb. Indirekt, számolt változóknak[footnoteRef:112] nevezzük ezzel szemben azokat, amelyek esetében a változó értékét más (direkt vagy indirekt) változókból számítjuk ki. Ilyenek például a respirációs kvóciens, amelyet a szintén indirekt szén-dioxid-képződési és oxigénfogyasztási sebességekből számolunk ki, vagy a hozam, amelyet a mért mikroba- és szubsztrátkoncentráció-változásból lehet kiszámítani. Mind a direkt, mind az indirekt változók lehetnek szabályozókörök inputjai is. [112:  Az angolszász szakirodalom ezeket „gateway sensors” névvel illeti.] 


Egy fermentációs folyamat elvárható minimális mérési és szabályozási szintjeként a következők tekinthetők:

Legáltalánosabban mért fizikai változók (minimális mérési *és minimális szabályozási** szintek):

	*hőmérséklet **

	*nyomás **

	*áramlási sebesség (folyadékok, gázok)**

	  térfogat és/vagy tömeg

	*keverősebesség ** 

	*teljesítményfelvétel

	*habszint**

	  viszkozitás

	  turbiditás

Legáltalánosabban mért kémiai változók:

	*pH **

	 elektródpotenciál

	 Si……Pj

	*DO (**)

	  DCO2 

	  sejtkoncentráció

4.8.1. 	A mikrobanövekedés követése

A növekedés mérésére igen sok módszert alkalmaznak. Áttekintő összeállítást nyújt erről a 4.165. ábra. Klasszikus és anyagmérleg-készítés szempontjából legfontosabb módszer a szárazanyag- mérés. A fermentléből vett ismert térfogatú mintát membránszűrőn leszűrjük (0,2 μm pórusú membránbaktériumok esetén is megfelelő), desztillált vízzel kimossuk a tápoldatnyomokat, majd tömegállandóságig szárítjuk 105 °C hőmérsékleten. A visszamért membrán nettó tömege térfogategységre vonatkoztatva a sz. a.-koncentráció. Alkalmazzuk baktérium és élesztő, valamint fonalas mikrobák esetén is, ha a tápoldat nem tartalmaz lebegő részecskéket.

[image: 4-165-ábra-növekedés követési módszerek.jpg]

[bookmark: _Toc334778052]4.165. ábra: Sejttömeg- és sejtszámmérési módszerek

Az optikai módszerek alapja az, hogy ha egy sejtszuszpenziót monokromatikus fénnyel megvilágítunk, akkor a fény útjába kerülő sejtek azt különböző irányokba szórják. Ha a valamilyen irányban szórt fény intenzitását mérjük, nefelometriáról, ha az áteső fény abszorbanciáját mérjük, turbidimetriáról beszélünk. Utóbbit alkalmazzuk szinte kizárólag. Ha a Lambert–Beer-törvény érvényes, akkor a mért extinkció arányos a sejtkoncentrációval:



	,	(4.382)

amelyben I0 a megvilágító és I az áteső fény intenzitása, hányadosuk logaritmusa az extinkció.

X a mikroba tömeg szerinti koncentrációja és L a fényút hossza, azaz a mérőküvetta szélessége (rendszerint 1 cm),  ε  pedig a fajlagos fényelnyelés (sejttípusfüggő).

A klasszikus optikai denzitás meghatározás esetében szinte kizárólagosan 600 nm-es fényt alkalmazunk, és optikai denzitásnak, a sejtkoncentráció mértékének definiáljuk a hígítással megszorzott extinkció értékét. A fényelnyelést vakkal szemben mérjük, amelynek a sejtmentes fermentlé hasonlóan hígított oldatának illene lennie, a valóságban rendszerint desztillált vízzel szemben mérünk. A 600 nm-en történő off line OD-mérésnél vigyázni kell arra, hogy a sejtszuszpenziót kellő mértékig meghígítsuk, azért, hogy a fenti lineáris összefüggés érvényességi tartományában mérjünk. Ma rendszerint 1, néha 2-es extinkciótartományban is lineáris az összefüggés.

A klasszikus optikai denzitás mérésnek off line módszerével szemben ma már alkalmaznak on line OD-mérő eszközöket is, két ilyennek a felépítését láthatjuk a 4.166. árán. Ezek „elektród” küllemű szondák, amelyek a fermentorok standart csonkjaiba szerelhetőek, és rendszerint 1000 nm hullámhosszú közeli NIR-fénnyel operálnak. Mind áteső, mind tükrözött (azaz nefelometriás) változatú szondák ismertek.

[image: 4-166-ábra-on line OD mérő szondák.jpg]

[bookmark: _Toc334778053]4.166. ábra: On line OD-mérő szondák felépítése

A száloptikák elterjedése szélesre nyitotta az optikai elvű mérési lehetőségek kapuját. A nyolcvanas évek óta olyan fluoreszcenciamérésen alapuló, a reaktorba standard csonkokon keresztül beilleszthető műszerek is elérhetőek, amelyek egyszerre több hullámhosszúságú lézerfényt bocsátanak a sejtszuszpenzióra, OD-mérésre alkalmasak, de ugyanakkor a sejttartalom bizonyos elemeinek fluoreszcenciamérését is elvégzik. Az alapja ezeknek a detektálásoknak az, hogy a redukált koenzim NADH és NADPH 340–360 nm-en gerjesztve 460 nm-es fluoreszcens fényt emittálnak, amely fény intenzitása arányos az élő sejt koncentációjával (természetesen befolyásolja a jelet a sejtek fiziológiai állapota is, valamint a tápoldat esetleges zavaró elemei, mint pl. a buborékok).[footnoteRef:113] [113:  Megemlítjük az áramlásos citometriát (flow citometry) is, amely rendkívül drága, és ezért a fermentációs rutinban nem elterjedt módszer, amely szintén egyidejűleg egy sor on line optikai: turbidimetriás és fluoreszcens mérésre alkalmas.] 


A fluoreszcenciás mérést használják ki akkor is a sejtnövekedés követésére, amikor a sejtek „láthatóvá tételére” génmódosítással beépítik az ún. GFP[footnoteRef:114]-termelő-képességet a sejtekbe, amelyek azután 375 vagy 470 nm gerjesztő fénnyel megvilágítva 509 nm-en emittálnak és mérhetőek. Ha ezt a GFP-termelést a haszontermék (fehérje) termelésével kötik össze, akkor a termékképződés előrehaladása követhető ilyen módon. [114:  GFP=green fluorescent protein] 


 Az optikai szálak, a ledtechnika (megvilágítás) és a miniatürizálás (piciny fotódióda detektorok) mára oda vezettek, hogy rázott lombikokban is lehetséges OD-mérés, sőt a néhány cm3 térfogatú mikrobioreaktorokban és a mikroplate lyukaiban is.

