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1. SEJTFELTARAS

A fermentéacidk soran a mikroba sejtek altal termelt vegyliletek felhasznalasa sokféle lehet, pl.
orvosi diagnosztika vagy terapia, katalizator-, alap- vagy segédanyag, vegyipari vagy
¢lelmiszeripari célra, de majdnem minden esetben izolalt és tisztitott formaban van rajuk
sziikség. A termékek egy része szerencsére extracellularis, de sokuk a sejten beliil helyezkedik
el, ami azt jelenti, hogy a feldolgozasi technologia egyik elsd 1épése a sejtfeltaras kell, hogy
legyen.

Igen valtozatos mechanikai, fizikai, kémiai ¢és biologiai modszereket dolgoztak ki a
mikroorganizmusok feltarasdra. Nagy résziik csak laboratdriumi hasznalatra alkalmas, de
néhanyat tovabbfejlesztettek féliizemi, sot lizemi szintre is. A megfeleld feltdrasi modszer
kivélasztasanal tobb tényezdt kell figyelembe venni:

- az adott mikroorganizmus érzékenységét az egyes feltarasi modszerekre (ez elsGsorban a
sejtfal szerkezetétdl fligg)

- a kinyerni kivant termék stabilitasat a feltaras koriilményei kozott

- a feltaras utan keletkez6 homogenizatum tovabbi feldolgozasi lehetdségeit

- a mddszer sebességét és iddigényét

- a modszer egyszerliségét, megbizhatosagat, reprodukalhatosagat és nem utolsésorban
koltségeit

- a feldolgozando sejtek mennyiségét és az elérendd kihozatalt.

Mivel igen sok genetikai és kdrnyezeti tényezd hatarozza meg a mikrobasejtek szilardsagat,
ellendlloképességét, €s a miiveleti paraméterek is széles korben valtoztathatok, ezért a
feltarasi miivelet elméleti alapon nem tervezhetd. Az altalanos iranyelvek és a kisérleti
eredmények egyiittesen alapozhatjak meg egy 0;j feltarasi 1épés optimalasat.

1.1. Laboratoriumi feltarasi technikak

Laboratériumi léptékben a sejtfeltdras miveletét évtizedek ota gyakoroljak, és sokféle
modszert fejlesztettek ki. Ezeknél egyrészt a maximalis feltarasi hatékonysagot, masrészt a
kinyert anyagok minimalis karosodésat tartottdk szem eldtt. A modszerek tobb célt szolgaltak,
igy a sejt szerkezetének és mikodésének kutatasat, valamint a tisztitott enzimek vagy mas
sejtalkotok kinyerését.

1.2. Mechanikai modszerek

A mikrobasejtek feltarasara gyakran valasztanak mechanikai modszereket, mivel ezekkel
nagyobb mennyiségli sejtet is gyorsan fel lehet dolgozni. A miiveletek alapja, hogy a sejteket
nagy nyirofesziiltségnek teszik ki, amit fojtason valo atpréseléssel, erdteljes keveréssel vagy
ultrahanggal hoznak Iétre. A legtdbb esetben a hdvé alakulé mechanikai energia eltavolitasara
hiitést is alkalmaznak.



Az egyik leggyakrabban hasznalt laboratériumi mddszer az ultrahangos kezelés. A sejtek
karosodasat a kavitacids hatdsok okozzak. Az Osszeroppand buborékok altal keltett
Iokéshullamok 6rvényeket keltenek, és ezek nyirofesziiltsége okozza a sejtek karosodasat. Az
ultrahangos kezelés statisztikusan hat a sejtekre, sok kis, lokalis "koptatd" hatas 0sszegezddik.
Az ultrahangos roncsolok altalaban 15 - 25 kHz frekvencidn miitkddnek, a bevitt teljesitmény
valtoztatasat legtobbszor az amplitidd szabdlyozasaval érik el. A berendezés elektromos
hulldmokat gerjeszt, ¢és ezeket alakitja 4t mechanikai rezgésekké. A feltaras soran a
sejtszuszpenzidt tartalmazd edényt jéggel, vagy cirkuldld hiitdkozeggel hiitik.

