Pécs Miklés: Vebi Biomérnoki fiveletek. 2. ebadas: Fermentéacios kinetik

2. A MIKROBAK ES SZAPORITASUK

A biolégiai ipar jellemzéen mikroorganizmusokat, vagy allati és
névényi szervezetek elkilonitett sejtjeit szaporitjia el, és ezek
anyagcseréjét hasznalja fel a kivant folyamatok végrehajtasara.
Ez a folyamat a fermentacid (sejtek szaporitasa, illetve termék-
képzése), a reaktoredény, amiben végrehajtjuk a fermentor.

A kornyezeti tényez6k hatnak a mikrobdk életfolyamataira,
ezéltal szaporodasukra. Ennek toérvényszeriiségeit, kvantitativ
leirasat targyalja a szaporodasi kinetika.
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Az ipari jelent6ségi mikroorganizmusok
tipusai

Baktériumok: méret 0.5-5 um; gémb, palca vagy spirélis, oszt6-
dassal szaporodnak, egyesek spéraképzok

Sugargombak: (aktinomiceték): fonalas szerkezet (micélium),
hossziranyu novekedés, spéraképzék (szaporitd képlet)

Eleszték: ovalis alakt, 5-20 pm, szaporodas féleg sarjadzas-
sal, a lednysejtek egyitt maradnak 1-10 sejtig.

Penészek: 4-20 um fonalas szerkezet (hifa), szaporodasuknal
az ivaros és vegetativ szakaszok valtakoznak, jellegze-
tes sporatartokat fejlesztenek.
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Baktériumok morfoldgiaja

0 @ A a

Coccus Coccobacillus  Vibrio Bacillus
Spirillum Spirochete
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Pécs Miklés: Vebi Biomérnoki fiveletek.

Eleszték morfologiaja
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2. ebadas: Fermentéacios kinetik

A fonalas gombéak morfol6gidja

A spératartok jellegzetes alakjai:
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A mikroorganizmusok fejlédését, ndvekedését
befolyasol6 tényezék

= Tapanyagok
Viz
Makrotapelemek (szénforras, N-forras, P, S, Ca, K, Na, Fe)
Mikrotapelemek (szinte az dsszes elem)
Novekedési faktorok, vitaminok

= Oxigén
aerob anyagcsere: O, -t hasznal fel az anyagcseréjében
anaerob anyagcsere: nem igényel molekularis oxigént

= Hémérséklet

pszichrofil - hidegkedvel6, mezofil - kdzepes hémérsékleten
termofil — melegkedveld (héforrasokban akar 90 fokon is)

" pH

Savkedvel6/savtermeld - ~ semleges - alkalikus rothasztok
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Pécs Miklés: Vebi Biomérnoki fiveletek.

energiaforras alapjan
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Taplalkozasi tipusok szénforras és

= Autotrof: energiaforrasként nem igényel szerves vegyu-
leteket

= Fotoautotréf: energiaforrdsa a fény, C-forrasa lehet

CO, (nbvények), vagy szerves vegyiiletek

= Kemoautotréf: asvanyi redox-reakciok energidjanak

hasznositdsa (vas- és kénbaktériumok), C-forrasa

lehet CO,, vagy szerves vegyiiletek

= Heterotrdf: az energiat szerves vegyuletek lebontasabdl

nyeri, ugyanez a szénforrasa is

2. ebadas: Fermentéacios kinetik

A mikrobak kémiai 0sszetétele

Osszetétel a szarazanyag kEIérhe:«'j’sgjt- Atenyészet

h %-4ban oncentracié a | szarazanyag

Organizmus > tenyészetben stlya
Fehérje |Nukleinsav| Lipid (sejt/ml) (g/100 ml)

Baktériumok 40-50 13-25 10-15 2-108-2-10%* 0,02-2,9
Elesztsk 40-50 4-10 1-6 1-4.108 1-5
Fonalas nem
gombak 10-25 1-3 27 értelmezhets 35
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3. Reaktor

4.B. Levegoztetés
Anyagatadas

4.A. Keverés (anyagatadas)

==

2.A. Sterllezes

2. Tapanvagok

Szabslyozas, vezérlés

5. Mérés (adatok)

1. Oltéany

Upstream processing — még egyszer

- =\

ag

Termelo torzs

6. Matematikai

modell

7. Termék feldolgozaisi miiveletek |
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Torzsszelekcid, torzsjavitas, torzsfenntartas

1. Torzsszelekcié: mikroorganizmusok 0sszegydjtése (torzsgydj-
teménybdl, izoldlasa a természethdl, talajbdl, vizbél...) Ezek
termel6képességét probafermentéciéval egyenként meg kell
vizsgalni. Altalaban kis termelésii térzseket talalunk.