A sejtek egyenkénti megszámlálásának is számos módszere ismert. Csak megemlítve itt az off line mikroszkópos sejtszámlálási módszereket (pl. a Bürker-kamrás módszert), az elektronikus részecskeszámlálás módszerét ismertetjük[footnoteRef:115]. A 4.167. ábrán látható a műszer elvi felépítése. A sejteket kényszeráramban egy kapillárison vezetjük át, amelynek két oldalára váltófeszültség van adva. A lyukon (sejtfajtától függően 5–50 μm) áthaladó sejtek ellenállása más, mint a (NaCl) hordozó elektrolité, ezért egy áramcsúcs jelenik meg minden egyes sejt áthaladásakor. Ennek számlálása a sejtszámot, nagyságának diszkriminátorokkal történő szétválogatása pedig a sejtek méreteloszlását képes megjeleníteni. Elvileg csak egysejtű, leginkább élesztő-, kevésbé baktérium- sejtek számlálására alkalmas az eredetileg vérsejtszámlálásra kifejlesztett módszer. Csak off line mérés lehetséges. [115:  Eredeti márkaneve, amely módszernévvé is változott: Coulter Counter.] 


[image: 4-167-ábra-elektronikussejtszámlálás.JPG]

[bookmark: _Toc334778054]4.167. ábra: Elektronikus részecskeszámláló elvi működése

Sok próbálkozás van egyéb sejttömeg- és sejtszámmérési eljárások kidolgozására is. Így például az ultrahangnak a felhasználásával is fejlesztettek ki módszereket. Ezen modern műszeres sejttömeg- mérési módszerek egyike például az akusztikus rezonancia denzitometria. Elve az, hogy ultrahanggal sugározzák be a küvettában lévő sejteket, amelyek rezonanciája a szenzor piezoelektromos cellájában feszültséget gerjeszt, ami mérhető.

Az ép sejtmembránnal rendelkező sejteket úgy tekinthetjük, mint kicsiny kondenzátorokat, amelyek elektromos mező hatása alatt – a membrán nem vezető lévén – feltöltődnek. A kialakuló kapacitanciát mérni lehet (pF/cm egységben): értéke függ a sejt típusától, valamint az élő sejtek koncentrációjától. Olyan „elektródát” fejlesztettek ki, amely egy standard csonkba beszerelhető testben 4 Pt elektródát foglal magába. Kis kezdeti sejtkoncentrációnál az elektródákra adott rádiófrekvenciás mező kicsiny áramot jelez, ahogy nő a sejtkoncentráció, a jel is erősödik, miközben a halott sejtek, valamint a gázbuborékok  láthatatlanok az elektród számára. Ily módon a rendszer az élő sejttömeggel arányos jelet szolgáltat.[footnoteRef:116] Előnye az elektródnak, hogy nem növik be a sejtek, nagy sejtkoncentrációig lineáris a jel, és egyaránt alkalmazható egy sor sejttípushoz, baktériumok, élesztők, állati és növényi sejtek és rovarok sejtjeire is. [116:  Biomass Monitor, 2002-ben került piacra, egyszerre négy fermentorban is képes követni a sejtszaporodást.] 


Ma a kereskedelmi forgalomban kaphatók a bioreaktorba standard csonkra beszerelhető in line mikroszkópok is, amelyek fluoreszcenciás vagy egyszerű mikroszkópos képeket közvetítenek digitális kamerába, és mind a sejttartalom, mind a sejtszám, mind a morfológia követésére alkalmasak. Ezek vagy mechanikusan, vagy elektronikusan definiált mérési zónában (lásd a 4.166. ábra második példáját) képesek az összes sejt megjelenítésére.

4.8.2. 	A hőmérséklet és a pH mérése

A fermentlé hőmérsékletét szinte kizárólag Pt100[footnoteRef:117] ellenállás-hőmérőkkel mérjük. A szabályozását pedig a hőátadó rendszerben (rendszerint a reaktor köpenyében) cirkuláltatott hűtővíz gőzzel történő fűtésével és hideg vízzel történő hűtésével (PID-szabályozókkal) oldják meg. [117:  0 OC-on 100 Ω, 60 OC-on 123,2 Ω ellenállású a Pt.] 


A pH mérésére a 60–70-es évek óta a cserélhető elektrolittal feltöltött, sterilezhető kombinált üveg/kalomel elektródokat alkalmazzák. Ma inkább egyszer használatos, nem regenerálható, gélformájú elektrolitokkal feltöltött elektródák használatosak. A pH szabályozását két irányban működő szabályozókkal végezzük, a szabályozók sav vagy lúg ingrediensek adagolását vezérlik.

A hőmérőket, a pH-elektródákat és a fentiekben említett optikai szondákat stb. ún. standard csonkokba lehet csatlakoztatni. Egy ilyen 25 mm belső átmérőjű csonk, valamint a szondamentes esetben szükséges zárásra alkalmas vakdugó képét mutatja a 4.168. ábra.

[image: 4-168-ábra-standard csonkok]

[bookmark: _Toc334778055]4.168. ábra: Standard szondaillesztő csonkok

4.8.3. 	Az oldott oxigén koncentrációja és az oxigénabszorpció mérése

[bookmark: _4.8.3.1.__Oldott]4.8.3.1. 	Oldott oxigén mérése

Az oldottoxigén-szint mérésénél két probléma merül fel: mivel az oxigén egy csekély mértékben oldódó gáz, koncentrációja a fermentlében alacsony, ugyanakkor a koncentráció változásának sebessége (különösen a 4.8.3.2.-ben ismertetendő dinamikus KLa mérés esetén) nagy, ezért érzékeny és gyors reakciójú mérőrendszerre van szükség. Próbálkoztak a múltban többféle módszerrel, például az ún. „tubing” módszerrel. Ennél a fermentlébe egy oxigénre áteresztő (pl. szilikongumi) csövet merítettek, amelyen keresztül N2-gázt áramoltattak. Ebbe az oldott oxigént bediffundálva és a gázáramot gázelemzőbe vezetve, lehetséges lett az oldott oxigén szintjének meghatározása. A módszer körülményes, lassú, ezért nem terjedt el.

A oldottoxigén-szint mérésére ma kétféle amperometriás elvű elektrokémiai rendszert alkalmaznak (4.169. ábra). Az elterjedtebb Clark-elektród esetében külső feszültségforrással polarizálják a Pt katódot, amely körül helyezkedik el az Ag henger anód. Az elektrolit 3 mol/l KCl-oldat. Az elektródokat, illetve elektrolitot oxigénre áteresztő polietilén-, szilikongumi- vagy teflonmembrán választja el a mérendő közegtől. Állandó polarizáló feszültség (kb 0,6 V), valamint jól definiált membránvastagság és membrán-katód távolság esetén az elektródok között folyó áram erőssége arányos a külső térben mérhető oldott oxigén parciális nyomásával:



		(4.382)

ahol	pO2 az oldatban lévő O2 parciális nyomása

	D az oxigén diffúziós állandója a membránban

	S az oxigén oldhatósága a membránban

	X a membrán vastagsága

	F Faraday-állandó (9,648.104 Coulomb/mol)

	A katódfelület



Mivel az elektródban valamennyi többi mennyiség konstans, csak a parciális nyomás változhat, ezért az áramjel a parciális oxigénnyomással lesz arányos.

