Pécs Miklos: Fermentéacids feldolgozadiveletek

4, Sejtfeltaras

SEJTFELTARAS

Ismétlés: nincs rogzitett muveleti sorrend, de vannak altalanos iranyel-
vek:

(1/b SEJTFELTARAS: csak akkor szilkséges, ha a termék intracellula-
ris)

Milyen erés a sejtfal?

Az éllati sejtek kipukkannak a deszt vizben, a mikroorganizmusok
nem — a sejtfal kibirja az ozmézisnyomast.
Mekkora ez?

— 0,9 %-0s NaCl — ~1/6 mél — ~ 1/3 ozmél — p~ 24/3 = 8 bar —
nyomastarté edény
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AZ ELESZTOK SEJTFALA
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A Gram pozitiv baktériumok sejtfalanak szerkezete:
Szénhidrat alaplanc, peptid oldallancok

—=—AGA — AM —AGA —AM —= alopldnc
| AGA = ocetil-glikdzamin
L-Ala '
| AM = acetilmuramsav
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A PENESZEK SEJTFALA

Tobb réteg, valtozatos kémiai
osszetétel:

B-glukan

— kitin

— kitozan
cellul6z
peptidoglikan

ot

A Neurospora crassa sejtf vizlatos
Az egyes rétegek:
(a) kiilsd or- és B-gliikan réteg,
(b) glitkoprotein halozat. benytil6 glikan részekkel
(c) tilnyomorészt fehérjébol allo réteg
(d) kitines réteg, fehérjébe dgyazott mikrofibrillumok
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A SEJTFELTARAS KINETIKAJA

A beltartalom kiszabadulasat a feltarasi mod-

szertél fuggetlenul elsérendi kinetikaval lehet i:lPl _
leirni: E =-kP,
P, a sejtben 1évé termék koncentracidja
R t
& _
Szétvalasztassal integrélva a P, id6ben JT. = _J.kdt
exponencidlisan csokken. P, 0
Praktikusan inkabb a kinyert termékmennyi-
séget fejezzik ki:
R = PIO - P|
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A SEJTFELTARAS KINETIKAJA

A kinyert termék mennyisége ekkor igy

alakul: E /cnszuwuv R
R=P,[1-e™]
]
x
Ugyanakkor a termék is karosodhat |
(bomlas, denaturalédas), amit szintén ; » SENTEN BELLI PR
elsérendi kinetikaval kozelithetlink: .
-
ds S
-_—= _de »
dt
ahol: R ]

° 0 » L)

S — specifikus aktivitas LTRANANGDS REZELES (sac/ml)
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A SEJTFELTARAS MODSZEREI

T 1
Mechanik ai Nem-mechanikai

l—lﬁ |—|—|
Nyiras Nyiras Szaritas (levegan, Lizis
folyadékban szilard fazisham vakuumban,
—t— fagyasztva,
Orles Nyomas oldbszeres)
(golyos malom) (X-press)
r 1 1
Ultrahang Atnyomatés Fizikai Kémial Biolfwgiai
Mechanikai  folytason omnotikus sokk, detergensek,  enzimek,
keveras  (Braun-Lubbe, hﬁs?k.k‘, oldészerek, fégo}tz
(Dyno-Mil) Manton-Gantin,  0ldbat gézol, kaotropikus autolizis,
Alpha-Laval fagyasatas sok, genetikal
homogenizator)  felolvaszt antiblotikumok manipulacio
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A SEJTFELTARAS KINETIKAJA

(=]

Az inaktivalédas is exponencialisan
megy végbe:

S=§,e7

Az ered6 termékkihozatal a két té-
nyezé kombinaciéjaval fejezhet6 ki:

R. = RS

azaz:

R, = Po[1-e™][s,e™]
R, =K(l-e™)e™

A konstansokat 6sszevonva:
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ULTRAHANGOS FELTARAS

,Szonikalas”

15-25 kHz

Kavitaciés mechanizmus
Melegszik — hités
szabad gyokok

Csak laborban.

