Pécs Miklos: Fermentéacids feldolgozadiveletek

4, Sejtfeltaras

SEJTFELTARAS

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

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

Milyen erés a sejtfal?

Az allati sejtek kipukkannak a deszt vizben, a mikroorganizmusok
nem — a sejtfal kibirja az ozmé6zisnyomast.
Mekkora ez?

— 0,9 %-0s NaCl — ~1/6 mél — ~ 1/3 ozm6l — p~ 24/3 = 8 bar —
nyomastarté edény
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A SEJTFAL

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

—+—AGA —— AM —AGA —AM —= oloplanc ,
AGA = acetil=-glukozamin
L=Ala ;
| AM = acetilmuramsav

D"?iu
L=Lys — Gly — Gly —Gly — Gly — Gly — térhdidsedds
|

D-Alg
térhdldsodds — |
D-Ala

u
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A SEJTFAL

AZ ELESZTOK SEJTFALA

‘:-M ?M o ‘:-M Glukan- és mannan-fehérje
.. /__. /.,_. / komplex rétegek
AGA AGA ach” " aca”
Térhalésodas:
a peptid oldallan- MANNAN
cokon keresztiil . AM o A
(penicillint) / / /Z
ach * ach T ach T oagh "
S-8. }—5 —t
AM M/ A/ AM/ ~ \ M FGLUKAN
. . . : NN NN S
tea,, ....7/...- . MEMBRAN
AGA " aGA" " AGh " aca "
CITOPLAZMA
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A PENESZEK SEJTFALA A SEJTFELTARAS KINETIKAJA
Tébb réteg, valtozatos kémiai A beltartalom kiszabadulasat a feltarasi mod-
Hsszetétel: szertél fuggetlendl elsérendi kinetikaval lehet dp, _
leirni: &
— B-gliikan : o ) L
_ Kitin P, a sejtben lévé termék koncentracidja
— kitozan - ) t
— celluls PSR . &
ce U_OZ . Szétvélasztassal integralva a P; id6ben J P J.kdt
— peptidogliikan exponencidlisan csokken. P, 0

A Neurospora crassa sejtfalanak vizlatos szerkezete.
Az egyes rétegek:

(a) kitlsd o- és B-gliikan réteg,

(b) glitkoprotein halozat, benyilo glikan részekkel

(c) tilnyomorészt fehérjéhol allo réteg

(d) Kitines réteg, fehérjéhe dgyazott mikrofibrillumok

b
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Praktikusan inkabb a kinyert termékmennyi-
séget fejezziik ki:

R=P|0'P|

5
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4, Sejtfeltaras

A SEJTFELTARAS KINETIKAJA

A kinyert termék mennyisége ekkor igy

alakul: E /Cmumuu etnénse
R=P,[1-e™]
]
x 2
Ugyanakkor a termék is karosodhat |
(bomlas, denaturalédéas), amit szintén § » SETEN BELiLI PR
elsérend kinetikaval kozelithettink: .
k'l
ds £
-_—= _de »
dt
ahol: L ]

° 0 » L)

S — specifikus aktivitas LTRARANGDS KEZELES (sac/mi)

b
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A SEJTFELTARAS KINETIKAJA

]

Az inaktivalodas is exponenciélisan
megy végbe:

S=§,e7

Az ered6 termékkihozatal a két té-
nyez6 kombinaciojaval fejezhet6 ki:

R. = RS

o R, = Pio[l— okt ][Soe'xdt]

—kt) Kyt
A konstansokat 0sszevonva: R. = K(l —€ )e ¢

Ammd ___a
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A SEJTFELTARAS KINETIKAJA

Kisérleti eredmények: van optimalis feltarasi idé

ENZIMAKTIVITAS (egység/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,
fagyasziva,
Orles Nyomas oldészeres)
(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 fagyasztas 0k, genetikal
homogenizator)  felolvaszt antiblotikumok manipulacio
L e Sy 10
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ULTRAHANGOS FELTARAS

»Szonikalas”

15-25 kHz

Kavitaciés mechanizmus
Melegszik — hiités
szabad gyokok

Csak laborban.