Az oldott oxigént mérő elektród tehát nem oxigénkoncentrációt mér, hanem az oldott oxigén parciális nyomásával arányos áramjelet 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).

A 4.170. ábra  tanúsága szerint legalább három diffúziós határréteg jelent ellenállást az oxigénnek a katód felületére jutásakor, ezért érthető, hogy van időkésése a rendszernek, a mért érték egy előző időpontban érvényes valódi értéknek felel meg. Ismernünk kell tehát az elektród dinamikus viselkedését, az időkésés mibenlétét, hogy – különösen dinamikus méréseknél – ezt a késést kompenzálhassuk.

[image: 4-169-ábra-pO2-elektródfelépítés.JPG]

[bookmark: _Toc334778056]4.169. ábra: Oldott oxigént mérő amperometriás elektródok felépítése

[image: 4-170-ábra-ellenállások.JPG]

[bookmark: _Toc334778057]4.170. ábra: Diffúziós határrétegek az oldott oxigén elektródjában

4.8.3.2. 	Az oxigénabszorpció sebességének meghatározási módszerei

Szulfitoxidációs módszer



A szulfitmérés során az oxigénabszorpció sebességének mérését egy kémiai reakció sebességének mérésére vezetjük vissza.

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



				SO3 2-  +  ½ O2  →  SO4 2-





reakció játszódik le. Ez a reakció néhány fontos tulajdonsággal rendelkezik:



· Nulladrendű a reakció az SO32- ionokra nézve (0,1–1 Na2SO3–koncentráció-tartományban) 
ha van 10-3– 10-4 mol/l  koncentrációjú katalizátor.

– 	Gyakorlatilag irreverzibilis.

–	Gyakorlatilag pillanatszerű.

E tulajdonságokból következik, hogy egyrészt amíg szulfitionok 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 oxidációsebesség



		(4.383)

Ha tehát megmérjük a reakció sebességét, akkor megmértük az oxigénabszorpció sebességét is.

A reakciósebességet a szokásos módon mérhetjük: a reakcióidő előrehaladtával mintákat veszünk, amelyekben meghatározzuk a még el nem reagált szulfit koncentrációját, 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 (reakciósebességet, ami maga az OTR) mmól oxigén/l·óra, méginkább g O2/l·óra (vagy régebben mg SO2/l·óra ) egységben kifejezve kapjuk az ún. szulfitszámot.



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 oxigéndiffúziót a határrétegben, meghamísítva a viszonyokat. Ezt a gyorsító hatást az ún. „enhancement faktorral” szokták leírni. A szulfitszám tehát kissé nagyobb oxigénabszorpciót jelez. mint ami egyszerű vizes oldatban (vagy fermentlében) lenne, azonban arra kiválóan alkalmas, hogy értékeivel reaktorok oxigénátadási viszonyait, és adott reaktor esetén a különböző technológiai paraméterek mellett történő levegőztetés hatásait összehasonlíthassuk.

A szulfitoxidációs módszert csak tisztavizes modellrendszerben 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.



Kilevegőztetéses („Gassing out”) módszer KLa meghatározására	



E módszer során N2-árammal kihajtják az oldott oxigént a bioreaktorban lévő vízből vagy mikrobamentes tápoldatból, majd a N2-gáz bevezetését megszüntetik, és átkapcsolnak levegőztetésre. Ekkor az átviteli függvény az ismert







Alakú, és ha folytonosan mérni tudjuk az oldott oxigén koncentrációjának a növekedését a telítődés során, akkor e differenciálegyenlet megoldása rajzolódik elénk (pl. egy kompenzográfon), amelyet az 4.171. ábra mutat. A C-t görbéből  a  megoldási forma alapján KLa meghatározható.

[image: 4-171-ábra-kilevegőztetéses.JPG]

[bookmark: _Toc334778058]4.171. ábra: A kilevegőztetéses KLa-meghatározási módszer elve

Dinamikus KLa-meghatározási módszer



A KLa dinamikus meghatározásának módszerét tenyészetekben történő mérés céljára dolgozták ki. Alapja az, hogy amint az a 4.77. ábrán látható, szakaszos mikrobatenyésztés során mindig dinamikus egyensúly van az oxigénoldódás és a fogyasztás között. Ez az egyensúlyi oldottoxigén- koncentráció az ábra szerinti profil szerint változik minden szakaszos fermentáció során.

Ha a görbe mentén bárhol leállítjuk a levegőztetést a 4.172. ábra szerint (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 oxigénkoncentrációt, ugyanis afelett állandó a fajlagos légzési sebesség, Qmax valamint a mérés rövid ideje miatt az x mikrobatömeg növekedése elhanyagolható. Ebből az egyenesből meghatározható a légzés sebessége, az ugyanis az egyenes meredekségével egyenlő (xQ).

[image: 4-172-ábra-dinamikus1.JPG]

[bookmark: _Toc334778059]4.172. ábra: A dinamikus KLa-meghatározás elve tenyészetekben

[image: 4-173-ábra-dinamikus2.JPG]

[bookmark: _Toc334778060]4.173. ábra: A dinamikus KLa-meghatározás: linearizálás

A leszálló egyenes mentén bárhol, ha újra visszakapcsoljuk a levegőztetést, akkor a teljes differenciálegyenlet érvényes, és az ábrán látható görbe mentén áll vissza az előző egyensúlyi oldottoxigén-szint. A görbe néhány pontjából az alábbi linearizálásnak megfelelő ábrázolást (4.173. ábra) elvégezve, a kapott egyenes reciprok iránytangense megadja KLa-értékét.



		(4.384)

A dinamikus KLa-mérés előnye, hogy tenyésztés közben nyújt információt 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 oxigénszint értékétől. Ennek kiküszöbölése érdekében többféle eljárás is lehetséges.

Az eredeti grafikus módszer is lehetőséget nyújt KLa-nak az elektród időállandójának ismeretében történő meghatározására.

Ha mérőműszert (mérőerősítővel, esetleg processzorral és természetesen az elektróddal együtt) egytárolós tagként tekintjük (lásd a Folyamatirányítás c. tárgy anyagát is), azaz



	,	(4.385)

ahol C’ a műszer által mért (az oldott oxigén koncentrációjával arányos) jel, C pedig a folyadékban mérhető valódi koncentráció, és T az egytárolós tag időállandója. Esetünkben nyilvánvaló, hogy A=1. Deriváljuk ezt az egyenletet:



		(4.386)

Egyenletek alapján a következő linearizálást és a 4.174. ábrán látható ábrázolást elvégezve KLa meghatározható.



