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A bioreaktor definiciOja

A bioreaktor olyan eszk6z, amelyben sejteket lehet
tenyeszteni és megfelelo fiziologiai korulményeket biztositani
a kivant termék eloallitasa érdekében.

A bioreaktor zart rendszer abbol a szempontbdl, hogy csak a
tudatosan alkalmazott mikroorganizmusok tenyesztéese folyik
benne, mas mikroorganizmusok kizarasa mellett...

...Vviszont nyitott abbdl a szempontbol, hogy anyagok (levego,
oxigén, tapanyagok) és energia (fates, hates, keveres)
betaplalasa és elvétele torténik benne.



A bioreaktorok osztalyozasa

Kevert tank reaktor
Stirred Tank Reactor, STR

Airlift bioreaktor

Szuszpenzios
bioreaktor

Buborék kolonna
Bubble column

Bioreaktor

Membran bioreaktor

Foto-bioreaktor

Fluid agyas bioreaktor

Szilard fazisu
bioreaktor

TOltott agyas bioreaktor
Packed bed bioreactor

Talcas bioreaktor

Forgodobos bioreaktor
Rotary drum bioreactor

Forgotarcsas bioreaktor
Rotary disc bioreactor




Szubmerz (felszin alatti)

mikroba, vagy emlds
sejt és ndveényi sejt
folyadekkultura
nagyléptekd
tenyésztéesere.

Hasonld a kémiai
reaktorhoz — hengeres

alak, acél test
(kisebbeknel tiveg),
keveréssel,
levegOztetessel,
erzékelbkkel,
szabalyzokkal,
csatlakozo helyekkel
(port) és sterilezéesnél
alkalmazott
alkatrészekkel

Kevert tankreaktor

— Stirred Tank Reactor (STR)
vagy Continuous Stirred Tank Reactor (CSTR)

Meghajté motor

pH kontrol, sav lug
adagolas

Keverd lapat
Habtoro

G6z ki/be
TerelO lemezek
(baffles)
Tapoldat
Kopenyviz ki/be

LevegOztetd csoO
(air sparger)
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A kevert tankreaktor (folyt.)

A munkaterfogat kisebb, mint a teljes térfogat. A fejtérfogat kell a
habternek, es a folyadék ,,hold-up”-nak.

A homerseklet szabalyozasa a kopenytéren, vagy csospiralon
keresztul.

Keveroelem a homogen eloszlas biztositasahoz és a levego
bekeverésehez. Nagyobb reaktornal, azonos tengelyen tobb is.

Torolemezek (baffles) novelik a turbulenciat, keveresi tolcsér
(vortex) kialakulasanak megakadalyozasa.




A kevert tankreaktorok keveroi

Propeller
axialis kever6
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Rushton turbina

A Rushton turbina nagy nyiroer6k kialakitasara
képes, amely kis buborekmeéreteket, ezen
keresztul nagyobb viz-leveg0 fellletet biztosit,
de karos lehet az arra érzékeny sejtek
esetében.
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A kevert tankreaktor geometriaja

Terfogat: 1 — 500 000 lit.
(emlGs sejteknel

kb. 20 000 lit.-ig)
Geometriai aranyok
lényegesek a
levegOztetés es a
keverés szempontjabadl.
Pl. magassag : atmero
arany 1:1-t0l, 6:1-ig.




Kevert tankreaktor folyt.

LeveqgoOztetés kompresszorral (olaj és vizmentes), a
terfogataram merése arammerovel. LevegO sterilezése
szUréssel. Bejuttatas leveg6ztetd csdvon, a csO vegeéen
egy nagyobb lyuk, t6bb kis furat vagy szinterezett Givegd

pH szabalyozas: elektrod erdsitoh6z es szabalyzo
aramkorhoz kapcsolva. Sav v. lug automatikusan
adagolva szabalyzasi igény szerint.

Habzas elkerulése: habérzekelb szonda, feltletaktiv
anyag (pl. szilikonolaj stb.) adagolasa.

