Biomérnoki miiveletek és folyamatok Il. gyakorlat

Biomérnok BSc 3. évf. hallgatdk szamara

A gyakorlat soran Penicillium chrysogenum gombat tenyésztiink 8 | térfogatu Zentai
tipust fermentorban. A penicillin ipari elGallitasa Penicillium chrysogenummal torténik. A
gyakorlaton az NRLL-1951 jel(i vad tipusu Penicillium térzset hasznaljuk.

yPenicillium chrysogenum, the source for penicillin-- making it possible to have more
veterans for Veteran's Day.”




A gyakorlat célja, hogy a hallgatok megismerjék az alapveté fermentacids
technikdkat, mint pl. az inokulum készités, sterilezés, fermentor leoltdsa inokulummal,
mintavétel stb. Cél tovabba a mikroorganizmusok szaporodasanak nyomonkdvetése
szarazanyag meghatarozassal. A kapott eredményekbdl névekedési gorbét kell késziteni.

Feladatok, napokra lebontva:

nap: taptalaj készités, sterilezés, inokulum leoltasa

nap: a fermentor leoltasa inokulummal, mintavétel

nap: mintavétel

nap: mintavétel

nap: mintavétel, fermentacié leallitdsa, fermentor kimosasa.
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Taptalaj készités: Az inokulum taptalaj és a fermentacid taptalaja kiilonbozik egymastol.

Komplex tdptalaj: Ossz. 450 ml komplex téptalajt kell késziteni, a pH-t 7-re allitani. Ezt 3 db
500 ml-s erlenmeyer lombikba 6ntjlk (150 ml/lombik).

Az inokulum taptalaj (komplex taptalaj) 6sszetétele:

Anyag g / 100 ml taptalaj
pepton 0,4
éleszt6 kivonat 0,4
KH,PO4 0,2
Na,HPO,4 x 12 H,0 0,8
MgS0O4 x 6 H,0 0,025

Inokulum sterilezése: Az inokulum tdaptalajt certoklavban sterilezzlik. Sterilezés utan
cukoroldatot (50 %-s gliikoz oldat) és nyomelemoldatot adunk hozza. (Ezek az oldatokat
szliréssel sterilizdljuk — elére el vannak készitve - nem lehet 120 °C-n sterilizalni, mert
karosodnak). A gliikéz koncentrdcidja az inokulum tdaptalajban 1 %, a nyomelemoldat
koncentracidja 1 %.

A certoklavban az inokulummal egyidében sterilezni kell a sziikséges eszkdzoket is.

* leoltélombik, ami 500 ml minimal taptalajt tartalmaz
* 2 zsugoritott Gvegsz(ir6
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A nyomelem oldat 6sszetétele:

Anyag g /100 ml
CaCl, 1
CoCl, 0,01
ZnS0O,4 0,088
CuSOq4 0,0039
NiSO4 0,001
Na-tetraborat 0,0008
MnCl, 0,00072
Na,MO4 x 2 H,0 0,00037
FeSO, 0,001

Inokulum leoltasa: 1,5 ml sporaoldattal oltunk le 150 ml taptalajt. Razégépbe tessziik, ahol
28 °C-n, 200 rpm-| 24 éran at razatjuk.

Minimdl tdptalaj: a fermentorban minimal taptalajon névekszik a gomba. Ennek a pontos
Osszetétele ismert, kiilonb6z6 sdkat, cukrot és nyomelemet tartalmaz.

A minimal taptalaj 6sszetétele:

Anyag g / 100 ml taptalaj
(NH4)2S0,4 1
KH,PO,4 0,2
Na;HPO,4 x 12 H,0 0,8
MgSO, x 6 H,0 0,025

Mivel a gyakorlaton hasznalt fermentor 5 | térfogatu, a fermentorba 5 | minimal taptalajt kell
késziteni, pH-t 7-re allitani. A fermentorba 4,5 | taptalajt 6ntiink, a maradék 500 ml taptalaj a
leoltélombikba kerul, amit igy sterilezlink.

Fermentor sterilizalasa: a fermentorba beledntjiuk az 4,5 | minimdl taptalajt, majd
0sszeszerelés utan autoklavban sterilizaljuk.

Az els6 nap feladata még szlir6papirkorongok kivagasa, beszamozasa, s a tomegik lemérése.

Fermentor leoltasa inokulummal: A fermentorokat kivesszik az autoklavbdl, a szikséges
szereléseket, beadllitasokat elvégezziik.

Az inokulum a razégépben 24 h alatt kell§ sejtslrlséget ér el ahhoz, hogy le lehessen oltani
vele a fermentort. Az inokulum aténtését a leoltélombikokba steril korilmények kozott
végezzik, lamindris box alatt. Els6 lépésként a leoltélombikokban levé minimal taptalajhoz
hozzaadjuk a steril nyomelem oldatot és cukoroldatot. Az egyik fermentorba glikdz, a
masikba laktdz kerll C-forrasként. Ezutan az inokulumot lesz(rjik zsugoritott Gvegsz(rén,
mossuk desztillalt vizzel, majd a gombafonalakat atkaparjuk a leoltdlombikba. A leoltélombik
tartalmat a leolté csonkon at a fermentorba juttatjuk (kozben a levegé6t el kell zarnil).



A fermentacié elindult. Meg kell gy6z6dni a paraméterek beallitasanak helyességérdl (pH
7.0, hémérséklet 28 °C, kevertetés 350 rpm, bedramlé levegé mennyisége 350 I/h).

A 0 h-s mintavételt most kell elvégezni, a mintavevé csonkon at. Az elsé 20 ml holt
térfogatnak szamit, a masodik 20 ml a tényleges minta. A szarazanyag meghatdrozas
lényege, hogy a mikrobaszuszpenzié ismert térfogatu mintajat szlir6papir korongon
lesz(rjiik, a sejttdmeget pedig sulydllanddsagig szaritjuk, majd lemérjiik. Eppen ezért
vigyazni kell, hogy a 20 ml minta pontosan 20 ml legyen. A szaritds el6bb
szobah8mérsékleten, majd szaritészekrényben 100 °C-n térténik. Naponta 2 mintavétel
sziikséges.

A pénteki napon ledllitjuk a fermentaciot, ekkor torténik meg az utolsé mintavétel. A
fermentort szét kell szerelni és elmosni.

A jegyz6konyv tartalmazzon révid elméleti bevezet6t, a gyakorlat leirdsat s a névekedési
gorbét. A novekedési gorbén a szdrazanyagtartalmat kell feltiintetni g/l-ben az id6
fuggvényében. A jegyz6konyv elkészitésére egy hét all rendelkezésre. (Leadni: D 110 szoba v
D 207 labor).



