Biomérnoki miiveletek és folyamatok Il. gyakorlat

Biomérnok BSc 3. évf. hallgatdk szamara

A gyakorlat célja, hogy a hallgatok megismerjék az alapveté fermentacids
technikdkat, mint pl. az inokulum készités, sterilezés, fermentor leoltdsa inokulummal,
mintavétel stb. Cél tovdbbd a mikroorganizmusok szaporoddsanak nyomonkovetése optikai
denzitds méréssel. A kapott eredményekbdl névekedési gorbét kell késziteni.

A gyakorlat soran Pseudomonas putida baktérium fajt tenyésztiink 5 | térfogatu
fermentorban (Zentai).

A Pseudomonas baktérium genus szamos tagja a bioremediacié kulcsmikrébdinak
tekinthet6: képesek metabolizdlni a kornyezet szdmos kémiai szennyezGjét (pl. gazolaj,
festékek). A Pseudomonas putida F1 Gram-negativ, aerob, talajlako, szaprotréf baktérium. A
szakirodalom alapjan a P. putida F1 az egyik legjobban tanulmanyozott, szénhidrogéneket és
azok szarmazékait bonto faj; képes ezen vegylileteket oxidalni, szénforrasként felhaszndlni
novekedéséhez. A talajban és a vizekben el6forduld monoaromas szénhidrogének (benzol,
toluol, etil-benzol, xilolok), ill. a halogénezett szénhidrogének (triklér-etilén, TCE)
degraddciojdban jelent6s szerepet jatszik.

Pseudomonas putida elektronmikroszképos képe a bacilluszokra jellemzé pélca alakkal.



Feladatok, napokra lebontva:

1. nap: taptalaj készités, sterilezés, inokulum leoltdsa
2. nap: a fermentor leoltdsa inokulummal, mintavétel dranként
3. nap: a fermentacio leallitasa, fermentor mosasa.

1. nap:

Taptalaj készités: A Pseudomonas putida tenyésztéséhez az un. BSM (Basalt Salt Medium)
tdptalajt hasznaljuk.

Az inokulumhoz 2x150 ml tdaptalajt készitlink, amit 2 db 500 ml-s erlenmeyer lombikba
ontlink. A fermentacidhoz pedig 4,7 | BSM taptalajt kell 6sszemérni. Mivel ez a fermentacid
hajlamos a habzasra, az inokulum és a f6fermentacid taptalajahoz is habgatlot kell adagolni
sterilezés el6tt.

A BSM taptalaj 6sszetétele:

Anyag g /| taptalaj
pepton 1
K;HPO4 3,4
KH,PO,4 4,3
KNO3; 0,8
MgCl x 6 H,0 0,34
Nyomelem oldat 1 ml/l

A nyomelem oldat 6sszetétele: pH=7,2

Anyag g/
FeSO4 x 7 H,0 5
ZnSO4x 7 H,0 5
I\/InSO4>< Hzo 5
CuS0O,4 x 5 H,0 5
COCIZ X 6 Hzo 0;1

Na,;B;07 x 10 H,0 0,1
Na;MoQO4 x 2 H,0 0,1

Inokulum sterilezése: Az inokulum tdaptalajt certoklavban sterilezzlik. Sterilezés utan
nyomelemoldatot adunk hozza. (A nyomelem oldatot szliréssel el6re sterilizaljuk).

A certoklavban az inokulummal egyidében sterilezni kell a leoltélombikot is.

Inokulum leoltasa: Petri csészén kin6tt szilard taptalaju tenyészetbdl kaccsal oltjuk le a
taptalajt. Rdzégépbe tessziik, ahol 28 °C-n, 200 rpm-| 1 éjszakan &t razatjuk.

Fermentor sterilezése: a fermentorba beledntjik a 4,7 | BSM tdptalajt + habgatlét, majd
Osszeszerelés utan autoklavban sterilizaljuk.



2. nap:

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

Az inokulum a razogépben egy éjszaka alatt kell6 sejtslrliséget ér el ahhoz, hogy le lehessen
oltani vele a fermentort. Az inokulum atontését a leoltdlombikokba steril koriilmények
kozott végezzik, laminaris box alatt. A leoltélombikba 6ntjiik az inokulumot, s hozzaadjuk a
steril nyomelem oldatot. A leoltédlombik tartalmat a leolté csonkon at a fermentorba
juttatjuk (k6zben a leveg6t el kell zarni!).

A fermentacié elindult. Meg kell gy6z6dni a paraméterek beallitasanak helyességérél (pH
7.0, hémérséklet 28 °C, kevertetés 300 rpm, bedramlé levegé mennyisége 100 I/h).

A 0 h-s mintavételt most kell elvégezni. A fermentor aljan taldlhaté mintavevé csonkon at
torténik majd a mintavétel. Mivel a baktériumok generdcios ideje rovid, (kb 30 perc) ezért
oranként kell mintat venni a névekedés nyomonkdvetéséhez. Az optikai denzitds méréshez a
kulturabol éranként mintat vesziink. Ennek mérjik az abszorbancidjat 600 nm-en, igy jutunk
az ODgoo értékehez. Ha az abszorbancia érték meghaladta az 1.0-t, a mintat ugy kell higitani,
hogy az ODgoo értéke 0 és 1 kozé essen (pl. 2x, 5x, 10x-re higitani).

3. nap:
A pénteki, 3. napon ledllitjuk a fermentaciot. A fermentort szét kell szerelni és elmosni.

A jegyz6konyv tartalmazza a gyakorlat leirdsat s a ndvekedési gorbét. A ndvekedési gorbén
az OD 600 értékeket kell feltiintetni (figyelembe véve a higitdsokat) az id6 fliggvényében. A
jegyzékonyvet a gyakorlat utdni héten kell leadni (legkésébb pénteken). (D 110 szoba v D
207 labor).