Csatlakozo nyilasok: elektrodak, adagolasok, mintavétel,
arités
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Buborék kolonna Airlift bioreaktor
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Fluid agyas bioreaktor TOltott Agyas bioreaktor
(Fluid bed bioreactor) (Packed bed bioreactor)

Liquid in A Liquid
e — — distributor

Liquid out
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Talcas bioreaktor Forgddobos bior. Forgotarcsas bior.
Rotary drum bior, Rotary disc bior.
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A mikroba szaporodas alaposszefiiggései
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n:a generaciok szama
X=X,2"
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A mikroba szaporodas alaposszefiiggései

Sejtszam db/ml

t 3

Il = — ageneraciok szama N, X
: Generacios id6 - doubling time \
generation time Sejttdmeg: sz.a.
t mg/ml, g/l,kg/m?3

X =X,29 =X,2"

—— — = dx _
E—,Ll.x

u: fajlagos novekedési sebesség
MONOD, 1942
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A mikroba szaporodas alaposszefiiggései

%

v : fajlagos
. In2 szaporodasi
M és a generacios ido kapcsolata: tg - sebesség
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A mikroba szaporodas alaposszefiiggései

X = XOeHt f
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A mikroba szaporodas alapdsszefiiggesei

X - ACIONER
EXPONEN-
CIALIS
FAZIS
LAG GYORSULOD
SZAKASZ || NDYEKE- -
S lHAM‘r’ATLD FAZIS
Xp
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A mikroba szaporodas alaposszefiiggesei

Mi az oka a hanyatlo fazisnak?

1. Tapanyag limitacio

2. Toxikus metabolit termék(ek)

3. Helyhiany

MONOD- modell

M= M e

S

K. +S

p-max
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A mikrobaszaporodas alaposszefiiggései

Melyik lesz a limitalé szubsztrat?

FEERM.IDEJE F|ERI\/I.IDEJE

C-forra

_—_—_——m——_—_—_

Hmax  EERM.IDEJE
EM_ FERM.IDEJE

= = | —

Y

Y




MONOD modell-csalad GAEDEN-féle termékképzodesi tipusok

Primer acs. termék Szekunder acs. termék
X
X
% |—_II

Novekedéshez nem kotott

NOvekedéshez kotott Vegyes tipus

Mx U,

Mp M
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Tenyésztesi modszerek: Sejtek szakaszos tenyésztése

Kevert tankreaktor -
szubmerz I
tenyesztes

--;—]09 X—

» Time
Lag Exponential Stationary

Accele- Declining

rating

. Schematic representation of growth phases in a batch process.
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Tenyésztési modszerek: Folyamatos tenyésztés

Kevert tank reaktorban szubmerz tenyésztés folyamatos atfolyassal.
Ha a sejteket visszatartjuk a reaktorban, akkor perfuzios technikarol
beszellnk.

Van olyan perfuzids technika, ahol a termék is visszatartasra kerul,
csak a sejtmentes es termékmentes elhasznalt tapoldat tavozik.

Higitasi sebesseég: 0.6 - 2.0 / nap

/ \ / A\ \
Gyujto-
Tapoldat tgnk Visszatarto tasr::)e:‘ly
4000 L egyséeg
1000 liter
& o7 250 L bioreaktor \_ )

N
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Folyamatos tenyesztés

f Pg sx ‘2z f
< | < e
@ |
- f
SX V V =D
BB f b
ol m D: higitasi sebesség
Friss tapoldat CSTR “|eerjedt”
fermentlé
P- szivattyu
0)4
sejttbmegq: V— E[L —f x d_:
dt vekedés >

Y: hozamkonstans

ds 1 X
I-edik szubsztrat: V— —f(S. S) — EFI
d ’ Yé(/ S Ddt ovekedes
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Folyamatos tenyésztes

Az el6z0 két egyenletet osszuk el V-vel:

Egy limitalé szubsztrat esetében: Az allandosult allapot
dx _ 3 3 S szUkséges és elégséges
E_ILJX_DX_(IIJ_D)X_EUmax KS+S_D% feltétele:
9S_pls -g)-# G0 g
ol 0 Y
=D




Folytonos fermentacio

Tranziens viselkedés
Indulas szakaszosrol, attérés a folytonosra

LAG | gyorsulé néve- | €Xponen- hanyatlo
X s7akasy | Kkedesi ' cialis ; fazis el
| szakasz | fazis ! V,u,]:—);u D=1
' ' =" 5., Mindig csak
DM Allandssue. it Uzemelhet!
allapot
-D=M D-p
D=y,
Xo
Allandésult
allapot
KIMOSODAS
‘ idé

folytonositas
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A rataplalasos (Fed-batch) tenyesztes

A hanyatlo fazis meghosszabbitasaként ertelmezhetjlk a fed

batch technikat, allando, valtozo vagy periodikus modon friss

tapanyago(ka)t adagolunk a rendszerbe, elveétel nincs,

allanddéan n6vekvo terfogat.

