Pécs Miklés: Vebi Biomérnoki fiveletek. 3. ebadas: Sterilezés

3. STERILEZES

A mikrobak tenyésztésénél altaldban arra torekszlink, hogy a be-
rendezésben kizardlag a kivalasztott mikrobatdrzs szaporodjon.
A kornyezet, azaz a fermentor, a tapoldat, minden anyag viszont
sokféle mikrobaval szennyezett — ezeket a folyamat megkezdé-
se el6tt el kell pusztitani — ez a sterilezés.

Fogalmak:

Sterilezés: adott rendszerben Iévé dsszes mikroba elpusztitasa
Aszeptikusség: a mikrobék tavoltartasa a rendszertdl (csiramen-
tes allapot fenntartasa)

- aszeptikus mikodés = steril mikodeés
Elszigetelés/izolalas: a mikrobak tavol tartdsa a kdrnyezettél
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STERILEZES

A mikroorganizmusokat tobbféle mddszerrel is elpusztithatjuk,
hasznalhatunk fizikai médszereket, illetve kémiai anyagokat.

Fizikai modszerek a hékezelés, a szirés, nagy energiaju besu-
garzas (UV, y). Ipari méretekben a hékezelés a legkbnnyebben
kivitelezhetd eljaras, ezért az ipari gyakorlatban a sterilezésre
altalaban g6ézfltést hasznalnak.

Miért pusztulnak el a mikroorganizmusok magas hémeérsékleten?
» Fehérjéik denaturalodnak
» Membranszerkezeteik megolvadnak, elfolynak, felbomlanak
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Pécs Miklés: Vebi Biomérnoki fiveletek. 3. ebadas: Sterilezés

Sterilezés hovel;

Széaraz hé: a targyakat szarazon, levegében hékezeljuk
(150-160 fokon, ~2 6ran keresztiil)

Nedves hé: az anyagokat (viz)géztérben hékezeljik (120-
122 fokon 20-30 percig). (Tap)oldatokat is lehet, talnyo-
mas alatt. Ehhez a hémérséklethez ~1,2 bar tdlnyomas
tartozik.

Pasztérozés: maximum 100 °C-os hékezelés, amely csak
a mikrobak vegetativ alakjait pusztitja el, a spoérasokat

nem.
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A hépusztulasi sebesség

Alland6 hémérsékleten a hépusztulas kinetikaja elsérend:

dN N: el6 csiraszam [db/térfogat]

—=-kN . . L ) .

dt k: h6pusztulasi sebességi allandoé [1/min]
k figg:

» a hémerseéklettdl

» a mikroba fajtgjatol

» a vegetativ sejtek érzékenyebbek, mint a baktériumsporak
> a kozegtdl
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A hdpusztulasi sebesség

Allandé k esetén (allandé hémérsék-
leten) az egyenlet integralhatd, mely-
nek megoldasa:
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A hépusztulasi sebesség

Masik megkozelités: a tizedelési id6. Tizes alapu logaritmus ska-

lan abrazolva a pusztulast értelmezhetd a 90%-0s csiraszam-

csokkenéshez tartozo idé,

log(N) 2,303 avagy tizedelési id6. A ki-

logN =1og Ny =———1  yant mértéki elslés nagy-

sagrendjével  (tiz-hatva-

nyaval) szorozva kaphato

meg a szikséges sterile-
zési idé.

egy log-nyi (10x)
csokkenés

t= D [og N,
2,303 N

| tizedelési id6 fix
= Dﬁl idé
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A hdpusztulasi sebesség

Arrhénius egyenlet:

Ea Ea
k=A+-e RT Ink=lnA—?
A: empirikus allandé
E

T: abszolut hémérséklet [K]
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A hépusztulasi sebességi allando figg a hdmérséklettdl:

N

o  ahdpusztulas latszolagos aktivalasi energiaja [KJ/mol]
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A hépusztulasi sebesség

Az egyenlet féllogaritmusos Ink
abrazolasban egyenest ad.
Néhany pont meghataroza-
saval az egyenes felvehetd,

eés ennek alapjan barmely
hédmeérsekletre kiszamitha-

t6 a k értéke.

