Pécs Miklos: Fermentéacids feldolgozadiveletek

SEJTFELTARAS

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

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

Milyen er8s a sejtfal?

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

— 0,9 %-0s NaCl — ~1/6 mol — ~ 1/3 ozmol — p~ 24/3 = 8 bar —
nyomastarto edéeny

A SEJTFAL

A Gram pozitiv baktériumok sejtfalanak szerkezete:
Szénhidrat alaplanc, peptid oldallancok

~—AGA — AM —AGA —AM —= alaplanc )
l AGA = ocetil-glukozamin
L-4Alo i
| AM = acetilmuramsay
D-Tiu
L-Lys — Gly — Gly —Gly — Gly — Gly —= terhdidsodds
|
D-Ala
térhdlésodas —s |
D-Ala
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Pécs Miklos: Fermentéacids feldolgozadiveletek

Térhalosodas:
a peptid oldallan-
cokon keresztul

(penicillin?)

A SEJTFAL

AM AM AM AM
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Glukan- és mannan-fehérje
komplex rétegek

AZ ELESZTOK SEJTFALA

PMANNAN

GLIKAN

MEMEBRAN

CITOPLAZMA
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Pécs Miklos: Fermentéacids feldolgozadiveletek

A PENESZEK SEJTFALA

Tobb réteg, valtozatos kémiai
Osszetétel:

B-glikan

— kitin

kitozan
celluléz
peptidoglikan

A Neurospora crassa sejtfalanak vizlatos szerkezete.

Az egyes rétegek:
(a) kilso o- és B-gliikan réteg,
(b) glitkoprotein halézat. benyilo glitkin részekkel
(c) tilnyomorészt fehérjéhdl allo réteg
(d) kitines réteg, fehérjébe dgyazott mikrofibrillumok

fih BME Alkalmazott Biotechnolégia ¢s Elelmiszertudomany Tanszék

A SEJTFELTARAS KINETIKAJA

A beltartalom kiszabadulasat a feltarasi mod-
szertdl fuggetlentl elsérendi kinetikaval lehet
leirni:

2|’
III
S

P, a sejtben levé termeék koncentracioja

P

|®

Szétvalasztassal integralva a P; id6ben J‘
exponencialisan csokken. P,

o

0

Praktikusan inkabb a kinyert termékmennyi-
séget fejezzik ki:

R=P|0‘P|

= :
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A SEJTFELTARAS KINETIKAJA

A kinyert termék mennyisége ekkor igy -
alakul: »] /'Cmsnunuu renénse
[
R=P,1-¢"]
, |
Ugyanakkor a termék is karosodhat E
(bomléas, denaturalédas), amit szintén § » SENEM et iR
els6rendu kinetikaval kozelithettink: sd .
¥
dS £ Y
—_— _de )
dt
ahol: R R R 1)
S — specifikus aktivitas ULTRAHANGDS NEZELES (sac/mi)
iy BME Alkalmarott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszek
A SEJTFELTARAS KINETIKAJA
Az inaktivalédas is exponencialisan
megy végbe: ~K.t
S=S,e
Az ered6 termékkihozatal a két té-
nyezd kombinacidjaval fejezhet6 ki: Re = RS
azaz: _ =kt -Kqt
R, =P[1-e™[[s,e ™|
_ =kt )} -K,t
A konstansokat 0sszevonva: R,= K(l —-¢ )e ‘
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A SEJTFELTARAS KINETIKAJA

Kisérleti eredmények: van optimalis feltarasi idé
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I L 1
Mechanik ai Nem-mechanikai
| : 1 I 1 1
Nyiras Nyiras Bzaritas (levegin, Lizis
folyadékhan srlard fazisbam véikuumban,
—L— fagyasziva,
Orlés Nyomas olddszeres)
(golyds malom) (X-press)
| 1 | I 1
Ultrahang Atnyomatés Fizik ai Kémial Biol.égiai
Mechanikai  folytason ommotikus sokk, detergensek,  enzimek,
keveras (Braun-Lubbe, hésokk, oldészerek, Tagolg,
(Dyno-Mill) Manton-Canhn, oldhato gazok, kaotropikus autolizis,
Alpha-Laval fagyasztas sok, genetikai
homogentzator)  felolvasztas ~ antiblotikumok  manipulécio
10
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Pécs Miklos: Fermentéacids feldolgozadiveletek 4, Sejtfeltaras