A sejtszuszpenzio atpréselése nagy nyomassal egy tiliszelepen szintén gyakran alkalmazott
feltdrasi modszer. A mintat acél hengerben dugattyival nyomjak at a fojtason, mikozben a
nyomast allando értéken tartjak (a legnagyobb leirt tizemi nyomas 210 MPa). A miivelet soran
a szelep és az anyag felmelegszik, ami denaturdlodéast okozhat. Ezt elkeriilendd, hiitott
gazokkal (CO,, N,) tartjdk a hOmérsékletet. A nyomds szabdlyozdsa manudlisan ¢és
automatikusan is megoldhat6. A legfejlettebb modellek (pl. Servall-Ribi Fractionator) az
ujratoltést is automatikusan hajtjadk végre. A szlikitésen athaladé folyadékban igen nagy
sebesség gradiens alakul ki, ez erfteljes nyirast is jelent, ami szétszakitja a sejteket illetve a
homogenizalasnal a cseppeket.

Csak latszolag azonos modszer a fagyasztott sejtszuszpenzié atpréselése egy hasonld
késziilékben (Hughes press, X-press). A hengerbe fagyasztott szuszpenziot a dugattyu extrém
nagy nyomassal kényszeriti at egy szlik furaton. A szilard jég ilyen koriilmények kozott
plasztikusan viselkedik, ¢és athalad a résen. A feltdras soran tobb mechanizmus érvényesiil
egymas mellett. A jégkristalyok roncsold hatdsa és a sziikitésnél fellépd sebesség- és
nyirogradiens mellett érdemes tanulmanyozni a jég fazisdtmeneteit a miivelet soran.

Ismét mas feltarasi technika a minta intenziv kevertetése iiveggyongyokkel. Egyszeriibb
esetekben mar egy turmixgépben megfeleld feltarast lehet elérni. Jobb hatastak a specialisan
feltarasra késziilt eszkozok (Mickle disintegrator, Braun homogenizer). Mindegyik
megoldasndl a fo nehézség a homérséklet gyors emelkedése, bar hiitéssel ez némileg
kompenzalhaté. Valamivel nagyobb anyagmennyiségek esetén laboratoriumi kolloid
malmokat, vagy nagysebességii golyés malmokat alkalmazhatunk. A fejlettebb késziilékek
hiithetdk, és folytonos lizemben is mitkddtethetdk.

Tobb roncsolasi mechanizmus miikddik egymas mellett, az egymashoz dorzs616dé gyongyok
koptatd, nyiré hatasa fokozatosan elvékonyitja, majd eltiinteti sejtfalat. A feltarast szadmos
technikai paraméter befolyasolja: a gyongyok mérete, a feltdltés mértéke, a sejtkoncentracio a
szuszpenzidban, a keverdelem kialakitasa, mérete €s kerlileti sebessége, a homérséklet,
folytonos tlizemben a betaplalas sebessége. Ehhez jarul még, hogy ugyanaz a malom
masképpen mitkddik vizszintes és fliggdleges helyzetben. A felsorolt paraméterek nem csak a
feltaras mértékét befolydsoljak, hanem a teljesitményfelvételt is.

A kamréba toltott liveggyongyok mennyisége mind a feltardsra, mind az energia felvételre
hatéssal van. A feltaras szempontjabol a nagyobb mértéki toltés eldnyds, az optimum 80-88
% kozott észlelhetd. A sejtszuszpenzid ekkor szinte csak a hézagtérfogatban helyezkedik el. A
toltés mértékével viszont a teljesitményfelvétel is nd, ami a hdmérséklet ndvekedését
eredményezi.

A sejtkoncentracio valtoztatasaval szerzett tapasztalatok ellentmondasosak. Egyes esetekben a
valtozast, vagy maximumos gorbét kaptak. Jobban értelmezhetdk a jelenségek, ha figyelembe
vessziik, hogy a koncentraci6 hatdsa sebességfiiggd, csak kis sebességeknél észlelhetd,



nagyoknal elhanyagolhatova valik. Mas értelmezés szerint a sejtszuszpenzidnak nem a
koncentracidja szamit, hanem a reologiai tulajdonsagai.

A technikai paraméterek mellett meg kell emliteni, hogy a feltdras hatékonységa fiigg a
mikroorganizmus fajtajatol és a tenyésztési koriilményektdl. Ervényesiilnek a méret szerinti
kiilonbségek, minél kisebb egy sejt, annal nehezebb feltarni. Igy konnyebb elroncsolni a
fonalas gombakat és penészeket, mint a nem tulsagosan vastag fala E. coli-t. Az élesztok
valahol kozépen helyezkednek el, a csoporton beliil is vannak kiilonbségek, pl. a
Saccharomyces fajokhoz viszonyitva pl. a Candida utilis lényegesen ellenallobb.