1T [1/K]
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A hdpusztulasi sebesség

A k értéke fligg a mikroba fajtajatol és allapotatdl is.

A legellenallébbak a baktériumsporak.

Az N, megallapitasanal a jelen lévd sokféle mikroba sejtjeit sza-
moljak meg egyittesen (6sszcsiraszam). A meéretezésnél nem

veszik figyelembe az eltéré hétlrést, hanem mindegyiket nagyon
ellenall6é sporanak tekintik, mint pl.:

Bacillus stearothermophilus Clostridium botulinum

O

a k és D értékek
ezekre ismertek
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A hépusztulasi sebesség

A sejteket korulvevé kdzeg is befolyasolja a hépusztulast:

» Mar enyhén savas kézegben is gyorsabban pusztulnak, mint
semleges pH-n.

» Tomény a cukoroldatokban (pl. melasz) lassabban pusztulnak
a mikrobak, mint felhigitott formaban.
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A hbépusztulas valdszinliségi értelmezése

Az exponencialis kifejezésbdl kitlinik, hogy a végsé csiraszam
sohasem éri el a nullat. Teljes sterilitashoz végtelen hékezelési
id6 kellene. Ezért egy végesen Kkicsi értéket valasztanak célér-
téknek.

Sterilezés kritériuma a biotechnologiai iparban:

1-Py(t) = 102-10

Pl.: 1-Py(t) = 102 akkor 1-103= 0,999 - ezer sterilezésbdl egy
nem sikerll, azaz marad tuléld sejt a rendszerben.

A sterilezés kritériuma egyszersmind a végsé csiraszamot adja
meg, mértékegysége: tulélé csira/zart egység. (Mindegy, hogy
mekkora: ampulla < konzerv < fermentor)
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77 7 e . 77 1 N
A hbkezelési ido: :Ean0

A hékezelés idejét célszerli minél révidebbre valasztani:

» a kezelt rendszerben 1évé bioldgiailag értékes anya-
gok kevésbé bomlanak el,

» energetikailag is kedvezébb.

Az dsszefliggésbdl lathato, hogy a hékezelési idé nem csak
a k éertéekeétdl fugg, hanem az N, értékével is befolyasolhato.
Az anyagok mikrobiolégiai szennyezettsége csOkkenthetd
az altalanos higiénia javitasaval, illetve hitéssel.
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A hdpusztulasi sebesség

lo (N}‘
A mikrobatipus és a kiin- 9

dulési csiraszam hatasa: 108 kisebb indulasi csiraszém

e 10°
Azonos fert6zottség mel-

lett a sporak elpusztitasa-
hoz hosszabb idejii héke- 10
zelés sziikséges.

vegetativ sejtek

Kisebb csiraszam lerovi-
diti a sterilezési id6t.

— —
hékezelési id6

13

s s
'ﬁ AR AR

Hagyomanyos laboratériumi autoklav

s
&
Yo!| awets

A
latszakasz ]
¥iz
o
Edekeiomos fikis S
o s
~[ 8 ol

14

e Fue
'ﬁ RIEARRRRAA

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomdranszék



Pécs Miklés: Vebi Biomérnoki fiveletek. 3. ebadas: Sterilezés

Ipari fermentor steril zarasu szerelvényei
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Konzervkészitmények sterilezése

Az élelmiszerek, konzervek hékezeléses tartdsitasanak alapvetd
technologiai mivelete abban all, hogy a tartositani kivant élelmi-
szert légmentesen fémdobozba, vagy Uvegbe zarva, olyan hé-
mérsékleten és annyi ideig hékezeljik, amig az élelmiszerben
levé mikroorganizmusok el nem pusztulnak. A tulzott h6hatas az
élelmiszer eredeti sajatsagait (4llomany, élvezeti érték, iz, stb.)
is megvaltoztatja, ezért a hbkezelési idét a biztonsagos mini-
mumra kell csokkenteni.