SONOPULS HD 2070

_A__Q,
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GYONGYMALMOK

Festékipari pigment-homo-
genizatorok

0,1-2 mm kopéasall6 iiveg- > sauszpenzid

gyongyok

> UVEGGYONGY 0K
Dorzso6l6-koptaté hatas > HOFOKSZABALY0ZAS

Tarcsas keverdk

_A——-ﬂv
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GYONGYMALMOK GYONGYMALMOK
Tarcsas keverdk, nagy fordulatszam ::acilliyamatosan Uzemeltetheték — az liveggyodngyoket vissza kell tar-
Hutés
T Hitdkdpeny Szivattya
- = = 3
* T~ 2
E 1
3
g B
< i Uveg- e
3 Feltart i i Betaplalo
e sejtek Y ayBingysk Ay
) (30 temrsec. Kileps Keverd-
TERFOGATARAM [ 1/W) res tarcsa
13 14
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IPARI BERENDEZESEK GYONGYMALMOK
o
DYNO-MILL
Technische Datan Technical Data  Donndes techniyues
IDYNO-Mill KDL KDL KDL KD KD KD KD KO
[Typ/Fype SPECIAL PILOT 5 15 ‘ S0CN 200C 2500 E|0ny0k
I p .
m?:;‘imam Liter 8j§ o | 08 | 14 5 B ! a3 25 278 L2 Folytonosnhato
[Récientda brovage 036 baien > Léptékndvelhetd
MMZ::: W 185 188 33 n 175 30 55 7%
[Moteur
Sy Hatranyok:
mm mm 470 47¢ 520 u7s 1680 1920 2090— > Nagy energiafo-
LL:::'M mm 520 520 520 935 1040 | 1440 2220 27% gyaSZtaS (+ hUteS)
Jongueur
B&?j‘" mm | 3% g0 1 220 665 80 | ws0 1220
Gewicht ca.
“opiox wewaht ka 82 82 | 95 | 3% | 550 | ws0 | 2180 2800
15 16
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NAGYNYOMASU HOMOGENIZATOROK NAGYNYOMASU HOMOGENIZATOROK

Szakaszos megoldéas (French press
Specialisan kialakitott fojtdson (homogenizalé szelep) nagy nyo- g ( P )

massal (200 - 600 - 1000 bar) atnyomjak a szuszpenziot.
Eredetileg tejipari berendezés.

Feltarasi mechanizmusok: Hidraulikusan mozga-

- aramlasi tott dugattya préseli at
- itk zési a folyadékot a nyila- Dugattyd
u son. A folyadéksugarat Hgat
. fém felliletnek Utkozte-
SZELEPULEK .
urxozd oiinl tik. Seit- Munkahenger
Iit) SEELEPTEST szuszpenzio

SEITSZUSTPENZIO

!/ Folyadéksugar
Utkéz6 lemez
e
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NAGYNYOMASU HOMOGENIZATOROK

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

Egyfokozati homogenizalé szelep Kettés homogenizalé szelep
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NAGYNYOMASU HOMOGENIZATOROK

Milyen szivattyl képes ilyen nyomast Iétrehozni?
Csak a dugattyus.

Az egyenletesebb mikodés érdekében 3 dugattyl dolgozik, fazis-
eltolassal
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NAGYNYOMASU HOMOGENIZATOROK

NAGYNYOMASU HOMOGENIZATOROK

bar  Ibf/in? " m N
550~ 8000 Rendszerint tdbbszori atnyo- "
00 \ matasra, cirkulaltatasra van 'ﬂ
szikség (Hatés!)
00 6000 60
iz o, z 5000 24
A homogenizator mikodési 1 2 bt
! e S % In| — [=KN.P
jelleggorbéje lIényegében azo- g | 1-R 14 H
nos a szivattyGéval. E Lo LY
& 35 MPa.
L= ahol: N - atnyomatasok szama g warars '
o P — nyomas = 0p
‘ a — mikroba konstans 8
Ll 1000 2000 . k — sebességi allandé A
0 2 6 8 10 2 ,‘ . 2: 3 o *
capaciTY <000 11n AIPRESELES! CIKLUSOK SZAMA
21 22
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El6nyok:
» Folytonosithat6 Valve

» Léptéknovelhetd
N2V

Hatranyok: mr]ia?;c
» Nagy energiafo- 7
gyasztas | |
» massziv szerkezet Valve ]
> eltomédésveszély sezl /}’LL
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A sejtszuszpenziot fagyott allapotban
préselik at egy furaton.

Hogyan lehetséges ez?

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

24
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A JEG FAZISDIAGRAMJA

Az els6 harmaspont: ;ooo
-22°C, 211,5 MPa E
4800 r
£
S
A kristalyok siriisége:  Zg
Jég-1 — 0,92 \ v / Folyadek
térf csokkenés: -19% i N4
J6g3 — 114 I 7/
térf csokkenés: -7% Ly
Jég5 — 1,23 Ih
v
80 -40 -20 0 20

Hémérséklet, °C
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X-PRESS

El6nyok:
» Nagyon j6 hatasfok
» Nincs denatural6das,
bomlas
» Nagyon témény szusz-
penziét is lehet kezelni

X-PRESS Zellendesintegrator

Hatranyok:
» Szakaszos
» Robosztus szerkezet
» Nem léptékndvelhetd

26
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FIZIKAI MODSZEREK

Széritas:

A klasszikus hével val6 szaritas egyrészt rossz feltarasi hatasfoka,
masrészt szamos terméket denatural. Inkabb:

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

Oldészeres szaritas (acetonpor) készités
(kombinalhat6 éterrel)

Fagyasztas — felolvasztas

Hésokk - vizben

iny Tanszék

FIZIKAI MODSZEREK

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

Oldészerekkel:
- Szaritas acetonnal, majd éteres kezelés
Eleszt6 autolizis toluollal

Detergensekkel:

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

- Epesavak

28
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FIZIKAl MODSZEREK

Dekompresszié
Henry torvény:
1

*:%'P,

Nagy nyomason sok gaz oldédik a
folyadékban (a sejten beldl is).

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

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

Toébb komponensi készitmények
»> csigaenzim - emészténedv
» Trichodermak indukalt enzimei

30
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GENETIKAI MODSZEREK

Lizogén fagokkal
A lizogénia indukalhatd

Indukalt autolizis, apopt6zis
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