alacsony allando szinti S koncentracio (pl. sttbeleszto fermentacioban
a tul magas glikdz koncentracio oxigén jelenléetében is alkohol
termeléshez vezet, ami gazdasagtalan.)

magas allando S koncentracio fenntartasa (pl. citromsav fermentacidban)

prekurzor folyamatos adagolasa (pl. penicillin gyartasban fenilecetsavy,
v. triptofan gyartasban indol)
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A fed-batch tenyésztés novekedesi gorbéje

X Sejtkoncentracio

1 Fajlagos nov. sebesség
P(ga] Termékképz. nov. kotott

P(l:l.ga] Termékképz. nov. fiiggetlen

Sn Nem-limitalé szubsztrat

S[gls] Limitalo szubsztrat
-

time




m & @m &
|

Viable cells (x108 cells/ml)

o]

A tenyesztési technologiak 6sszehasonlitasa

Number of Viable Cells

Antibody Titre

%‘:SDD | ==Batch
i E 400 - ik
E‘ —8—Fed-hatch
. g 300 - v Perfusion
L&}
Bat
atch &
] &l =& Fead-batch
,,-w"/ o= Perfusion
"i. T T T T T T T 1 0 = T T T T T T |
0 2 4 G a 10 12 14 16 0 2 4 G 8 10 12 14 16
Culture Time (d) Culture Time (d)
Product Mass
3000 -
=g Fod-batch (Final vol 1 L)
2500 -
s Perfusion (1 L/day)
2 2000 - Batch (1 L) Perfusion : 2600 mg
= . Fed-Batch : 620 mg
: 1500 -
g Batch : 180 mg
o 4
= 1000 .
500 f'
0 ‘_“;'”"HI'_ . . . ; : . : ’ 33
a 3 G 9 12 15 18 21 24 27 3

Culture Time (d)



A fermentéacios eljarasok optimalizalasa

Taptalaj 6sszetevok (inokulum, fo taptalaj)
Oxigenellatas (keverés, buborékoltatas)
Homerseéklet

pH

Inokulum (oltotenyészet) mennyisege
Inokulum kora

Tenyesztés ideje

Indukcio (ha van) idoépontja

Betaplalas ideje és sebessége

Fermentor felépitéese
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Az oxigén felhasznaladsa eukariota sejtben
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Oxigénellatas fermentlében

O, alacsony oldhatésagu a vizben —— Folyamatos O, betaplalas kell

de _ K, a (c*-C) - gx—

. dt / \
flokkulim bevitel fogyasztas
o (OTR)

K, — az eredo folyadékoldali tomegatadasi

\‘gomba pellet

tényez0 [cm.s-1],

egyedi sejt a — terfogategyseégre juto anyagatadasi feltlet

A z oxigén utjanak leglassabb [cm2.cm-3= cm 1],
lépése a gazfazisbdl a

folyadékfazisba valé atmenet. K, a — eredo folyadéekoldali (térfogati)

oxigénabszorpcios egyutthato[h-1],
C* — telitési oxigénkoncentracio (mg/dm3),
C — az aktualis oldottoxigén-koncentracio

(Mfg/dm3).



Oxigénigény és levegoztetes

Az oxigén is lehet limitalé szubsztrat

A mikrobak oxigénigényét két médon lehet megadni:

dc
1. légzési sebesség = — [ mmol O,/ dm°.h],

dt [kg O,/ m3 .h]

2. fajlagos légzési sebesség Q — 1% [h]
X dt
dx C s
— AX
— ~H X Y, = y, = -4t
dt " Kg_ +C %" Ac % dc
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Oxigénigény és levegoztetes

Qmale"lmax/Y O

nulladrendd

kinetika
els6Grendd
kinetika
: v
Ckr C

Ckr - kritikus oldott oxigén koncentracié
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Sterilezés

A sterilezés alkalmazasanak céljai:

 Annak biztositasara, hogy az eljaras csak és kizardlag a kivant
mikroorganizmussal zajlik le, igy kerllve el a hozamcsbkkenest és a
versengeést a szubsztratért

« AkoOrnyezet szennyezésének elkerulésére

A vegso termék lebontasanak elkertléseére, pl. idegen mikrobakbol
szarmazo enzimekkel

A vegso termék beszennyezésének elkerulése pl. lazkeltd pirogén
anyagokkal.
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A sterilezes vegrehajtasa

- ldegen szervezetek fizikai eltavolitasa (szures, centrifugalas)