2. Torzsjavités, torzsfejlesztés: nagyobb termeléképességet ge-
netikai beavatkozasokkal érhetiink el.

Indukalt mutécié: besugarzassal vagy vegyszerekkel pontsze-
r(i valtozasokat idéziink elé a géneken. Statisztikus: a sok mu-
tans kozul kell megtalalni a néhany jobban termelét.

A mutacids-szelekcids lépéseket ismételgetik

Génmanipulécid: a sejtekbe célzottan visznek be olyan géne-

ket, amelyet azok eredetileg nem tartalmaztak — a térzs idegen
fehérjét termel (inzulint, immunfehérjéket, stb.)
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Torzsszelekcid, torzsjavitas, torzsfenntartas

3. Torzsfenntartds
Cél: a maximalis termel6képesség mego6rzése

folyamatos, rendszeres &toltdssal: néhany ciklus utan a terme-
I6képesség csokkenhet

a tenyészetek tartdsitasaval:
- fagyasztva szaritassal (liofilezés)
- mélyhitéssel (-180 fokon, cseppfoly6s N,-ben)
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Lépcsbzetes szaporitas

A torzskonzerv nem elegendé egy ipari fermentor beoltaséhoz,
fokozatosan szaporitjak fel, egyre nagyobb térfogatokban.

Sritett levegé

— — —_— —
—

Keémecs6  Razottlombikos  Labor fermentoros —

Y
(10 mi) (100 ml) 101y - N
Inokulum fermentoros .
tenyészet Uzemi fermentor
(5-15 m?) (50-150 m?)

12
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Pécs Miklés: Vebi Biomérnoki fiveletek. 2. ebadas: Fermentéacios kinetik

Fermentacios tapoldatok

C-forrés + N-forras + O , + asvanyi sok +
specialis tapanyagok (pl. vitamin) _

— Uj sejttomeg ( AX) + termékek + CO , + H,O

Mikrobak tapanyag igénye — ezt elégiti ki a tapoldatok
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Fermentacios tapoldatok

A kivalasztott torzs szamara meg kell talalni az megfeleld

Osszetételll tapoldatot (— optimalasi kisérletek).

Gazdasagi szempontok: olcsé legyen — melléktermékek, hulla-
dékok

C- forras: keményit6, cukrok (melasz, tejcukor, szulfitszennylug),
néha kdolaj, alkoholok, szerves savak
N-forras: szervetlen: mitragya minéségii sék (ammaonium-nitrat,
karbamid, stb.)
szerves: (olajmentesitett) széjadara, élesztékivonat,
huskivonat, kazein...

Ipari fermentaciok

Ha megvan a megfeleld torzs, a megfelel6 tapoldat, akkor keres-
hetlink egy megfeleld bioreaktort (fermentort), amiben végrehajt-
juk a fermentaciot. Sokféle funkcid, sokféle szerelvény:

- gozflités, vizhités (duplikator, csékigyo)

- keverés (lehet als6- és felsé meghajtasu)

- levegé bevitel és kivezetés

- folyadékok beadagolésa (inokulum, tapanyag, sav, lug,
hab-gatlo)

- és elvétele (leliritd szelep, mintavevd)
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Ipari fermentor jellemzd szerelvényei

zi"z

E o%

5 B

f T Sterilitas hatara

levegs

tapoldat,
oltoanyag

5~ mintaverel Tengelyhez steril viz

6 - steril tengelytbmires
7 - leereszto szclep

S onis

Sterilezés

A tenyésztésénél altaldban arra térekszink, hogy a berendezés-
ben kizarélag a kivalasztott mikrobat6rzs szaporodjon. A kérnye-
zet, azaz a fermentor, a tdpoldat, minden anyag viszont sokféle
mikrobaval szennyezett — ezeket a folyamat megkezdése elétt el
kell pusztitani — ez a sterilezés.