A hékozlés soran a konzerveket kivilrdl valamilyen héatado ko-
zeggel melegitjuk. A felfités sohasem pillanatszeri, hanem a
héatadas mechanizmusatol fliggé keséssel megy végbe. A me-
legités sebessége fligg a tbltet halmazallapotatdl, hévezetdké-
pességetdl, valamint a termék alakjatél és méretétél.
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Hidegpont

A termék kivilrél befelé fokozatosan melegszik at, a kozepén ta-
lalhaté a hidegpont, ahol a legalacsonyabb a hémérseklet. Itt a
legnagyobb a héfokkésés, felmelegitésnél ezt melegszik fel utol-
jara, lehttésnél viszont ez hil le legvégul. A sterilezést ugy kell
méretezni, hogy a hidegpontban is megfelelé legyen a hékeze-
lés, ott is elpusztuljanak a mikroorganizmusok. A hidegpont he-
lye a hétranszporttdl fligg. A hé behatolasa (= hépenetracid) két-
féle médon torténhet: szilard vagy pépes készitményeknél tul-
nyomorészt hévezetéssel, mig a folyadékokban a konvekcids
(aramlasos) hétranszport a jellemzé.
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Hidegpont

a. Hévezetésnél minden iranybol egyforman terjed a hé, igy utol-
jara a geometriai kozéppont melegszik fel.
b. Konvekciénal a fliggdleges falak mentén felmend aramlasok

alakulnak ki, ezek a tengelyben lefelé iranyulé aramlast okoz-
nak, ami a hidegpontot lefelé tolja.

(1) (b)
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A termék alakjanak hatasa
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A termék méretének hatasa

S i of maling phaz 61 mi 90 mis 125 min
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A hoékezelési gorbéken is
jol lathatd, hogy minél na-
gyobb méretl a termék, an-
nal tovabb tart a hd behato-
lasa a hidegpontig.

&

Core temperacure in cansg
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Nyomasviszonyok, hatonyomas

A zart csomagolasu terméken belul és kivil kialakul6 hémérsék-
letkiilbnbség miatt nyomaskulonbség is létrejon. Ez a hatonyo-
mas. A belsé nyoméas mindig nagyobb, mint a kiillsé, mert a do-
bozban maradt bezart levegé nyomasa hozzaadodik a belsé
gbéznyomashoz. Ez fesziti a csomagolast, néha a doboz, vagy
Uveg szétrobbanasat, deformalédasat (bombasodas) esetleg
zarasfelszakadast eredményezhet.

A maximalis értékét a lehitési szakaszban éri el, amikor a kilsé
nyomas mar nulla, a belsé forré anyag géznyomasa viszont meg

nagy.
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Nyomasviszonyok, hatonyomas
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Tapoldatok sterilezése

Ebben az esetben nem kis egységeket, hanem nagy mennyisé-
gl (1 — 100 m3) homogén folyadékot kell sterilizalni. A hékezelés
menete hasonld, szakaszai a: - felflités, - héntartas, - lehdtés.
Ezek megvalositasa kétfelekeppen toérténhet:

» szakaszos sterilezéssel: a tapoldatot a fermentorba toltik, €s a
fermentor belsd terét, a szerelvényeit és a taptalajt egyszerre
sterilezik.

» folytonos sterilezé berendezésben: a tapoldatot kilén sterilezé
rendszerben, nagy hémérsékleten, rovid ideig hékezelik, és a
g6zzel el6zetesen Uresen sterilezett fermentorba vezetik.
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Szakaszos sterilezés

A szakaszos sterilezés méretezésénél

kalon kell valasztani a harom szakaszt. |n& :|nﬁ+lnﬁ+ln&
Az egy szakaszok végpontjahoz ren- N, N, N, N,
deljiuk hozza a maradék csiraszamokat

(NOl Nl! N2| Nvégsc’i)-

1 |
I |
|

A harom szakaszban egyuttesen kell
eljutni a meért kiindulasi csiraszamtol a
tervezett végsd csiraszamig (altalaban
1073 él6 csira/fermentor)

Felfiités ’Héntanés; Lehités
1

Homérséklet
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A levezetett 6sszefliggés szerint a N
k.t szorzatok 6sszege adja az eredd

Az alland6é hémérsékletl héntartasi
szakaszban a k értéke allando, igy

egyszerlien a szorzattal szamolha-
tunk.