		(4.387)

Ekkor természetesen a kísérletes görbének nemcsak az első, hanem a második deriváltját is meg kell határoznunk, ami már meglehetősen nehézkes.

[image: 4-174-ábra-dinamikus3.JPG]

[bookmark: _Toc334778061]4.174. ábra: A dinamikus KLa-meghatározás: linearizálás időállandóval

Egy másik megközelítés szerint a fenti differenciálegyenlet meg is oldható, és a megoldás C’(0)=0 és dC’(0)/dt =0  kezdeti feltételekkel



	.[image: ]	(4.388)

Ebből a formulából az összetartozó (t, C’(t)) adatok birtokában nemlineáris regresszióval a KLa és T keresett paraméterek elvileg meghatározhatók. Ha azonban jobban megnézzük az  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.[footnoteRef:118] [118:  Ez valójában azt jelenti, hogy 1/KLa is időállandó.] 


Az előbbi két módszer felveti a kérdést, hogy hogyan határozzuk meg az elektród időállandóját. Erre az egyik ismert 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 ezt egy 100% → 0% egységugrással helyettesítjük. Ez megoldható, ha a dinamikus módszert egy kissé módosítva a szulfitméréssel kombináljuk.



Kombinált módszer a KLA meghatározására



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

Az oxigénátadás szempontjából vizsgálandó bioreaktort vízzel töltsük 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 koncentrációját. 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 is. Amikor a szulfit ionok elfogytak, az oldott oxigén koncentrációja elkezd emelkedni az átviteli függvénynek megfelelő görbe mentén.

A két görbét normáljuk, és az elektród-válaszfüggvény 1-C’ transzformációjával egy koordináta- rendszerben ábrázoljuk, és 0–∞ intervallumban integrálva a 4.175. ábrának megfelelően megkapjuk KLa értékét.

[image: 4-175-ábra-kombinált]

[bookmark: _Toc334778062]4.175. ábra: A dinamikus KLa-meghatározás kombinált módszerrel

4.8.4. 	A gázanyagcsere mérése

A bioreaktorba levegőztetéssel bekerülő gáz oxigéntartalmának általában kevesebb mint 15–20%-a oldódik, azaz hasznosul, nagyobb része az elmenő gázzal távozik. Az oldódó oxigén helyébe szén-dioxid kerül, de természetesen nem pontosan akkora moláris mennyiséggel, mint amennyi oxigén elfogy (kivéve, ha az RQ=1). Ezért a bemenő és a kimenő levegőáramlási sebesség rendszerint jelentősen különbözik.

Ahhoz, hogy a légzési sebességet, a szén-dioxi-képződési sebességet, valamint az ezekből számítható respirációs hányadost mérni tudjuk, elvileg a következőket kell primer módon mérnünk:

	bemenő és elmenő levegő térfogatárama, 

	hőmérséklet és nyomás a bemeneti és a kimeneti ponton,

	valamint ugyanott a bemenő, illetve a távozó levegő összetétele.



Az áramlási sebesség mérését régebben rotaméterrel, kijelzős rotaméterrel oldották meg, ma az úgynevezett tömegárammérőket alkalmazzuk.[footnoteRef:119] Ez egy fűtött csőszakasz (4.176. ábra), amelynek hőmérsékletét állandó értéken tartjuk, és az ehhez szükséges elektromos fűtőteljesítményt mérjük. Ez arányos a csőszakaszon áthaladó levegő tömegáramával. A műszert rendszerint egy szabályozóval és szabályozószeleppel egybeépítve használjuk. [119:  Mass flow meter] 


A gázfázis oxigéntartalmát az oxigén paramágneses tulajdonságain alapuló gázelemzővel mérjük, míg a szén-dioxid-tartalmát infravörös elnyelésével (hővezetésével) követjük. Ezt a kétféle elven működő gázelemző rendszert általában egyesítve, egy műszerként hozzák forgalomba. Ha gazdaságos (több reaktor mérése), a tömegspektrometria is alkalmas a levegőztető gáz összetételének meghatározására.

Nézzük ezek után, hogy hogyan lehet egy gázanyagcserét követő rendszert felépíteni. Tételezzük fel, hogy mind a bemenő levegő jellemzőit, mind a kimenőéit mérjük. Azaz mérjük T1, p1, q1 és O21, valamint CO21 és T2, p2, q2 és O22, valamint CO22 értékeit, ahol sorrendben a jelölések a hőmérsékletet, nyomást, térfogatáramot és a gázösszetételi értékeket jelentik a bemenő és a kimenő levegőben. Írjuk fel a bemenő légárammal érkező móláramot:







	                    	(4.389)

Hasonlóképpen írható fel a kimenő légáram oxigén, szén-dioxid és nitrogén mólárama is:







	                    	(4.390)

Megkönnyíthetjük a dolgunkat, ha észrevesszük, hogy a bemenő és a kimenő légáramban a nitrogén mólárama biztosan nem változik (ha már telítődött a fermentlé nitrogénnel). Azaz 



	.	 (4.391)



Ebből a q2 kifejezhető: 		(4.392)



Ha ezt felhasználjuk a 4.390 egyenletekben, akkor felírhatjuk a légzési sebesség és a szén-dioxid- képződési sebesség értékét:





    és    [footnoteRef:120]	
		(4.393) [120:  OUR=oxygen uptake rate, CER=carbon dioxide evolution rate, légzési és szén-dioxid-képződési sebesség.] 


Ebből láthatjuk, hogy a gázanyagcsere sebességi értékeinek követéséhez kevesebb mérési helyre van szükség, mint előzőleg feltételeztük, azaz elegendő minden értéknek csak a bemenő levegő oldalon történő mérése. Ha pedig a respirációs hányadosra vagyunk kíváncsiak, a 4.393 egyenleteit osztva a következőt nyerjük, amely szerint RQ mérését a be- és kimenő levegő összetételi adatai meghatározzák:



		(4.394)

4.8.5. 	Nem invazív fluoreszcens módszerek[footnoteRef:121] [121:  Az itt következő leírásnak a FLUOROMETRIX cég Cellstation berendezésének leírása az alapja.] 


Az utóbbi években, a mikrobioreaktorok és az ún. nagy áteresztőképességű szűrő módszerek elterjedésével láttak napvilágot olyan fluoreszcencián és lumineszcencián alapuló módszerek, amelyek optikai útra terelték nemcsak az optikai denzitás, hanem a pH, az oldottoxigén- koncentráció és az oldott szén-dioxid-koncentráció kis helyigényű, nem invazív és gyors meghatározását.