A gyongymalmok igen nagy eldnye, hogy folytonos iizemben is miikddtethetok. A késziilék
egyik végén betaplalt 1¢ a masik végén kivezethetd, az iiveggyongyok visszatartasaval. A
gyongymalmok ipari 1éptékben is gyartott késziilékek.

A mikrobiolégiai termékek jelentds része konnyen denaturdlodik. Ezért a gyongymalmok
konkrét alkalmazasanal gondosan kell optimalni a feltaras koriilményeit, tekintettel a kinyerni
kivant anyag stabilitdsara. Enzimek esetében észlelheté mértékii inaktivalodas 1ép fel, még
akkor is, ha a miikodési hdmérséklet 5 °C. alatt tartjadk. Valoszinilileg a nyiras, vagy mas
mechanikai hatasok is denaturalodast okoznak.

Kis mennyiségii, néhdny milliliternyi sejtszuszpenzi6 feltarasat laboratériumban manudalisan
is elvégezhetjiik. Ilyen eljaras lehet példaul a sejttomeg eldorzsdlése porcelan mozsarban
kvarchomokkal. 1d6- és munkaigényes (15-30 perc egy minta feldolgozasa), de fonalas
gombdk intracelluldris enzimeinek mérésénél bevalt. Manualis eszkdzok az un. potterek,
amelyekben a feltards két szorosan illeszkedd érdesitett iivegfeliilet kozotti dorzsoléssel
torténik.

1.3.Fizikai modszerek

Az egyik legkiméletesebb feltarasi modszer az ozmotikus sokk. A sejteket nagy
ozmozisnyomasu oldattal (1 M glicerin, 1 M gliik6z) hagyjak kiegyenlitddni, majd hirtelen
erdsen meghigitjak a szuszpenziot. Legegyszeriibben igy valosithaté meg, hogy a sejteket a
tomény oldatbol lecentrifugaljuk, a feliiliszot dekantaljuk, és a leiilepedett réteget nagy
mennyiségll vizzel meghigitjuk. A sejtekbe behatold viz er6sen megnoveli a belsé nyomast,
amely szétszakithatja a sejtfalat. Ez a mddszer csak a leggyengébb falu sejtekre hatdsos.
Nagyon hasznos viszont kombinacidban, enzimes kezelés vagy falszintézis gatlds utén,
esetleg az autolizis hatékonysaganak javitasara.

2. ASEJTFELTARAS VIZSGALATA

Ha a mikrobasejtek Osszetevdinek izolalasat mennyiségileg is le akarjuk irni, a sejtek
roncsolodasanak mértékét meghatarozéd pontos analitikai modszerekre van sziikség. Az
elroncsolt sejtek részaranyat meghatarozhatjuk kozvetleniil, az ép sejtek szamanak vagy
tomegének mérésével, avagy kozvetett modon, valamely kiszabaduld sejtalkotorész
standardizalasdhoz ¢és kalibraldsahoz, a kozvetett modszerek viszont altaldban pontosabbak,
szélesebb korben alkalmazhatok és kevésbé munka- és iddigényesek.

2.1. Kozvetlen mérési modszerek

Az ¢ép sejteket kozvetlenil mikroszkoposan vagy elektronikus részecskeszamlaloval
szamlalhatjuk. A feltaras eldtti sejtszam mérésére mindkét modszer altalanosan alkalmas, de a



feltdras soran kibocsatott anyagok (DNS és mas polimerek) késdbb mar zavarhatjak a
meghatarozasokat. Az ép és a roncsolt sejtek mikroszkdpos szamlalasahoz differencialfestést
alkalmazhatunk. Sok minta esetén a mikroszkdpos szamlalas egyhangu és iddrabldé modszer.
Az élesztbk feltarasanak mértéke elektronikus részecskeszamlaloval is mérhetd, viszont a
szamlalok altaldban nem elég érzékenyek a joval kisebb méretii baktériumok észleléséhez.

2.2. Kozvetett modszerek

A roncsolt sejtek aranyat kozvetett uton méré modszerek azon alapulnak, hogy a sejtek
szuszpendalasara hasznalt kdzegben a feltaras hatdsara megnovekedik a citoplazma eredetii
anyagok koncentracidja, azaz oldhaté fehérje vagy enzimaktivitds mérésén. Kis
aktivitasat hasonlitjak 6ssze a 100 %-osan feltart mintaéval. Enzimaktivitdsok mérése esetén
tigyelni kell arra is, hogy az enzimkinetika mas és mas lehet az érintetlen sejt, a durva
homogenizatum és a tisztitott enzim esetében.