- hovel

- sugarzassal

- Kemiai anyagokkal

- Extrém parameterek alkalmazasaval pl. pH, toxikus vegyszerek,
homérseklet

Az elblés mechanizmusa
ho (feherjek, lipid membranok karosodnak, fontos a viz
jelenléte v. hianya)

sugarzas
- UV (pirimidin dimerek keletkezése),
- gamma-sugarzas, Rontgen sugarzas (DNA feldarabolas
és/vagy peroxidok eés szabad gyokok keletkezese)
- vegyi anyagok (oxidalo és alkilalo hatas, de gyakran
karcinogén hatas is)




A hosterilezés kinetikaja

sejttomeg
1do

a fajlagos nov. sebesseéqg [id67]

abszolut sejtszam

~ [ 2= — [P<

h6pusztulasi sebesseg
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A ho sterilezest befolyasolo tenyezok

A fert0z0 szervezetek fajtaja

Kiindulasi sejtkoncentracio

Ossztérfogat

Tapkozeg fajtaja

A tapk6zeg komponenseinek hoérzékenysege
Szakaszos v. folyamatos sterilezés

A sterilitas kritériuma (azeért kell, mert nincs tokeéletes

sterilezes).
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Sterilezés szlréssel

Melységi szuro (szalas anyag, pl. Gveggyapot, gyapot, asvanyi szalak,
celluloz, fémszalak)
N/N, = eKx x - szlrbovastagsag

Az x Kiszamithato — sziikséges parameterek:
- Teljes szlirend0 mennyiség, pl., 10 m3/min 100 oran keresztul: 60 000 m3
- A levegO linearis sebessége, pl., 0.15 m/sec.
- A leveg0 szennyezettsége, pl., 200 mikroorg./ m3
- A sterilitas kritériuma: pl., 1 mikroorg./ 10 000 m3

v
- K: sz(irére jellemz6 empirikus koefficiens Y 20K 2L
- i ’




Sterilezés szlréssel

77 77

Membran szirok (abszolut szlrdk 0.2-0.45 um porusmeérettel)

eltavolitja a baktériumokat es a naluk nagyobb €10 szervezeteket levegobadl,
gazbol v. folyadékbal

‘PORE"

R TR ere

PP pillar pandril | |
o =

Cross Section of Theoretical Membrane

Schematic Microporous Membrane Structure




Itt jarunk:

Biokémia Mikrobiolégia
Anabolizmus Mikrobiologiai
DNS szintézis modszerek

Transzkripcid Mikroszkipok

Tranzzlacio Lab. eszkibzdk
tirzafejlesztés
+— Katabolizmus arolés

Glikolizis
Citratkor
xidativ foszf.

Szervezddés

makromolekulakka

Fehérjgk
DNS

identifikalas
izoldlds, screen

«—— Mikrobiol.
thrtenete
Eldlények
felosziasa

Biotechnolégiai
Miveletek

Feldolgozas

terilezési eljarasok

Levegdzietés, Keverés

Szaporodas,
Tenyésztési modszerek

A4— Bioreakiorok

Sejtalkotok

membranok ———»
tranzzp. foly.

Definicio

DMS kromoszoma
citoplazma

Sejt szervecské

zejtfal —m

Biotechnolbgia
sejtmag —

ER, Golgi —

mitokondr

Sejttan

Aktivitast befolyasolo —»
tenyezdk (pH, Homérséklet, stb.)

Heterogen fazisu
enzimreakciak

Immobilizalas

Reakciokinetika

(Michaelis-Menten,
Briggs-Haldane)

Enzim nevezéktan ——m,

Inhihicid — aktivacic ——»

Enzim katalizalt

reakciok
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enzimek osztalyozasa

>

segédanyagként

enzimvizsgalati modszerek

Biotechnolbgiai alkalmazasok
Antibiotikumaok
Szteroidok
Monoklanalis antitestek
Bioinszekticidek
Ossejtek

Enzimek felhasznalasa
termekkent

vegyipari, kbrnyezetvédelmi, analitikai



Termekek kinyereése, tisztitasa - Downstream processing

1. Sejtek elvalasztasa — szilard-folyadék elvalasztas
mas szilard anyagok: taptalaj-szemcsék, CaCO;, kristaly-fermentaci6

Jellemzo miiveletek:

Feed Stream

0
Sziirés '# '
Centrifugalas ."l'ill;. Bazie l
(Ulepités) ..-88:8. 1111104

GF Separation Centrifuge Ta ngent uc ss) Flow Filtration Dead-End Filtration

rrrrrrrrrrr ) (low permeate rate)