Az oldott oxigén (sőt a gázfázisú oxigén) optikai mérésének az az alapja, hogy az oxigén dinamikusan kioltja valamely fluorofór fluoreszcenciáját, mégpedig 10 ns-nál nagyobb (néha több száz ns, azaz jól detektálható) félélettartammal. Az oxigén nélkül mért fluoreszcens fény intenzitásának és az oxigén jelenlétében mért fluoreszcens fény intenzitásának hányadosa az ún. Stern–Volmer-egyenlettel adott:



	,	(4.395)

ahol E0 és E az oxigén nélküli és az oxigén jelenlétében mért emisszióintenzitás, τ-k az élettartamok ugyanabban a sorrendben. KSV a Stern–Volmer-állandó és cO2 az oxigénszint. A reaktor fenekén egy foltban található a finoman eloszlatott fém-ligandum fluorofór komplex (a fém gyakran palládium, platina vagy rubidium, míg a fluorofór például 1,10-fenantroline vagy  2,2’-bipiridin), amely egy oxigénáteresztő polimermembránban van rögzítve, ami megakadályozza a festék kioldódását a fermentlébe. A kapcsolódó műszer ugyanúgy 0–100% közötti értékeket mutat, mint a klasszikus DO-mérő elektródák esetében,.

A pH mérése is megvalósult hasonló elveken: fluoreszcens festéket rögzítenek a bioreaktor alján

(pl. 8-hidroxiprén-1,3,6-triszulfonsav nátriumsója vagy szeminafto-rodafluor (SNARF) festéket rögzítenek polimerhez). A festék bázikus és savas formája különböző abszorpciós maximummal rendelkezik, valamint extinkciós koefficiendekkel, míg az emissziós maximumot a pH nem befolyásolja[footnoteRef:122]. Mérik tehát a  két gerjesztési hullámhosszon az emisszió intenzitását, és ezek aránya lesz a pH függvénye. A mérhető pH-tartomány csupán 5,5–8,5 tartomány egyelőre. [122:  Olyan érzékelő is van, amelynél a pH az emissziót is befolyásolja.] 


Megemlítjük, hogy oldott CO2-mérő rendszert is kifejlesztettek.

Ezen eszközök esetében tehát a reaktor fenekére vannak rögzítve a fluoreszcens foltok (érzékelők), míg a megvilágítást biztosító led fényforrások és a fényintenzitást mérő fotodiódák a reaktoron kívül vannak elhelyezve. Ez lehetővé teszi, hogy egyrészt sok reaktorbeli történést lehet lényegében egyidőben követni, másrészt a reaktorok méretének radikális csökkentését, valamint akár rázott lombikok monitorálását is.

Meg kell azonban jegyeznünk, hogy ezek a módszerek elsősorban gyors és nagysorozatú szűrővizsgálatokra alkalmasak, mérési pontosságuk elmarad a hagyományos műszeres módszerekéitől. Azaz kinetikai modellezésre, technológiafejlesztésre, optimálásra továbbra is a hagyományos módszerek a javallottak.
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[bookmark: _Ref291886285][bookmark: _Toc300502228][bookmark: _Toc334705701]Szójegyzék

[bookmark: j_affinitas]Affinitás

Két molekula kötődésének erősségét mérő fogalom. Az enzim affinitását a szubsztráthoz a komplexük disszociációs állandója méri: minél nagyobb az affinitás, annál kisebb a disszociációs állandó.

[bookmark: j_aktivator]Aktivátor 

Enzimhez kötődő, reakciósebességet növelő ligandum.

[bookmark: j_alloszterikus_enzimek]Allosztérikus enzimek

Minimum két alegységből álló (kvaterner szerkezettel rendelkező) fehérjék, amelyeknél a kötődő ligandumnak (szubsztrát) az egyik alegységhez kötődésében egy ligandumnak (szubsztrátnak, inhibitornak, aktivátornak) egy másik alegységhez kötődésének erősítő vagy gyengítő szerepe van.

[bookmark: j_antioxidans]Antioxidáns

Olyan anyag, amely maga válik az oxidáció „áldozatává”, és ilyeténképpen megvéd érzékeny fontos anyagokat (C-vitamin, E-vitamin stb.).

[bookmark: j_apoenzim]Apoenzim

Az enzimmolekula fehérjerésze.

[bookmark: j_allandosult_allapot]Állandósult állapot

Egy változó időbeli állandósága: változási sebessége zérus. Lásd: steady state.

[bookmark: j_aszeptikus]Aszeptikus

Csíramentes állapot, rendszer.

[bookmark: j_aszimmetrikus_szintezis]Aszimmetrikus szintézis

Prokirális vegyületből kiinduló bioszintézis. Az alapanyagot enzimesen 100%-ban a kívánt optikai izomerré alakítja át.

[bookmark: j_biofinomito]Biofinomító

Mezőgazdasági termék vagy melléktermék alapon működő olyan, elsősorban bioeljárásokat alkalmazó üzem, amely az alapanyag minden részét hasznos, hozzáadott értékkel rendelkező termékké alakítja.

[bookmark: j_biokonverzio]Biokonverzió

Biotranszformációval rokon kifejezés, egyesek szerint szűkebb értelmű az előbbinél.

[bookmark: j_bioleaching]Bioleaching

Ércekből a haszonfém biológiai módszerekkel történő kioldása.

[bookmark: j_bioremedacio]Bioremediáció

Szennyezett (pl. ásványolajjal, kátránnyal, egyéb kemikáliákkal) területek talajának megtisztítása biológiai módszerekkel.

[bookmark: j_biotarsadalom]Biotársadalom

~ nak nevezzük azt a társadalmat, ahol az élet minden szegmensét átszövik a biotechnológiák. Biológiai az alapanyag (évenként megújuló lignocellulóz- és cukorbázis), biológiai eredetű az energia (lignocellulóz alapú hőerőművek, bioetanol, biodízel) és bio a technológia is.

[bookmark: j_biotranszformacio]Biotranszformáció

A→B típusú átalakítás,amelynek során a mikroba, vagy valamely sejtkomponense, pl. enzime mint katalizátor nagy konverzióval alakítja át az A vegyületet B-vé.

[bookmark: j_BOD_BOI]BOD, BOI 

Biológiai oxigén igény (demand), amelyet főképp az ötnapi értékével szoktak jellemezni: BOI5.

[bookmark: j_CIP]CIP

Cleaning in place = helyben tisztítás.

[bookmark: j_denaturacio]Denaturáció

Természetellenes konformáció kialakulása. Különböző hatásokra (hőmérséklet, pH, ionerősség, szerves oldószerek) a fehérje harmadlagos szerkezete megváltozik, és a „természetestől” eltérő konformációt vesz fel, akár reverzibilisen, akár irreverzibilisen.	

[bookmark: j_determinisztikus]Determinisztikus

Egy:egy meghatározottságú. A független változó adott értékéhez a függvénynek egy (esetleg több, de nem sztohasztikusan terhelt) értéke tartozik.