2.2.1. Vezetoképesség mérés

Sok hasonld mintdban a feltdrdas mértékének gyors, kozelitd meghatdrozasira a
vezetOképesség mérésén alapuld modszereket alakitottak ki. A modszer alapja, hogy a feltart
sejtek citoplazmajabol a vizes fazisba keriild anyagok megvaltoztatjdk a folyadék
vezetOképességét. Bizonyos tartomanyban a vezetdképesség linedrisan novekszik a feltards
mértékével. A modszert kalibralni kell mas meghatarozasokkal, mert csak relativ értékeket ad.
Masrészt lényeges a standardizalas, mert a mérési eredmények erdsen fliggnek a
mikroorganizmusok tipusatdl és a kornyezeti paraméterektdl, mint a sejtkoncentracio,
hémérséklet és az elektrolitkoncentracio. igy a médszer csak akkor latszik hasznalhatonak, ha
a feltaras mértékén kiviil minden paramétert alland6 értéken tartanak.

A vezetd képesség az oldat elektromos ellendllasanak reciprok értéke, amelyet két, egyenként
1 cm?’ feliiletii elektrod kozti oldatra vonatkoztatnak 1 cm elektrod tavolsag mellett. A fajlagos
vezetd képesség egysége az 1 cm-re vonatkoztatott elektromos vezetés: mS/cm.

Forras: www.doksi.hu
Dr. Pécs Miklos, (Budapesti Miiszaki Egyetem): A biologiai iparok elvalasztasi miiveletei -
Sejtfeltaras. Oktatasi segédanyag

3. AGYAKORLAT
3.1. A gyakorlat célja:

o Kiilonb6z6 tipusu  sejtfeltarasi  technikdk  megismerése, alkalmazdsa ¢és
Osszehasonlitasa baktérium sejt, illetve fonalas gomba micélium feltarasara.
Moddszerek: mechanikai: potter

kevertetés iiveggyonggyel (kis mennyiségli minta — 0,5 ml,
¢s nagy mennyiségli minta — 100 ml feltardsara alkalmas
eszkozokkel)

fizikai: ozmotikus sokk.

o A sejtfeltards nyomon kovetése fehérje tartalom, enzimaktivitas és vezetOképesség
méréssel.



e A megadott kalibracids egyenesek alapjan meghatdrozni a sejtekbdl kiszabadult
fehérje, ill. enzim mennyiségét mg/ml és U/mg egységben.

3.2. Berendezések, moédszerek:

e Centrifuga: Sartorius Sigma 2-16K, eppendorf centrifuga
e Gyongymalom: 1. Biospec Bead-Beater (100-500 ml minta feltaraséara)
2. Disruptor Genie, Scientific Industries (0,2-1 ml minta feltaraséara)
e Potter
o VezetOképesség mérd: Mettler Toledo FiveGo Conductivity Meter FG3
e Fotométer

e Alkalmazott mikroorganizmusok:
baktérium: Pseudomonas putida F'1
gomba: Penicillium chrysogenum.
Az el6z0 nap fermentalassal eléallitott mikroba tenyészeteket a gyakorlat elején
lecentrifugalva (baktérium tenyészet), leszlirve (gomba tenyészet) kapjak meg a
hallgatok.

e Fehérjetartalom mérés: Folin reagenssel
Reakci6: Minta: 1 ml
— 1 ml minta + 1 ml Reagens A — 10 percig all szobahén
— majd 0,5 ml Reagens B hozzdadasa — 30 percig 4ll szobahdn
— fotometralas 750 nm-n.
Reagens A: 1 tf. 1. oldat
2tf. 5 % SDS
1 tf. 0,8 M NaOH oldat
Reagens B: 1 tf. 2N Folil-ciocalteu fenol reagens
5 tf. deszt. viz

o [-galaktozidaz aktivitas mérés:
500 pl mérendé mintat eldinkubalunk vizfirdében 30 °C-n 5 percig, majd 500 pl
szubsztrat oldatot (6 mM o-nitro-fenil-galaktozid) pipettazunk hozza, mellyel
elinditjuk az enzimes reakciot. A reakci6 30 percig folyik, 30 perc utan leallitjuk 2 ml
Na-borat puffer (pH 10) hozzaadasaval. Az oldat abszorbancijat mérjiik fotométeren
400 nm-n.