A tapoldattal toltott fermentort gézzel folfitik ~120 fokra (ttlnyo-
mas) és ~fél 6raig ezen a héfokon tartjak. Ez altalaban elpusztit
minden mikroorganizmust.

Az igy létrehozott steril kdrnyezetbe visszik be az oltétenyésze-
tet.

A reaktor steril zarasat az egész folyamat alatt fenn kell tartani.
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A mikroorganizmusok ndévekedésének
kinetikaja

A tenyészet fejlddésének szakaszai:

A. Lappangasi (lag) szakasz

B. Gyorsul6 névekedés sza-
kasza

C. Exponencidlis novekedés
szakasza, korlatlan, kiegyen-
sulyozott névekedés.

D. Lassulo, limitalt vagy kor-
latozott szaporodas

E. Stacionérius, stagnal6d
szakasz

F. Hanyatl6 szakasz

BME Alkalmazott Biotechnolégia és El dominy Tanszék
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Pécs Miklés: Vebi Biomérnoki fiveletek. 2. ebadas: Fermentéacios kinetik

A mikroorganizmusok névekedésének

kinetikaja
Sejtosztédas:
o— X, - kiindulasi mikrobakoncentracio
- .z z
o n - a generéciok szama
o T0— t, - generacios idé = két sejtosztodas
SN - kozott statisztikai atlagban eltelt
00— id6
o=—

Xg —> 2Xg=>4Xy — — — 2%,

A generécios id6 flgg a mikroba fajtél, a tenyésztési koril-
ményektél (tpanyag, hdmérséklet, pH, stb.), s6t még egy
adott tenyésztés folyaman is valtozik.
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A mikroorganizmusok névekedésének
kinetikaja

_Inx=Inx,

=2 atrendezve: n
X=2"% In2

A generéaciok szama a definiciobdl kifejezve:

o Inx-1 In2
ton akettbsl: —X-nxe_Ins_

tq t t,
Az 7":92 =H kifejezés a fajlagos szaporodasi sebesség

egyik felirasa

A fajlagos szaporodasi sebesség

A mikrobaszaporodas egy elsérend diffegyenlettel irhaté le:

AX_ wy azuj sejtek mennyisége a jelenlévé 616
dt sejtek szamatol fiigg. Atrendezve:
1, dx_ e - . <
=* —= = fajlagos szaporodéasi sebesséqg egyseg-
x dt nyi mikrobatdmegre vonatkoztatott szapo-
rodas.
Hogy lehet a y kétféle felirhsanak azonosségat igazolni?
dx
— = udt  szétvalasztassal integraljuk az egyenletet
X
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Pécs Miklés: Vebi Biomérnoki fiveletek. 2. ebadas: Fermentéacios kinetik

A fajlagos szaporodasi sebesség

Az integralt forma: In(x)= u(t)

A hatérozott integrél hatérai: x, > Xés 0 — t

Inx=Inx, = u(t-0)
atrendezve:

Inx—=Inx, _
t

Ezzel visszakaptuk a generécios idével kapott alakot.
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A mikroorganizmusok névekedésének
kinetikaja

A fentiek szerint ty és p kozott forditott aranyossag van:
~In2 0,693
foou H
ty €s u értéke minden tenyészetben mas és mas, sét egy te-
nyésztésen belll is valtozik.
Jellemz6 legrévidebb generécios idék:
baktériumok: ~20 perc, éleszték: 1-2 éra, penészek: 5-24 6ra

Egy tenyésztésen beliil legnagyobb (és allandd) a szaporo-
dési sebesség az exponencidlis szakaszban: Yy

A maximalis ndvekedési sebesség
meghatarozésa

- féllogaritmikus abrazolasbol
- atszerkesztett diagrambdl

b
Inx dx/dt

gia s El dominy Tanszék
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A szubsztratkoncentracio hatasa a
szaporodasra

A sejtek sokféle szubsztratot dolgoznak fel egyidejlleg — ez sok-
féle enzimes reakciét jelent — a sebesség-meghatarozé lépés
ezek kozll a leglassabb. Egy enzimes reakcié sebessége hata-
rozza meg az egész anyagcsere eredd sebességét — jogos az
enzimeknél hasznalt egyenlet alkalmazasa.

