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Bevezetés

= A fermentacios folyamatok komplex rendszerek

- hiaba tudjuk ,, mit raktunk a tartalyba”, a sejt egy 6sszetett rendszer

= Egy tényezd, vagy egy elem megvaltozasa is drasztikus
kovetkezményekkel jarhat
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=, Végso cél” a bioldgiai folyamatok feltarasa és a tényez6k egymasra
hatasanak ismerete, fizikai — kémiai kdrnyezet megértése

= A fermentacio célja, amilyen megkdzelitésben mi is foglalkozunk vele
legtobbszor — egy kitintetett molekula termelése.



Megfigyelés eés szenzorok

Altaldnosan megfigyelt tényezék: = Ezek'legtobbje valoje y
informacioét szolgaltat a termek

e keverés R > o
o képz6désrdl. Inkabb a szlikséges
* homérseklet feltételek ellen6rzése az elérhetd.
* hab szint
* pH = Mennyivan a termekbdl a

tartalyban?

= Novekszik-e termék a mennyisége,
vagy sem?

* redoxpotencial
 oldott oxigén és széndioxid
» optikai denzitas

Ujabban: A fermentlé matrixaban in situ
* Tavozo gazanalizis meghatarozni egy komponens
* lllékony anyagok géztér- mennyiseget, igen nagy kihivas.

analizise



Megfigyelés és vezérles

= Szabalyozast akkor lehet megvaldsitani, ha van egy mert parame
alapjan visszacsatolas.

= A szabalyozas megvaldsitasahoz:
a mintavétel és az elemzés idejének — 6sszemérhetd idéskalan kell
lennie a biofolyamatunk idejével

= Ezazid6:
- enzimes folyamatoknal — par masodperc
- bakterialis kulturaknal — par perc
- emlbssejteknél — 1-2 6ra
= A késleltetési id6 flgg:
- a mintavétel maédjatol
- a mintakezeléstdl (el6készités)
- az elemzés és az adatfeldolgozas idejétdl



Szenzorok illesztése a folyamathoz
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= Lehet in situ szonda, vagy offline (ez a cikk megkozelitése)

= Az in situ szonddk legnagyobb hatranya/kihivasa a sterilezhet6ség
- erre a javaslat: komplex mérnoki tervezés

= Alegelterjedtebb offline rendszerek a tangencialis sz(ir6k és a FIA

= Minden on-line monitorozo és iranyité rendszernek tartalmaznia kell 3
elemet:
(1) szenzor
(2) a fermentlé és a szonda kapcsolatat megvaldsitd berendezés, ex situ
és in situ is
(3) vezérl6 rendszer, a szlikséges algoritmussal



FIA: Flow Injection Analysis

Aramld oldatos elemzés

\
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Egy folyamatosan aramlo fluidumba (viv6anyag) injektaljuk a mintat,
amely egy zonat alkotva halad a detektor felé. A minta diszpergalddik
a folyadékban, illetve a tébbi csatornan hozzaadott reagensekkel
reakcioba Iép. A minta valamilyen tulajdonsagat mérve
kovetkeztetlink a koncentraciodjara.

" jO0 automatizalhatdsag
= egyszerd

= O reprodukalhatosag
u iparban elterjedt SAMPLE  REAGENT RESULT

INCUBATE HEAT MONITOR



FIA: Flow Injection Analysis

Aramld oldatos elemzés

—

= A minta nem keril vissza a bioreaktorba, alacsony
a befert6z6deés, szennyezés valdszinlisége

= Rovid mérési idé

= Alacsony mintamennyiségek elegendéek

= Sok komponens mérhetd egyszerre — szenzorok sorozata
= Szukséges lehet higitas, pH beallitas - megvaldsithato

= Szenzorok szlikebb mérési tartomanya biztosithato

25 — 125 mikro mol




Bioszenzor definicidoszerlien

Akkor mi is az a bioszenzor? ‘

= A bioszenzorok a kémiai szenzorok egy alcsoportja, melyek biologiai
alapu mechanizmusokat hasznalnak fel az analit detektalasara.

= |UPAC: A kémiai szenzorok miniatirizalt energiaatalakitok
(transzduktor), amelyek reverzibilsen és szelektiven reagalnak a
kémiai komponensekre vagy ion hozamra és analitikai jelet adnak
az analit koncentracidval aranyosan.