[bookmark: j_dinamikus_komplex]Dinamikus komplex

Reverzibilis komplex, azaz a kapcsolódás mellett a szétválás sebessége is jelentős.

[bookmark: j_de_novo]De novo fermentáció

Egyszerű tápanyagkomponensekből valamely anyagcseretermék „újbóli” szintézise, melynek során a mikrobatömeg is növekedik.

[bookmark: j_domen]Domén

Speciális szerkezeti részlete a fehérjemolekulának, amely szerkezetileg elkülönül vagy funkcionálisan megkülönböztethető.

[bookmark: j_DOWN_STREAM]DOWN STREAM műveletek  

A fermentációhoz kapcsolódó műveletek, mint a termék izolálása és tisztítása, valamint a fermentáció és a feldolgozás során keletkező hulladékok (szennyvíz, szén-dioxid stb.) kezelése, feldolgozása.

[bookmark: j_dugoaramu_reaktor]Dugóáramú reaktor

Keveredés nélküli folytonos üzemű reaktor, amelyen keresztül az egymást követő folyadékelemek egymástól elszigetelve (szegregáltan), visszakeveredés nélkül haladnak keresztül (plug-flow).

[bookmark: j_ELISA]ELISA

Enzyme Linked Immunosorbent Assay: antigén vagy antitest meghatározására alkalmazott immunológiai teszt.

[bookmark: j_elszigeteles]Elszigetelés = kontéinment.



[bookmark: j_enetiomer_felesleg]Enantiomer felesleg

A két enantiomer koncentrációja különbségének viszonya azok összegéhez, azaz azt méri, hogy egy adott enantiomer az egészhez képest mennyire van túlsúlyban, a termék adott enantiomerre vonatkozó „tisztaságát” adja meg:

[bookmark: j_endoenzim]Endoenzim

Olyan depolimerizáló enzim, amely a polimer lánc belsejében, statisztikusan, illetve meghatározott kötéseknél bont 

[bookmark: j_ENDOGEN]ENDOGÉN 

= INTRACELLULÁRIS, azaz sejten belüli. Általában: belső, belső eredetű.

[bookmark: j_endogen_metabolizmus]Endogén metabolizmus

A fenntartás sajátos formája, amikor a saját tartaléktápanyagok (sejtanyag) szolgálnak energiaforrásul.

[bookmark: j_exoenzim]Exoenzim

. Olyan depolimerizáló enzim, amely a polimer lácvégéről kezdi a lebontást.



[bookmark: j_fedbatch_tenyesztes]Fedbatch tenyésztés

Rátáplálásos szakaszos tenyésztés. Csak betáplálás van, elvétel nincs, a térfogat növekszik.

[bookmark: j_flokkulum]Flokkulum

Összecsapódott, összetapadt mikrobatömeg, -pehely, amely sok millió-milliárd egyedi sejtet tartalmazhat. Az eleveniszapos biológiai szennyvíztisztítás jellemző mikrobatömeg- megjelenési formája.

[bookmark: j_fluxus]Fluxus

Egységnyi felületen egységnyi idő alatt átadott (anyag)mennyiség.

[bookmark: j_folging]Folding

Aminosavlánc olyan hajtogatódása, ami a katalitikus hatáshoz szükséges harmadlagos szerkezetet kialakítja.

[bookmark: j_fosszilis]Fosszilis

Ősi földtörténeti korokból származó ásványosult állati és növényi eredetű anyag. Például  fosszilis energiahordozó a kőolaj, földgáz és a szén.

[bookmark: j_fotolitotrof]Fotolitotróf

Szervetlen szénforrást és fényenergiát hasznosító organizmus.

[bookmark: j_glikemias_index]Glikémiás index

= GI, arra utal, hogy milyen gyorsan szívódik fel egy adott élelmiszerben lévő szénhidrát a szervezetben. Relatív érték, a glükóz lebomlási sebességére vonatkoztatják.

[bookmark: j_GLP_GMP]GLP, GMP  

Good Laboratory Practice (Helyes Laboratóriumi Eljárásrend), Good Manufacturing Practice (Helyes Termelési Eljárásrend). A minőségi munka szabályrendszerei, amelyek a minőségi munka céljából követendőek és a minőségbiztosítás során számonkérhetőek és számonkérendőek.

[bookmark: j_GMO]GMO

Genetikailag manipulált organizmus.

[bookmark: j_herbicid]Herbicid

Gyomirtó növényvédőszer.

[bookmark: j_heterofermentativ]Heterofermentatív

Több terméket képez fermentációja során: pl. a heterofermentatív tejsavbaktériumok nemcsak tejsavat, hanem ecetsavat, etanolt (lásd a 4.17. ábrát).	

[bookmark: j_heterotrof]Heterotróf

Szerves eredetű szén-/energiaforráson élő organizmus.

[bookmark: j_holoenzim]Holoenzim

Az apoenzim és a kofaktor együttese.

[bookmark: j_homeosztazis]Homeosztázis

Fiziológiai állandósult állapot = kiegyensúlyozott növekedés, a sejt valamennyi komponense ugyanavval a fajlagos sebességgel változik.

[bookmark: j_homofermentativ]Homofermentatív

Egytermékes anaerob cukorfermentáció, pl. homofermentatív tejsavbaktériumok terméke kizárólag a tejsav (lásd a 4.17. ábrát).

[bookmark: j_idiofazis]Idiofázis

Fonalas mikrobák növekedési szakasza, amelyet a szekunder anyagcsere jellemez, és amelyben rendszerint valamely tápanyag limitál vagy elfogyott, vagy egyéb tényező korlátozza a primer anyagcserét.

[bookmark: j_indukalt_illeszkedes]Indukált illeszkedés

A ligandum kapcsolódása során az enzimfehérje harmadlagos szerkezete módosul annak érdekében, hogy intimebb kapcsolat jöjjön létre a szubsztrát és az enzim között. A kapcsolódás során mindkettő szerkezete folyamatosan változik, amíg az entrópiacsapda létre nem jön.

[bookmark: j_inhibitor]Inhibitor

Enzimhez kötődő, reakciósebességet csökkentő ligandum.

[bookmark: j_in_vitro]In vitro

Laboratóriumi vagy egyéb mesterséges körülmények közötti (pl. tenyésztési) eljárás.

In vivo

Természetes élő rendszerben végbemenő folyamat, avval végzett eljárás.

[bookmark: j_in_numero]In numero = in silico 

Matematikai szimulációs „kísérleti technika”.

[bookmark: j_ionerosseg]Ionerősség



,	ahol ci az i-edik ion molaritása, zi ugyanennek a töltése.

[bookmark: j_IUPAC]IUPAC

International Union of Pure and Applied Chemistry: a nemzetközi kémikus közösség kormányfüggetlen szervezete.

[bookmark: j_katalikus_effektivitas]Katalitikus effektivitás 

Szinonima: specifitási állandó = kcat / Km.