(1/b Sejtfeltaras: csak akkor sziikséges, ha a termék intracellularis)




Termekek kinyereése, tisztitasa - Downstream processing

2. Koncentral6 lépés(ek) — elsosorban a vizet tavolitjuk el, de a nagyobb

mennyiségben jelen |évd szennyezéseket is.
Jellemzd miveletek:
Extrakcio
Adszorpcié
Membranszlirés
Csapadékképzés

(beparlas, desztillacio)
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Termekek kinyereése, tisztitasa - Downstream processing

3. Tisztitas — a termék és a szennyezo anyagok elvalasztasa.

Jellemzo miveletek: Extrakcid, Adszorpcio, Membranszureés,

Kromatografia

4. Végtisztitas (polishing) -~ a terméket a kereskedelmi forgalomba hozas

eloirasainak megfelelo tisztasagig tisztitjak.

Jellemz6 miveletek: Extrakcio, Adszorpcid, Membranszurés,

Kromatografia, Kristalyositas, Szaritas
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Feherjék kromatografiaja

loncserés krom. — a fehérjék eltérg felileti toltése alapjan

Gel szlrés — eltérés a fehérjék tomege és alakja kozott (tk. méret
alapjan torteno elvalasztas — SEC)

Affinitas krom. — biospecifikus kdlcsdnhatéas a fehérje és egy
alkalmas ligand kozott, pl. antitest — antigéen

Hidrofob kdlcsdnhatas — a feliileti hidrofobicitas alapjan

Kromatofokuszalas — izoelektromos pont alapjan
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Geéel szlrés

Mixture of
3 proteins
Carbohydrat EQ:-E‘EEEE %D O]
arbohydrate O N &= QO
polymer bead _{\ o ~9 ‘e > A G{?DGD & a@? @g’]@@c DD@@G
ST SR> | Peold>| Sool> | @00
Small molecules | 355 940 OO0 &) ® &G
enter the J:; '-; 2\ (5:;5:]&'5 C?-C?D @E}@
aqueous spaces L e O
within beads 22 ¥ P9 >
9D
+'Q
Large J Porous
molecules - | beads
cannot enter N
beads £ =
= r
5 o
o
% [\
]
g
Flow direction AL ' ' ' ]
Bad (250000 [ Vs, L0 | a3, KN
widums  dalors) HaBonsg] daliors)
Exchalpd

Ir ieC e

Violume aluted
| ——4
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lon cseres kromatografia

A fehérjék toltessel rendelkeznek, kiveve az izoelektromos pontjukat (pl).

A fehérjék egy adott pH-n kilonbdz06 toltéssel rendelkeznek az eltéro
aminosav 0sszetételtol fliggben.

A fehérjek pozitiv toltesuek pl-juk alatt, negativ toltestek pl-juk felett

A fehérjék kapcsolatba tudnak lépni a szilard fazissal, ha annak ellentétes
toltése van.

Leggyakrabban téltessel rendelkezo celluldz v. agaroz matrixot
alkalmaznak.

A hordozohoz kotott feherje elualhato a sdkoncentracio v. a pH
megvaltoztatasaval. Néha erre gradiens valtozast hasznalnak.
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Anion cserelod
gyanta (pozitiv

toltési)

negativ ionok
elvalasztasara

lon cseres kromatografia

Kation cseréld .

gyanta (negativ f

toltés) /
Tk /

pOZ,ItIV |o,no,k {” Binding

elvalasztasara Az |  Conditions

A nagy jelet a fel nem r
kot6dott szennyezések

High Salt

Low Salt
Sogradiens
elBallitasa
eltcidhoz
e

?:—n To Column

Stir bar

Elutian C-.‘_Jnr]i!iﬂl'l.'.

okozzak

YVolume, (ml)



Affinitas kromatografia

&) — A fehérjék és egy matrixhoz kotott ligand
<— Kkapcsolodasan alapszik:

Pl. enzim — szubsztrat, enzim — inhibitor,

enzim — kofaktor, antitest — antigén

ElonyOk Hatranyok
 Egy Iépésben e Draga
nagy tisztitas * Nehéz néha
 Nagyon hasonloé ligandot talalni
szerkezetl * Nehéz néha elualni
feherjek (nem bonthato
& elvalasztasa kapcsolat)
g pl. antitestek e A ligand
» Tervezheto leszakadhat a
eljaras matrixrol

S515)



Kromatografias oszlopok

Kromatografias
oszlopok
léptéknOvelése a
magassag
allanddésagan es a
felUlet aranyos
novelésen alapszik.
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