He

n

_ < Hmax
M=oy g

Hmax

1 kritikus szubsztrat
1 koncentracio
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A szubsztratkoncentracio hatasa a
szaporodasra

A kritikus szubsztratkoncentracié folott a szaporodasi sebesség
alland6 és maximalis. Ha a tenyésztés soran a mikroba tapa-
nyagfogyasztdsa kovetkeztében az adott szubsztrat koncentra-
cidja a kritikus ala csokken, akkor kezdi korlatozni, limitalni a
noévekedést.

EzAltal a tenyészet atlép az exponencidlis fazisbél a hanyatlé
szakaszba.

Egy adott mikrobanal a p,., értéke allandd, de a K, és S, ;; kon-
centraciok minden egyes szubsztratra masok és masok.

Komplex kinetikai leiras

A telies fermentaciés folyamat leirdsahoz harom folyamat, a
szaporodas, a szubsztratlebontés és a termékképzédés sebes-
ségét, és a koztiik 1évé kapcsolatokat kell megvizsgalni.

Ehhez bevezetjik a kovetkezé fajlagos sebességeket:

= i‘;—’: u, - fajlagos névekedési sebesség
X
Mg :E% U, - fajlagos szubsztratfelhasznalasi sebesség
x dt
1dF . LA 2 4% i .
e fajlagos termékképzédési sebesség
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Pécs Miklés: Vebi Biomérnoki fiveletek. 2. ebadas: Fermentéacios kinetik

Hozamkonstans

Elséként a ndvekedés és a tapanyagfelhasznalas kdzotti 6ssze-
fuggést vizsgaljuk. A fajlagos sebességek hanyadosa adott torzs
és adott szubsztrat esetén allando:

1dx
Y:7X:7X dt :%
e 1dS ds

X dt

Ezt nevezziik hozamkonstansnak (yield), jelentése: egységnyi
szubsztrat felhasznalasa révén létrejott mikrobatomeg.
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Termékképzddési kinetika

Ha a mikroorganizmus valamelyik metabolit termékét akarjuk
izemi méretekben el&allitani, akkor mindharom folyamatot
egyuttesen célszer( vizsgalni. A folyamatok id6beli lefutasa
szerint két alaptipus kildnitheté el:

Ky
Hp
Hs

I. tipus II. tipus

Termékképzddési kinetika

1. Atermékképz6dés parhuzamos a ndvekedéssel
(pl.: alkoholos erjesztés, tejsav fermentacio, ... — primer
anyagcseretermékek
— novekedéshez kotott termékképzédésii fermentaciok
2. A termékképz6dés késobb kezdddik — a keletkez6 termék
mennyisége itt nem a szaporodéastél figg, hanem a jelen-
1évé sejtek szamatol.
(pl.: antibiotikum fermentéaciok... — szekunder anyagcsere-
termékek)
— sejtszamhoz kotott termékképzédésit fermentaciok

El BME Alkalmazott Biotechnologia é El domminy Tanszék
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Termékképzddési kinetika

1. Novekedéshez kotott termékképzés:
_ d£ = aj@
Hy = fh dr dt

2. Sejtszamhoz kotott termékképzés:

dp _ 3.
1= ar =P

3. Vegyes tipusu termékképzés:

=+ - Ydr

Termékképzddési kinetika

Hy

Ugyanez diagramon: M=o+ i

Hy =t
(Luedeking-Piret abra-
zolas)

w=p

Fermentacio tipusok

Szakaszos (batch) fermentacié: az 0Osszes tapanyagot és
mikrobat egyszerre, a folyamat elején vissziik be, betaplalas és
elvétel nincs. A folyamat végén az Osszes fermentlevet egy-
szerre vesszik el és feldolgozzuk.