3.3. Sejtfeltaras:

e Baktérium sejtek feltdrasa ozmotikus sokkal:

Kimériink 0.4 g lecentrifugalt P. putida sejtszuszpenziét milanyag centrifuga csdbe és
hozzdadunk 5 ml 1 M gliikéz oldatot. Osszerdzas utan 5 percig allni hagyjuk, majd
lecentrifugaljuk. A feliiliszot ledntjiik, 5 ml desztillalt vizet adunk hozza, ismét 5 percig all. A
keletkezett zavaros szuszpenziot ismét centrifugaljuk, a feliiliszobol fehérje tartalmat mériink.
Az Osszehasonlitdé oldat hasonld kezelésen megy keresztiil azzal a kiillonbséggel, hogy
mindkétszer deszt. vizzel toltjiik fel.

Osszehasonlitjuk a feltaratlan és a feltart mintak fehérjetartalmat (100 pl mérendé minta).



e Baktérium sejtek feltarasa laboratdriumi homogenizatorral:
Kimériink 0.5 g lecentrifugalt P. putida sejtszuszpenziét milanyag centrifuga csdbe és
hozzdadunk 5 ml Na-foszfat puffert (pH 7). Két eppendorf csovet megtdltiink 1 ml térfogati
iiveggyonggyel, majd mindkettdbe 0,75 ml sejtszuszpenzidt pipettdzunk. A sejteket
kevertetjiik a gyongyokkel 5 percig, lecentrifugéljuk, s a feliiluszobol fehérje koncentraciot
mériink (50 pl mérendé minta).
Az 6sszehasonlitd oldat az eredeti, pufferrel feltoltott sejtszuszpenziod feliiliszoja lesz.
A feltaras hatékonysagat Osszehasonlitjuk a két kiilonbozé idopontu kevertetés esetében,
illetve dsszevetjiik az ozmotikus sokk hatékonysagaval.

e Fonalas gomba micélium feltarasa potterrel:
Ha a Penicillium chrysogenum-t laktoz tartalmu taptalajon novesztjiik, -galaktoziddz enzimet
termel, mind extra-, mind intracellularisan. A sziiréssel megszabadulunk az extracellularis
enzimt6l, tehat a potterezés utdn mért enzimaktivitds csak a sejtb6l kiszabadulo -
galaktozidaz aktivitast fogja mutatni.
10 ml fermentlébdl szliréssel tavolitjuk el a gomba micéliumot. A kapott sejttomeget
atkaparjuk milanyag centrifuga csébe, melybe el6zdleg 5 ml Na-foszfat puffert (pH 5,0)
mértiink. Ezt az oldatot Ontjiilk a potter késziilékbe. Jégen tartva a mintat, 5 percig
pottereziink, majd centrifugalunk. A feliiluszobol enzimaktivitast mériink (500 pl mérendd
minta).
Osszehasonlito oldat a lesziirt, pufferben felvett micélium feliiliszéja.

e Fonalas gomba micélium feltdrasa gyongymalommal:

100 ml fermentlébdl szliréssel tavolitjuk el a gomba micéliumot. A kapott sejttdmeget
felvessziik 60 ml Na-foszfat pufferben (pH 5,0). A gyongymalomba tesziink 120 ml térfogata
iiveggyongyot. (Az liveggyongyodk atmérdje: 500 um.). Majd beletessziik a sejtszuszpenziot
(liveggyongy : sejtszuszpenzi6d arany kb. 80 % legyen). A homogenizator kiilsé kdpenyébe
jeget tesziink, mivel a minta az intenziv kevertetéstdl felmelegszik Kb. 5 percig
,turmixolunk™ majd leéllitjuk a keverést.

Megmérjiilk a minta vezetOképességét és enzimaktivitdsat (100 ul mérendé minta) feltaras
eldtt és utan. Osszehasonlité oldat a lesziirt, pufferben felvett micélium feliiluszoja.

e AjegyzOkdnyv tartalmazzon:
- rovid elméleti bevezetést, az alkalmazott modszerek bemutatasaval
- agyakorlat leirasat és a szerzett tapasztalatokat.

Felhasznalt forrés, irodalom: Dr. Pécs Miklos: Feldolgozési miiveletek-Sejtfeltaras



Kalibrécios egyenesek:
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