A jel szarmazhat: pH valtozas, gazfejl6dés, fényemisszio,
héemisszid, tomegvaltozas, stb. A transzduktor atalakitja a bioldgiai
reakciot egy mérhetd valaszba, legyen az akar aramerdsség,
feszultség, hémérsékletvaltozas, fényintenzitas valtozas stb. A jel
tovabb erdsithetd, feldolgozhato, vagy tarolhato. Elviekben barmilyen
receptor kombinalhaté barmilyen megfelel6 transzduktorral, hogy
produkdljon m(ikodd prébat/szondat.




Bioszenzor részeij

Bioldgiai elem Energiaatalakité

teljes organizmus potenciometrids

szovet amperiometrias

organellum konduktometrias

membran impedanciametrias

enzim optikai

receptor kalorimetrias

antitest akusztikai

genetikai anyag mechanikai

organikus molekula s ]| o <l

SDNA, | LTy, ONA hybrid.



Miért enzimek? ‘

szelektivek, egy bizonyos kémiai reakcio, egy bizonyos SW

enyhe korilmények kozott, szobahémérsékleten

Nyers anyagokon is lehet kvantitativ prébakat végezni, mintael6készités
nélkll, vagy kevés mintael6készitéssel

- ez pontosan az elején emlegetett komplex rendszerekben, matrixokban
torténd szelektiv detektalas igényére felel

Két fontos dolgot figyelembe kell venni: e
yZa Rt 7 . oo, 7 ’ﬂ\ Total ® ‘
- m(kodeési stabilitas e g105 |

s ’ V4 V4 7 V g+y —_
- hosszu tavu haszndlhatésag AW "=

Ezek az immobilizalasi eljaras fliggvényei
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= Egy bioszenzor alkalmazhatdsdgat az enzim-elktréd konfigurdcid hatarozza

mesg.

= Enzimelektrdd: egy valamilyen tipusu elektrod és
egy vékony (10-200 mikrométer) immobillizalt
enzimréteg kombinacidja.

= Az enzimes reakcio korulményei mérhetdek a
termékképzbdés és reagens fogyas vizsgalataval. -
> Nem feltétlen az enzim ,,jelét” kell mérnink,
vagy nem feltétlenul egyféle enzim jelét.

Figure 8.1
Generalized features of a biosensor.

Transducer

Biologicallayer

Outer membrane

h Sample




Immobilizalas tipusai

. Fizlkal médszerek: ‘\
- Gélbezaras

- Adszorpcio a transzduktor feltletére

= Kémiai mddszerek:
- kovalens kotés a transzduktor feltletére
(1) bifunkcios vegyulettel (cianur-klorid)
(2) keresztkotés multifunkcios vegyllet hasznalataval (glutaraldehid)
(3) immobilizacié elektrokémiai uton létrehozott polimerfilmen

= Elvarhatd el6nyok, illetve célok
a) bioldgiai komponensek szélesebb tartomanyban mikoddjenek, mint oldatban
b) nagyobb stabilitas elérése
c) jol meghatarozott diffuzids réteg létrehozasa az elektrdd fellletén



Gélbezaras
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= Tobbféle matrixot is alakalmaznak

* Alginat — Ca?* ionok egyes lancaival keresztkapcsolva

e Poliakrilamid

El6nye, hogy barmilyen enzimmel alkalmazhatjuk.

BIM el6adasok keretében sokkal tobb mddszerrdl volt sz6...

Hatranyok:
* Nagy diffuzids akadaly — késleltetési id6t noveli

entrapped in a matrix

* Folyamatos veszteség az enzimaktivitasbal
e Polimer dagadasa vagy zsugorodasa a kozeg ionerGsségetdl fligg



Dialzis membran

e

,A legegyszerlibb mddja” az enzim beszoritasanak, ha a fehérjet az elektrod
felUletén tarjuk egy vékony szemipermeabilis réteg mogott.

- llyen lehet egy dializiscsé.

Itt egy vékony enzimpaszta, mely megfelels térfogatu pufferben (1-2 mm3) el van
oszlatva az elektrdd felliletén.

Egy 20-25 mikrométer vastagsagu dializis membran fedi, amelynek kb. a 10000
Daltonos molekulakat tartja vissza.