Réataplalasos (fed-batch) fermentécio: a tenyésztés inditasanal
elkészitett tapoldaton kivil menet kdzben is adnak be tapanya-
gokat, a létrejott fermentlevet a folyamat végén egyszerre en-
gedik le.
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Fermentacio tipusok

Félfolytonos (semicontinuous) fermentécio:

Ez ismétl6dd szakaszos fermentaciok sorozatanak foghaté fel.
Az egyes fermentécios ciklusok kdzott a fermentort nem Uritik ki
teljesen, ehelyett a szakaszos tenyésztés végén a kész ferment-
Ié kb. 90 szazalékat lefejtik, majd a készlléket friss, steril tapol-
dattal toltik fel. A tenyésztés Gjra indul, a mikroorganizmusok el-
szaporodasa és termékképzése utan Ujabb lefejtés-feltdltés ko-

vetkezik. T
/
/)
i / .
/ A
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2. ebadas: Fermentéacios kinetik

Folytonos fermentacio

Folytonos fermentacié: folyamatos a

tapoldat bevezetés és termékelvétel. * 34
A két térfogatdram egymassal egyen- 1
16, a készlilékben |évé fermentlé tér- oo
fogata is alland6. A rendszerben al-

landosult llapot alakul ki.

Elényei:

— produktivitdsa 5-10 -szer nagyobb, mint a szakaszos te-
nyésztésé

— automatizalasi lehetéség, az lizem egésze folytonossa
tehetd

— egyenletes terméket biztosit

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

A folytonos fermentéacié valtozatai

Tébblépcsés folytonos fermentécio.

Ezeket két vagy tobb, folytonos fermen-
torbol allé lanc alkotja. Az elsé reaktor-
bol elvett fermentlevet a masodik fer-

mentorba vezetik.

Seijtrecirkulécids folytonos fermentacio.

Az eltdvoz6 sejtek egy részét allando-

an visszavezetjuk a fermentorba egy 1
folytonosan miikodd elvalasztd (szlird, N
llepits, centrifuga) segitségével. Ezal-
tal megndvelheté a reaktorban a sejt-
koncetracié, igy sokkal intenzivebben
zajlanak le a biokémiai folyamatok.

BME Alkalmazott Biotechnolégia és El dominy Tanszék
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A folytonos fermentaci6 kinetikaja

A folytonos reaktorokndl a reaktoron atmené anyagaramot
két osszefuiggd paraméterrel jellemezhetjik:

tartézkodasi id -V higitasi sebesség BW
w \%

\% = a reaktorban lévé anyag térfogata

w = az atmend térfogataram

A tartézkodasi id6 az atlagosan a reaktorban toltott idét jelenti,
a higitasi sebesség pedig az id6egység alatt végrehajtott tér-
fogatcserék szamat.

- b, 4
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A folytonos fermentacio kinetikaja

Ha a betaplalasban nincsenek sejtek, akkor a reaktorban
szaporodo sejtek koncentracidjara az alabbi mérlegegyen-
letet irhatjuk fel:

véltozas = szaporodas — kimosas

dx

= k- DX

dt
Allandésult allapotban az x sejtkoncentracio is allanddsul,
ekkor a szaporodas egyenlévé valik a kimosodassal:

Uk=D[k azaz H=D

A folytonos fermentéacié kinetikaja

H#=D

— a fajlagos szaporodasi sebesség egyenlévé valik a higitasi
sebességgel. A higitasi sebességet mi valasztjuk meg (egy szi-
vattyl bedllitasaval), ez a rogzitett érték. A szaporodd tenyészet
ehhez alkalmazkodik, és egy tranziens (&tmeneti) szakasz utan
a szaporodas sebessége egyenlévé valik a kimosaséval. A tran-
ziens szakasz utan all be az allandésult allapot.

A folytonos tenyésztés minden esetben szakaszos tenyésztés-
sel kezdédik. Amikor a szakaszos goérbe t, idépontban eléri a x,;
mikrobakoncentréaciot, akkor folytonositjuk a rendszert, azaz D
higitasi sebességgel adagolni kezdjik a tapoldatot.
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Kulénbdz6 bedllitott D értékeknél:

Ha D =0, a rendszer szakaszos tenyészetként miikodik.

Ha 0 < D < Pgiianamyi » @kkor a sejtkoncentracié novekszik, a sza-
porodasi sebesség pedig csokken, mindaddig, amig egyenlévé
nem valik a D-vel.