ULTRAHANGOS FELTARAS

~Szonikalas”

15-25 kHz

Kavitaciés mechanizmus
Melegszik — hités
szabad gyokok

Csak laborban.
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GYONGYMALMOK

Festékipari pigment-homo-
genizatorok

0,1-2 mm kopéasallo tiveg- — S2USZPENZIS
gyongyOk <> (VEGGYONGY 0K
Dorzs6l6-koptatd hatas 4> HOFOKSZABALY0ZAS

Tarcséas keverok
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GYONGYMALMOK

Tarcsas keverék, nagy fordulatszam

/1]

-

A FECTARAS MERTEKE (%)
-~

(1) 10 m/sec.
12] 13m/sec.
{3] 16 m/sec.

0 10 20 30 40 50 &
TERFOGATARAM [ L/W)
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GYONGYMALMOK
Folyamatosan Uzemeltethet6k — az tveggyongyoket vissza kell tar-
tani.
H(tés

Feltart it Betaplalo

Kilepo Kevers-
res tarcsa

sejtek

tartaly
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Pécs Miklos: Fermentéacids feldolgozadiveletek

IPARI BERENDEZESEK
DYNO-MILL

Tachnische Datan  Technical Deta  Donndes lechniyues

DYNO-Mill KDL KDL |- KDL | KD KD KD KD KO
Typ/Type SPECIAY FLOT 5 15 | 80CN| 200C 260C
Mahlbehdlzer 068 cont.

Grinding container Liter | 03 batch 0.8 14 5 15 49 215 275
Récipent da brovage 0.1 baich

Motor

Motor KW 185 185 | 33 " 176 | 30 55 7
Maoteur

Mihe

Height mm 470 470 | 520 175 1680 1920 2090
Hauteur

Linge

Langth mm 520 520 820 935 1040 1440 2220 2730
Longueur

Prefta

Nich mn 50 e 665 840 | ws0 2%
Largeur

Gewicht ca.

Bopron wenht ko 82 82 | 95 | 390 | 550 | w050 2150 2800

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék
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GYONGYMALMOK

El6nydk:
» Folytonosithat6
> Léptéknovelhetd

Hatranyok:
» Nagy energiafo-
gyasztas (+ hités)

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék
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NAGYNYOMASU HOMOGENIZATOROK

Specialisan kialakitott fojtason (homogenizalé szelep) nagy nyo-
massal (200 - 600 - 1000 bar) atnyomjak a szuszpenziot.
Eredetileg tejipari berendezés.

Feltarasi mechanizmusok:

- aramlasi
- Utkozési
szeLepuLEk
urkozil eWinl
) SZELEPTEST
L )
SEITSTUSTPENZIO
|
)

17

NAGYNYOMASU HOMOGENIZATOROK

Szakaszos megoldas (French press)

Hidraulikusan mozga-
tott dugattyu préseli at
a folyadékot a nyila-

son. A folyadéksugarat Rugaly

fém fellletnek Utkozte-

tik. Seit Munkahenger
szuszpenzio

‘__,_..--- Folyadeksugar
Furat Utkozd lemez

. 18
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NAGYNYOMASU HOMOGENIZATOROK

Folytonos megoldas: szabalyozhato szelepek

Egyfokozatu (200 — 600 bar) és
Kétfokozatu (600 -1000 bar) homogenizatorok

LT |
\\ brsd sanee
\ uredzd wrlind

ey

Kettdés homogenizalé szelep

Egyfokozatu homogenizalo szelep

19
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NAGYNYOMASU HOMOGENIZATOROK

Milyen szivattyu képes ilyen nyomast létrehozni?