[bookmark: j_kemolitotrof]Kemolitotróf

Szervetlen szénforrást és kémiai energiát hasznosító organizmus.

[bookmark: j_kinetikus_reszolvalas]Kinetikus reszolválás

Racém keverék átalakítása adott enantiomerré úgy, hogy csak az egyik összetevő alakul át, a másik változatlan marad.

[bookmark: j_kiralis_centrum]Királis centrum

Olyan C-atom, amelyhez négy eltérő csoport kapcsolódik.

[bookmark: j_koenzim]Koenzim

Szerves kofaktor, amely kétféle lehet: prosztetikus csoport vagy koszubsztrát.

[bookmark: j_kofaktor]Kofaktor

Az enzimmolekula fehérjerészéhez kapcsolódó nemfehérje molekula, amely azonban szükséges az enzim működéséhez. Ez fémion vagy szerves molekula, azaz koenzim lehet.

[bookmark: j_kompetitiv_inhibitor]Kompetitív inhibitor

Olyan effektor, amely kapcsolódása esetén kizárja a szubsztrátumot az enzimről, ezáltal megakadályozza a katalitikus folyamatot.

[bookmark: j_komplett_inhibicio]Komplett inhibíció

v. teljes inhibíció: az inhibitor 100%-os aktivitáscsökkenést okoz, azaz amelyik enzimmolekula inhibitort kötött, az nem alakít át.

[bookmark: j_konteinment]Kontéinment

Benntartás, elszigetelés, izolálás. Mikrobáknak a rendszerben való visszatartása, környezetbe történő kiszabadulásuk megakadályozása. Különös jelentősége van patogén vagy GMO-tenyészetek esetében.

[bookmark: j_konszekutiv_rekció]Konszekutív reakció

Reakciósor eleme. Egymást követő reakciók, amelyekben az első reakció terméke a második rekaciónak szubsztrátja, a második reakció terméke a harmadik szubsztrátja stb.

[bookmark: j_kooperativitas]Kooperativitás

A kooperativitás az allosztérikus fehérje kismolekula kötésére vonatkozó affinitásának módosítása egy előzőleg megkötött másik kismolekula által. Pozitív és negatív kooperativitásról beszélhetünk.

[bookmark: j_koszubsztrat]Koszubsztrát

Nem kovalensen kötődő koenzim, tulajdonképpen második szubsztrát, amelynek a jelenléte elengedhetetlen az enzim működéséhez (néha szinonímaként a koenzim kifejezést használjuk, noha az nemcsak a koszubsztrátot, hanem a kovalensen kötődő prosztetikus csoportot is magába foglalja).

[bookmark: j_ligandum]Ligandum

Molekulához (témáinkban: fehérjéhez) kötődő idegen molekula (enzim esetében: szubsztrát, inhibitor, aktivátor).

[bookmark: j_malata]Maláta

Csíráztatott és hőkezelt árpa.

[bookmark: j_metabolikus_enzimek]Metabolikus enzimek

Kissé pongyola elnevezése azoknak az enzimeknek, amelyek a metabolit interkonverziókért felelősek. Egyszerű metabolitutak enzimei. Például a glikolízis vagy a pentózfoszfát út enzimei.

[bookmark: j_metabolit]Metabolit

Anyagcsere közti- és végtermék.

[bookmark: j_molekularis_kapcsolok]Molekuláris kapcsolók

Információátvitelben szerepet játszó speciális fehérjék.

[bookmark: j_nano_biotechnologia]Nano-biotechnológia 

Nano- és mikromanipulációs technikák alkalmazása olyan „szerkezetek” előállítására, amelyekkel a biorendszerek mélységükben tanulmányozhatók, illetve felhasználhatók pl. hatóanyag bejuttatására vagy diagnosztikára.

[bookmark: j_nemkompetitiv_inhibitor]Nemkompetitív inhibitor, ~ inhibíció

Olyan effektor, amely a fehérjéhez máshová kötődve mint annak szubsztrátja, olyan konformáció- változást idéz elő, amely ugyan nem akadályozza meg a szubsztrát kötődését, de a reakció létrejöttét igen.

[bookmark: j_newtoni_reologiai_karakter]Newtoni reológiai karakter

Állandó viszkozitású fluidum, amelynél a nyírósebesség és nyírófeszültség közötti függvény (a folyásgörbe) egyenes. Nemnewtoni fluidum esetén az előbbivel ellentétben a nyírófeszültség nem lineáris függvénye a nyírósebességnek, azaz nincs állandó viszkozitásuk, az függ a nyírósebességtől. 

[bookmark: j_nyugvo_sejt]Nyugvó sejt

= nem szaporodó. A sejtek olyan közegben működnek, amely nem teljes értékű tápoldat, valamilyen, a növekedéshez szükséges komponens hiányzik.

[bookmark: j_OECD]OECD

Organisation for Economic Cooperation and Development, Nemzetközi Gazdasági Együttműködési és Fejlesztési Szervezet (világszervezet)

[bookmark: j_optikai_denzitas]Optikai denzitás

Optikai zavarosság, a mikrobanövekedés mérésének optikai módszereivel kapott, mikroba-  koncentrációt helyettesítő érték.

[bookmark: j_orientacios_effektus]Orientációs effektus

Az enzimműködés egyik modellje: a ligandum csak megfelelő térbeli orientáció esetén képes az enzimhez kapcsolódni.

[bookmark: j_OTR]OTR = oxygen transfer rate 

Oxigénátadási sebesség [kg O2/m3·h. Ez tenyésztés során mindig egyenlő az oxigén- felhasználási sebességgel.

[bookmark: j_parcialis_inhibicio]Parciális inhibíció

v. részleges inhibíció: az inhibitor-kötött enzimmolekula részben megtartja katalitikus hatását, azaz maradák aktivitás mérhető.

[bookmark: j_pasztorozes]Pasztőrözés

Olyan élőmikroba-mentesítő eljárás, amelynek során csak a vegetatív sejtek pusztulnak el, a baktériumspórák azonban nem.

[bookmark: j_pellet]Pellet

Mikrobapellet vagy göböcske: makroszkópikus, azaz szabad szemmel is látható hifaképződmény, amely 1-2 mm-es méretig kompakt, tömör göb, növekvő méretek esetén a belsejében a lizáló sejtekkel folyadék képződik, és azt veszi körül gömbhéj elrendeződésben a hifatömeg.

[bookmark: j_permeaz]Permeáz

Sejtbe történő anyagtranszportot segítő átvivő fehérje (könnyített transzport).

[bookmark: j_pervaporacio]Pervaporáció

Fázisváltozással is együtt járó membránművelet: a membrán egyik oldalán oldott folyékony fázisban van, míg a membránon átjutva a másik oldalon gőzfázisban lesz az átmenő anyag.