SONOPULS HD 2070
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ENZIMAKTIVITAS (egység/ml)

A SEJTFELTARAS KINETIKAJA

Kisérleti eredmények: van optimalis feltarasi idé

100

//‘Au( woL | ‘x'_,- B
“MAKONITAZ /

FUMARAZ A

EJTNITROGEN |,

- \
2 = 7
p - ISZUKCINAT
5o / _“-' /
0 12 w1

ENZIMAKTIVITAS (egység/mgN/ml)
2

300

250 6,8
KEZELES 100 (min)
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GYONGYMALMOK

Festékipari pigment-homo-
genizatorok

0,1-2 mm kopésall6 iiveg- > sauszpenzid

gyongyok

<> (VEGGYGNGY 0K

Dorzso6l6-koptaté hatas > HGFOKSZABALY0ZAS

Tarcsas keverék
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GYONGYMALMOK

Tarcsas keverdk, nagy fordulatszam

A FECTARAS MERTEKE (%)

{1110 mv/sec.
(2) 3mssec.
(3] 6 m/sec.

0 %0 W 5
TERFOGATARAM  [1/N)

GYONGYMALMOK

Elényok:
» Folytonosithat6
» Léptékndvelhetd

Hatranyok:
» Nagy energiafo-
gyasztas (+ hités)
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GYONGYMALMOK

Folyamatosan uzemeltetheték — az Uveggyongyoket vissza kell tar-
tani.

Hatés

Szivattyu

!

Uveg- o
o 2 Betaplalé
gySngysk tartaly

Feltart

sejtek L.

! Kilépd Kevero-
e tarcsa
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NAGYNYOMASU HOMOGENIZATOROK

Specidlisan kialakitott fojtdson (homogenizalé szelep) nagy nyo-
massal (200 - 600 - 1000 bar) atnyomjak a szuszpenziét.
Eredetileg tejipari berendezés.

Feltarasi mechanizmusok:
- dramlasi
- Utkozési

szeLepuLex

oz GWiRG
SZELEPTEST

SEITSZUSZPENZIO
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IPARI BERENDEZESEK
DYNO-MILL

Tochnische Daten  Technical Dsta  Donndes techniyues

IDYNO-Mil xoL koL koL | kD | kD | kO KD ()
[Typ/Fyme specialf ei0T | 5 % | s0cn| 200C 256¢
08 co. !

Grinding container  Lter | O3 baen | 08 [ 14 | 5 | B ! a | 28 75

|Récicient de broyage 0.15 baich
IMotor
IMotor wil e e 33| 0 | v 55 ”
[Moteur
Hihe
Heigu mm 470 47C 520 475 1680 1920 2090
Hautewr
Linge
mn| 520 | 620 | 520 | 935 | wa0 | w0 | 220 | 27m
Longueur
Preie 0 600 { 520
[wian LL - - 665 80 | ws0 12%
argaur
Gewicht ca.
“opiox weaht kg 82 82 | 95 330 550 1050 | 2150 2800
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NAGYNYOMASU HOMOGENIZATOROK

Szakaszos megoldéas (French press)

Hidraulikusan mozga-
tott dugattyd préseli at
a folyadékot a nyila-
son. A folyadéksugarat
fém felliletnek Utkozte-

Dugattyd

tik.

Munkahenger
!/ Folyadéksugar
Utkéz6 lemez
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Sejt-
szuszpenzio
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NAGYNYOMASU HOMOGENIZATOROK

Folytonos megoldas: szabalyozhaté szelepek
Egyfokozatl (200 — 600 bar) és
Kétfokozatl (600 -1000 bar) homogenizatorok

Egyfokozati homogenizalé szelep Kettés homogenizalé szelep
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NAGYNYOMASU HOMOGENIZATOROK

Rendszerint tobbszori atnyo-
matasra, cirkulaltatasra van

szilkség (Hatés!)
60
1 3
In| — [=KN,P* "
1-R 3
w o)
z z 2 “E 35 MPa.
ahol: N - atnyomatasok szama 4
P & | Mo
P — nyomas £ 10f

a — mikroba konstans
k — sebességi allandé

-3

,| n l 3 o .
ATPRESELES! CIKLUSOK SZAMA
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NAGYNYOMASU HOMOGENIZATOROK

Milyen szivattyd képes ilyen nyomast létrehozni?
Csak a dugattyus.