A felftitési és lehltési szakaszban vi-
szont a hémérséklet valtozik, és vele k= jk(T )dt
egyutt a k értékek is. Itt a szorzat he-

lyett a k-t fggvény integraljaval kell
szamolni.

Szakaszos sterilezés

"

In—2 =k, 0, +k, @ +
pusztulast. N o e +ky 0+
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Szakaszos sterilezés

Ehhez ismerni kellene a k — t fligg-
vényt. Ezt létrehozhatjuk a megmeért
T — t fuaggvény atszerkesztésével.
Minden hémeérséklethez ismerjuk a

Felfates

Himérsekie

Lehites

standard spéras mikroorganizmusok
k értékeit, igy kiszamithatjuk a k —t
fuggvény pontjait. Az integralok ér-
tékei numerikusan kiszamithatok.

A gyakorlatban a felfitési és leh{tési
szakaszok adottak (az adott beren-
dezés jellemzéi), igy a méretezés
csak a héntartasi szakasz idejének
meghatarozasara iranyul.
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|-

Folytonos sterilezés

Nagy méretl fermentoroknal, ahol nagy tdmegid tapoldatot kell
sterilezni, nagyon megné a felfiités, és kulondsen a lehtés id6-
tartama. Az értékes lizemérak megtakaritasa érdekében ezeknél
kulon sterilezik az Ures készlléket és tapoldatot. A folyadék ste-
rilezése atfolyé rendszerben, folyamatosan torténik. A folyamat
harom szakasza nem idében, hanem térben kdveti egymast.

-

Homérséklet (°C)

)
Bl

fiitési szakasz

Hémérseklet (°C)

. hiitési szakasz

65,5

a 20 w0 00 20
id6 (perc)
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id6 jelenti. A leh(ités
expanzios szelepen

GO6zinjektoros megoldas

A csévezetékben aramlo folyadék felmelegitését direkt g6z be-
vezetéseével oldjdk meg. A lekondenzal6 géz pillanatszerien fel-
viszi a h6mérsékletet 130-140 fokra, a nyomas ~4 barra emelke-
dik. A héntartast a hészigetelt csékigydban eltoltétt 1-2 perces

valo atlépéssel jon
|étre: a nyomas alol

a folyadék vakuum-
térbe lép at, felforr,
€s egy része elparo-
log. Az elvont parol-
gashé leviszi a héfo-
kot ~80 fokra.
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gozinjekior
Tapoldat be :L

d expantios
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L. Tapoidat ki
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Hbcserél6s megoldas

A hécsere az igen jo hdatadasu lemezes hécserélékben torténik.
A hideg oldatot a 2. hécserélében elémelegiti a kilépd forro steril
tapoldat. A 3. egységben gézfiitéssel masodpercek alatt eléri a
140-145 fokot, ezt a héfokot a csékigyon athaladva ~2 percig

tartja, majd két lépésben lehil. Elébb a 2. egységben adja &t
héjének egy részét,

majd az 1.-ben hiit6- I o
; - o hitéviz .‘ntj_l
vizzel hitik le a kivant ;.- 1. —
héfokra. T % 15 3,16
cserd o cseré o cseréio
Tapoldat ki C
goz ki
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A folytonos sterilezés méretezése

A felfiitési és leh(itési szakasz sejtpusztitdé hatasa a révid id6
miatt elhanyagolhato, igy allandé héfoka sterilezéssel szamol-
hatunk. A magas hédmérséklet miatt igen révid héntartasi idé

elegendd.
?-ﬂ'l 2-3 20
23 144°C ¢ | ‘
i erc
107 | P | O
<
[5) expanzios hiités -
< 3
2 £
:
= I
5
_37% gpep
™.
idé (perc) idd (perc)
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