[bookmark: j_platformalkoto_vegyulet]Platformalkotó vegyület

Olyan alapvegyület, amelyből egyszerű kémiai vagy biológiai átalakításokkal egy sor másik előállítható.

[bookmark: j_predator]Predátor

Ragadozó

[bookmark: j_prey]Prey

Zsákmány, préda

[bookmark: j_PRIMER_metabolit]PRIMER metabolit

A sejtműködés szempontjából elsődleges fontosságú anyagcseretermék vagy köztes termék, amely elsősorban az energiatermeléssel és a makromolekulák szintézisével kapcsolatos anyagokat jelenti. Ezek a növekedés tropofázisában keletkeznek.

[bookmark: j_produktivitas]Produktivitás

Időegység alatt egy térfogategységnyi reaktor hasznos térfogatból előállított termék. 
Térfogati termelési sebesség. (kg/m3.h)

[bookmark: j_prosztetikus_csoport]Prosztetikus csoport 

Kovalensen a fehérjéhez kötődő koenzim (FADH2, hem, Piridoxal-P).

[bookmark: j_proximitasi_effektus]Proximitási effektus

Az enzimhatást magyarázó egyik modell: a szubsztrátnak megfelelően közel kell kerülnie az aktív helyhez, hogy az intim kapcsolat létrejöjjön.

[bookmark: j_protomer]Protomer

Allosztérikus enzim legkisebb katalitikusan már aktív egysége.

[bookmark: j_protoplaszt]Protoplaszt

Sejtfal nélküli mikroba- vagy növényi sejt.

[bookmark: j_rataplalasos_szakaszos_tenyesztes]Rátáplálásos szakaszos tenyésztés

= fed batch. Fermentációs technika, amelynél különböző ütemű (állandó sebességű, periodikus, eseményszabályozott stb.) friss tápoldat-betáplálással, de elvétel nélkül (növekvő térfogat mellett) valósul meg a tenyésztés.

[bookmark: j_restrikcios_enzim]Restrikciós enzim

„…baktériumokban és kékalgákban előforduló különleges enzimek. Biológiai szerepük a sejtidegen DNS (például a baktériumot megtámadó bakteriofág DNS-e) felismerése és megsemmisítése. A géntechnológia a restrikciós enzimeknek azt a tulajdonságát használja fel, hogy a DNS nukleotidsorrendjének bizonyos elemeit (4–8 bázispár hosszúságú, többnyire szimmetrikus szakaszokat) nagy pontossággal felismerik, és ezeknél a szakaszoknál hasítják a DNS mindkét láncát.”[footnoteRef:123] [123:  http://www.enc.hu/1enciklopedia/fogalmi/biol_mol/restrikcios.htm Magyar virtuális enciklopédia.Venetianer Pál] 


[bookmark: j_reverzio]Reverzió

Mutáns vagy rekombináns mikroba visszaalakulása a vad genotípussá.

[bookmark: j_ribozim]Ribozim 

Katalitikus hatású RNS.

[bookmark: j_SCP]SCP

Single Cell Protein: mikrobiális egysejtfehérje. A 20. század hatvanas, hetvenes éveiben azt gondolták, hogy a világ fehérjeínségét mikrobiális, elsősorban bakteriális egysejtfehérje tömegtermelésével lehet megoldani.

[bookmark: j_steady_state]Steady state

Lásd állandósult állapot.

[bookmark: j_suffixum]Suffixum

Toldalék, pl. az enzimek -áz képzője.

[bookmark: j_szarazanyag_tartalom]Szárazanyag-tartalom

A sejttömeg mérésére szolgáló fogalom: 105 °C-on kiszárított vízmentes sejttömeg.

[bookmark: j_szekunder_metabolit]Szekunder metabolit

Nem primer, nem elsődleges fontosságú anyagcseretermék, a növekedés idiofázisában primer anyagcseretermékekből képződik.

Az IUPAC Gold Book definíciója: „Metabolites which are produced by routes other than the normal metabolic pathways, mostly after the phase of active growth and under conditions of deficiency. The biological significance of many secondary metabolites is not exactly known”.

[bookmark: j_sztereoszelektivitas]Sztereoszelektivitás

Az S- és az R-enantiomer átalakítási (képződési) sebességének hányadosa egy racémkeverékből (lásd a 2.76 egyenletet).

[bookmark: j_sztochasztikus]Sztohasztikus

Véletlen elemeket tartalmazó (modell esetén: valószínűségi elemeket is tartalmaz).

[bookmark: j_szubmerz]Szubmerz

Olyan fermentációs eljárás, amelyben a mikrobák a tápoldat belsejében („bemerülve”) szaporodnak.

[bookmark: j_terner_komplex]Ternér komplex

Három összkapcsolódó anyag alkotta komplex, például: két ligandumnak az enzimmolekulához kötődésével létrejövő komplex.

[bookmark: j_tokeletesen_kevert_reaktor]Tökéletesen kevert reaktor

Olyan kevert reaktor, amelyben sehol sincsenek koncentráció gradiensek minden időpillanatra.

[bookmark: j_tropofazis]Tropofázis

Fonalas mikrobák növekedési szakasza, amelyet a primer anyagcsere jellemez, ekkor a mikroba korlátozatlanul, kiegyensúlyozottan növekedik.

[bookmark: j_turnover_number]Turnover number

= váltásszám vagy katalitikus állandó. Megadja az 1 perc alatt (vagy egy s alatt) egy enzim- molekula által átalakított szubsztrátummolekulák számát. Ez a frekvenciája az enzim működésének: hányszor „fogad” és alakít át szubsztrátmolekulát egy perc (vagy egy s) alatt. 

[bookmark: j_unkompetitiv_inhibitor]Unkompetitív inhibitor, ~ inhibíció

Olyan effektor, amely csak akkor képes az enzimhez kötődni, ha annak szubsztrát kötése már létrejött, ekkor azonban meggátolja az enzimes reakciót (negatív hatású konformációváltozást indukálva)

[bookmark: j_umami]„Umami” íz

Az édes, a sós, a savanyú és a keserű alapízek mellett az ötödik alapíz, amelynek tehát szintén saját érzékelő receptorai vannak. Jellemzően a MSG, a mononátriumglutamát íze.

[bookmark: j_upstream_muveletek]Upstream műveletek

Azok a fermentációs műveletek, amelyek a tápoldatok elkészítésétől a sterilezésen át, magához a fermentációs folyamathoz vezetnek, és maguk a fermentációs folyamatok során alkalmazott műveletek (oltás, levegőztetés, keverés stb).

[bookmark: j_vagasi_fermentle]Vágási fermentlé, a fermentlé vágása

A szakaszos fermentáció végén az a fermentlé, amelyet a feldolgozásra visznek. A vágás a fermentáció vége.

[bookmark: j_valtasszam]Váltásszám

Lásd turnover number.
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