Az egyenletesebb miikddés érdekében 3 dugattyl dolgozik, fazis-
eltolassal

NAGYNYOMASU HOMOGENIZATOROK

Elényok:
» Folytonosithat6 Valve

> Léptékndvelhetd
N7

Hatranyok: Irr;i;r)%c
» Nagy energiafo- 5
gyasztas 0 | |
» massziv szerkezet Valve ]
> eltdmddésveszély seat /LLL
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NAGYNYOMASU HOMOGENIZATOROK

bar Ibf/in?
550 - 8000

500
7000

6000
400

5000

A homogenizator muikodési
jelleggorbéje lényegében azo-
nos a szivattyGéval.

4000

PRESSURE

3000

2000

1000

[ 1000 2000

3000
imp. gal/h

6 8 ©
CAPACITY x1000 17h

21
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X-PRESS

A sejtszuszpenziét fagyott allapotban = $ '
préselik at egy furaton.

Y

I

Hogyan lehetséges ez?

Kelléen nagy (2000 — 6000) bar nyo-
mason a jég 0sszenyomhatd, és igy
deformalhato.
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A JEG FAZISDIAGRAMJA

A . 1000,
Az els6 harmaspont:

-22°C, 211,5 MPa

Nyomas, MPa
=
2

n
>
=3

A kristalyok strlisége:

Jég-1 — 0,92 \ ' / folyeder
térf csokkenés: -19% | &

Jég3 — 1,14 n o >-7/
térf csokkenés: -7% Y

Jég5 — 1,23 | m

60 -40 20 0 20
Hémérséklet, °C
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FIZIKAI MODSZEREK

Ozmotikus sokk: nem sékkal, hanem neutrdlis vegyuletekkel
(glikolok, glicerin, gliik6z)

Oldészerekkel:
- Széritas acetonnal, majd éteres kezelés
Eleszté autolizis toluollal

Detergensekkel:

Beéplilnek a sejtmembranba és rongdaljak annak szerkezetét.
- Kationos és anionos egyarant

- Epesavak
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X-PRESS

Elényok:
» Nagyon j6 hatasfok
» Nincs denaturalédas,
bomlas
» Nagyon tdmény szusz-
penziét is lehet kezelni

X-PRESS Zellendesintegrator

Hatranyok:
» Szakaszos
» Robosztus szerkezet
» Nem Iéptéknovelhetd
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FIZIKAI MODSZEREK

Dekompresszié
Henry térvény:

1
Cr=—-p,
H)

Nagy nyomason sok géz oldédik a
folyadékban (a sejten bell is).

A nyomas csokkenésével az oldhato-
sag lecsokken — a gaz buborékok for-
majaban tavozik (szédaviz, keszonbe-
tegség)
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FIZIKAl MODSZEREK

Széritas:
A klasszikus hével val6 szaritas egyrészt rossz feltarasi hatasfoku,
masrészt szamos terméket denaturdl. Inkabb:

Fagyasztva szaritas (liofilezés) (véddksdzeggel - térzseltartas,
enélkil - sejtfeltaras) nincs denaturalédas

Oldészeres szaritas (acetonpor) készités
(kombinalhato éterrel)

Fagyasztas — felolvasztas

H&sokk - vizben
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ENZIMES MODSZEREK

Sejtfalat bontd specifikus enzimek
» baktériumok - lizozim
> élesztok - mannandz (Yeast Lyase, Cytophaga sp.)
» penészek - kitinaz, cellulaz
> noveényi sejtek - cellulaz

Tébb komponens( készitmények
> csigaenzim - emészténedv
» Trichodermak indukalt enzimei
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GENETIKAI MODSZEREK

Lizogén fagokkal
A lizogénia indukalhatd

Indukalt autolizis, apoptézis
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