Dialysis membrane
4

. i &—Globular macromolecule
¢ (1gG, 160A, 150kDa)

Membrane pore
(24A)

y 'o‘—SmaII molecule
(B-ME, ~5A, 78Da)

Saltion
(Na+, < 1A, 23Da)




Adszorpcio
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Nagyon nagy elénye, hogy nem igényel mas reagenst, csak minimalis tisztitast

Viszont csak kevés és gyenge kodlcsonhatasok jonnek |étre.
- Van der Waals erék, dipol — dipol, hidrogénkotés
- Ezek reverzibilis kdlcsdonhatasok, az egyensuly megvaltozhat (pH, ioner6sség...)

Valtozatban Osszetétel(i oldatban ez a folyamat reverz és anyagtranszport kontrollalt
Az adszorpcido mértéke aranyos a diffuziéval
A fehérje adszorpcidja az elektrédon gyakran eredményezheti a kicsapddasat

Egyszer(inek és széleskorlinek tlnik, de a hosszu tavu stabilitds nem megoldhaté
- csak egyszerhasznalatos szenzorok készithet6ek ilyen technikaval



Kovalens rogzités altalanosan

Irreverzibilis folyamat — legstabilabb \

= A fehérje egy olyan nukleofil aminosavaval kell végrehajtani, amely nem része a
bioldgiai funkcidjanak (karbonsav-, hidroxi-, tiol-, imidazol- és fenolcsoport)

= Kétlépéses folyamat:
(1) Aktivalni kell az elektrdd fellletét
(2) Enzim kotése az aktivalt felliletre

= XPS (X-ray Photoelectron Spectroscopy )és ATR-FTIR médszerekkel kovethet6 a
fellletre kotés sikeressége, illetve a felliletaktivalas sikeressége (informacios mélység
5 — 10 atomi réteg)

= A felllet kapacitasanak mérésével is nyomon kovethet6ek ezek a |épések
= A tankonyv tovabbi ajanlasa a sikeres rogzités tesztelésére, hogy préobaljuk ki

Minta

IR ’ . 7
m Belsé reflexid ATR:

Attenuated Total Reflection




Kovalens - rogzités femelektrodra
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= A fémfellleteket aktivalni, a vékony feltleti oxidréteget ,le kell cserélni”

= Asilica feluletek analogiajara M-OH fellleteket vizmentes korilmények kdzott
szililez6szerrel stabil -MOSi- kotéseket hozhatunk létre

= Az enzim hozzdadasahoz az organoszilan reagens hordozzon primer
aminocsoportot vagy karbonsavat pl: propil-aminoszilan
[(CH;CHO,)3Si(CH,)3NH,]
igy képes kialakitani a fehérjével kotést, aminocsoporton keresztiil

Figure 8.3

Two-step synthetic scheme for the attachment of a protein to a metal electrode. In step
(a), the metal oxide surface is functionalized with an aminosilane reagent. In step (b),
a carbodiimide-activated protein is attached to the electrode surface via the attendant
primary amine groups.
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b M O Lo oons rotein M o}
( ) i p NH, 4 P e o/s'/\/\u/U\ protein

Carbodiimide-activated protein Protein-modified surface




Kovalens - rogzités szénelektrodra

Népszerl anyaga az elektrédoknak \

= Grafit hatalmas lemezekbdl all, melyeknek szélei reakcioképesek

= Hasadasok |étrehozasa, az igy keletkezett ,szélek” hasznosak, funkciés csoportok
= Asikok széle polaros -> vizes reakcidok - vagy —OH csoportok szamdanak novelése
= Radidfrekvencias O, plazmatdl eljutottak az 1 M-es salétromsavig

= -OH + cianur-klorid => szerves olddszerben és vizes oldatban is stabil

= Torma peroxidaz, glikdz oxidaz, stb...

Figure 8.4

Synthetic scheme showing the usage of cyanuric chloride in the covalent attachment of a
protein to the surface of a carbon particle.

A
B ok ) =
o 1ilier - cyanuric chioride
i ol activation of carbon ]
.—OH + N| Y /T\\ \Jl\ + HCl
- =
o N el ._0 N el
A4 ¥ -~ Carbon particle Cyanuric chloride Activated carbon particle
ReliTRA
i attachment of protein o
to carbon particle
JN\\ \Jf\ + HN—protein J\ \)N\ + He
p oo = .
RTINS R .~O N el ._O N N—protein
T TS g R H
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Kérdések
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Emailen 2016.05.26.:

1. Bioszenzor definicidja.

2. FIA jelentése és 5 el6nyOs
tulajdonsaganak felsorolasa.

3. Mi az a vezet6 polimer?

4. A Clark-féle oxigén mérés elvi alapja.
5. Mi az a mediator?