Ahol a D éppen egyenl6 pg; —val, ott azonnal beall az allanddsult
allapot (ezt nehéz eltalalni).

Ha D >y , az a sejtkoncentracié csokkenését, és a szaporodas
gyorsulasat eredményezi, mindaddig, amig az el nem éri D-t.

Ha D > .y ,» akkor a tenyészet még a maximalis szaporodasi se-
besség mellett sem tud annyi sejtet termelni, mint amennyit elve-
szlink. Igy nem tud egyensulyi, allandésult allapot kialakulni, a
sejtkoncentracié csokken, végul teljesen eltlinnek a sejtek rend-
szerbdl (= kimosddas).

b o,
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Szakaszos tenyésztés Tranziens szakasz Allandosult allapot

kimosédas

¢ Hmar <D

t
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Ugyanezt a szakaszos sebességi gérbén:

A folytonositas pontjaban (x,) az orig6b6l hizott egyenes irany-
tangense egyenld az x; sejtkoncentracional mérhetd (Upianatnyi -
val).

Az &ltalunk bedllitott D értékeket is az orig6bdl indulé egyene-
sekkel (munkavonal) jellemezhetjik, amelyek kimetszik a gor-
bén munkapontot, ahol a rendszer allandésult allapotban tize-
melni fog. Az x; pontban Iévé tenyészet a tranziens szakaszban
a gorbe mentén ,&tmegy” a munkapontba. Ennek soran a sejt-
koncentracié és a y értéke is valtozik.

Ha a beallitott D > p.y , @kkor nincs metszéspont, azaz nincs
munkapont, nincs allandésult allapot, a rendszer kimosédik.
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ax . 2z
n kimosodas

)Jms/’/ Himar™D

Hpitanatnyi
u-o

u>D

\\
munkapontok

munkavonalak :
meredekség=D |

X, x
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A sebességi diagram alkalmas tobblépcsés, kaszkad rendszeri
folytonos fermentaciés rendszerek viselkedésének becslésére
is. Az els6 Iépcsében kialakulé allandosult allapotd mikrobakon-
centraciot (x;-t) az elé6zéekhez hasonlé médon kapjuk meg. A
masodik 1épcsében a befolydban is talalhatok sejtek, igy a mun-
kavonal nem az origébdl indul, hanem az x, értéktél. Meredek-
sége a masodik Iépcsére érvényes higitasi sebesség, amely
nem szukségszeriien azonos az elsével. Az atfolyé térfogatara-
moknak azonosnak kell lennitik, igy a reaktorok térfogatanak kell
kildénboznie.

A folytonos fermentécié kinetikaja

dx
dt
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Vizsgéljuk meg, hogy milyen allandésult thpanyag (szubsztrat)
koncentracio (S) alakul ki a fermentorban. A szubsztratra felirt
mérlegegyenletben figyelembe kell venni a bevitt tapoldatban
Iévd anyagot is (Sy).

véltozéas = bevitel - kimosés — fogyasztas

Kihasznalva, hogy dd—? :éag—? és % =xu

a mérlegegyenlet: %ts =DE - DES—%X
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A u szubsztratfliggését is figyelembe véve az egyenleteket kie-

gészithetjik:
el
=X M| <D
dt Ks+ S

ds _ oy Mn s
a PUS-Sr YDTIQ+S}

Allandésult allapotban nincs valtozés, a derivaltak nullak. Atren-
dezve kifejezhet6k az allanddsult koncentraciok:

5 KstéﬂmiDj YRS { = é{ﬂm:-DH

A folytonos fermentéacié kinetikaja

A konstansok ismeretében x és S valtozasa a D fliggvényében
kiszamithato:

6'g

D.x = produkti- 148

vitas, a kivett ]

sejtmennyiség | 5 g
Jo

0, [0
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Lathatd, hogy széles higitasi sebesség tartomanyban a szubszt-
rat allanddsult allapoti koncentracidja a fermentorban és igy az
elfolyé Iében is igen kicsi. Tehat a szubsztrat csaknem teljesen
felhasznalodik. Csak a kritikushoz kozeli higitasi sebességnél
jelenik meg az elfoly6é fermentlében jelentés mennyiségben fel
nem hasznalt szubsztrat.
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