Csak a dugattyus.
Az egyenletesebb mikddés érdekében 3 dugattyd dolgozik, fazis-

eltolassal

DISCHARGE VALVES DETECTOR [T

TO_PRODUCT
PRESSURE GAUGE

SECOND STAGE

PUMP
PLUNGERS

LEAK Fi
\ DETECTOR
\

\

FIRST STAGE

HOMOGENISING
VALVE

SUCTION VALVES
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NAGYNYOMASU HOMOGENIZATOROK

bar Ibf/in?
550 - 8000

500
7000

6000
400

5000

A homogenizator mikodési
jelleggorbéje 1ényegében azo-
nos a szivattyuéval.

w
S
S

4000

PRESSURE

3000

n
=]
=3

2000

100
1000

0 1000 2000 3000

imp. gal/h
0 2 4 6 8 10 {2
CAPACITY x1000 I/h
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NAGYNYOMASU HOMOGENIZATOROK

Rendszerint tdbbszori atnyo-

matasra, cirkulaltatasra van
liksé Hutés!) "
szllEEg ( : 6 176 MPa
1 . ;\E Lo
In| — |=kKIN_F w
1-R P &
5
& 351 MPa
ahol: N - tnyomatéasok szama g wriore $220Po 3
P — nyomas z W
a — mikroba konstans g
k — sebességi allando 6

P
ATPRESELES! CIKLUSOK SZAMA
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NAGYNYOMASU HOMOGENIZATOROK

A

El6nydk:

» Folytonosithato Valve

» Léptéknovelhetd

W Ly

Hatranyok: In:i;r)%c

» Nagy energiafo- / &2

gyasztas | | |
» massziv szerkezet Valve |
> elttmddésveszély seat /}’HT\

siay BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszek
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X-PRESS

A sejtszuszpenziot fagyott allapotban
préselik at egy furaton.

Hogyan lehetséges ez?

Kelléen nagy (2000 — 6000) bar nyo-
mason a jég 0sszenyomhato, és igy
deformalhato.

i BME Alkalmarott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomsany Tanszek
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A JEG FAZISDIAGRAMJA

Az els6é harmaspont:
-22°C, 211,5 MPa

A kristalyok sirisége:
Jég-1 — 0,92 Eojatel
térf csokkenés: -19% 400
Jég-3 — 1,14 I1
) . S I
t'erf csokkenés: -7% o —_
0! v .
60 40 20 0 20

Homérséklet, °C
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X-PRESS

El6nyok:
> Nagyon j6 hatasfok X-PRESS Zellendesintegrator

> Nincs denaturalédas,
bomlas

» Nagyon tomeény szusz-
penziot is lehet kezelni

Hatranyok:
» Szakaszos
» Robosztus szerkezet
» Nem léptekndvelhetd

26
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FIZIKAl MODSZEREK

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

Fagyasztva szaritas (liofilezés) (védékozeggel - torzseltartas,
enélkil - sejtfeltaras) nincs denaturalodas

Oldoszeres szaritas (acetonpor) készités
(kombinalhaté éterrel)

Fagyasztas — felolvasztas

H6sokk - vizben

FIZIKAl MODSZEREK

Ozmotikus sokk: nem sékkal, hanem neutralis vegyuletekkel
(glikolok, glicerin, glikdz)

Oldoszerekkel:
- Szaritas acetonnal, majd éteres kezelés
Eleszté autolizis toluollal

Detergensekkel:

Beépulnek a sejtmembranba és rongaljak annak szerkezetét.
- Kationos és anionos egyarant

- Epesavak

28
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FIZIKAl MODSZEREK

Dekompresszio
Henry torvény:

1

C¥=——-p,
H) Pi

Nagy nyoméason sok gaz oldodik a
folyadékban (a sejten beldl is).

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

Sejtfalat bonté specifikus enzimek

» baktériumok - lizozim
> élesztok - mannanaz (Yeast Lyase, Cytophaga sp.)
» penészek - kitinaz, cellulaz

» novényi sejtek - cellulaz

Tobb komponensi készitmények
» csigaenzim - emészténedv
» Trichodermak indukalt enzimei

30
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GENETIKAI MODSZEREK

Lizogén fagokkal
A lizogénia indukalhato

Indukalt autolizis, apoptozis

31
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