Pécs Miklos: Vebi Biomérnoki miveletek. 5. el@adas: Sterilezés

5. STERILEZES

A mikrobak tenyésztésénél altalaban arra torekszink, hogy a be-
rendezésben kizardlag a kivalasztott mikrobatérzs 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 |évd 6sszes mikroba elpusztitasa
Aszeptikussag: a mikrobak tavoltartasa a rendszertél (csiramen-
tes allapot fenntartasa)

— aszeptikus mikodeés = steril miikodés
Elszigetelés/izolalas: a mikrobaink tavol tartasa a kornyezettdl
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STERILEZES

A mikroorganizmusokat tobbféle modszerrel is elpusztithatjuk,
hasznalhatunk fizikai modszereket, illetve kémiai anyagokat.

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék 1



Pécs Miklos: Vebi Biomérnoki miveletek. 5. el@adas: Sterilezés

STERILEZES

Fizikai moédszerek a hékezelés, a szlirés, nagy energiaju besu-
garzas (UV, y). Ipari méretekben a hékezelés a legkdnnyebben
kivitelezhet eljaras, ezért az ipari gyakorlatban a sterilezésre
altalaban gézfitést hasznalnak.

Miért pusztulnak el a mikroorganizmusok magas hémérsékleten?
» Fehérjéik denaturalédnak
» Membranszerkezeteik megolvadnak, elfolynak, felbomlanak

Emlékeztetd: a mikrobak ndovekedése az optimalis hémeérséklet
felett lelassul, majd megall, azutan pusztulasba fordul.
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Sterilezés hovel:

Szaraz hé: a targyakat szarazon, levegében hékezeljik
(150-160 fokon, ~2 éran keresztiil)

Nedves hé: az anyagokat (viz)gbéztérben hékezeljuk (120-
122 fokon 20-30 percig). (Tap)oldatokat is lehet, tulnyo-
mas alatt. Ehhez a hémérséklethez ~1,2 bar tulnyomas
tartozik (autoklav, kukta).

Pasztérozés: maximum 100 °C-os hbkezelés, amely csak
a mikrobak vegetativ alakjait pusztitia el, a spdrasokat
nem (tej, sor pasztérozése).
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Pécs Miklos: Vebi Biomérnoki miveletek. 5. el@adas: Sterilezés

A hépusztulasi sebesseg

Allandé hémérsékleten a hépusztulas kinetikaja elsérendii:

d_N N N: él6 csiraszam [db/térfogat]
dt k: hépusztulasi sebességi allandd [1/min]
A k értéke fugg:

» a hémérseéklettél (magasabb héfokon nagyobb)

» a mikroba fajtgjatol (a termofilek ellenallébbak)

» a vegetativ sejtek érzékenyebbek, mint a baktériumsporak
» a kozegtdl

> ,
}i‘i BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

A hbépusztulasi sebesseég

Allandé k esetén (allandé hémérsék- N Kt
. . . In—=—k-t N=N_e
leten) az egyenlet integralhatd, mely- N, 0

3 0
nek megoldasa:
N N/N.,
1 -4 - ~
N, - Kézelit0-hoz, MODSZER k
de sosem éri el 10 meghatarozasara

tgo=K
102+

102
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Pécs Miklos: Vebi Biomérnoki miveletek.

5. eléadas: Sterilezés

A hépusztulasi sebesseg

Arrhénius egyenlet:

Ea E‘a
k:A-e_ﬁ Ink=InA—§-
A: empirikus allandoé
E

T: abszolut hémérséklet [K]

e

A hépusztulasi sebességi allando figg a hémérséklettdl:

N =

o«  ahb6pusztulas latszolagos aktivalasi energigja [KJ/mol]
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A hOpusztulasi sebesség

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

és ennek alapjan barmely
hémeérsekletre kiszamitha-

t6 a k értéke.

1/T [1/K]

I ji= # =il -
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Pécs Miklos: Vebi Biomérnoki miveletek.

5. eléadas: Sterilezés

A hépusztulasi sebesseg

Masik megkozelités: a tizedelési id6. Tizes alapu logaritmus ska-
lan abrazolva a pusztulast értelmezhet6 a 90%-0s csiraszam-

log(N)

log N =log N, —

egy log-nyi (10x)
csokkenés

t—t,

csOkkenéshez tartozo idé,
avagy tizedelési id6. A ki-
vant mértékl eldlés nagy-
sagrendjével  (tiz-hatva-
nyaval) szorozva kaphato
meg a szukséges sterile-
zési ido.

3

tizedelési id
l=——D %l
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A hbépusztulasi sebesseég

A k értéke fugg a mikroba fajtajatol és allapotatdl is.

A legellenallébbak a baktériumsporak.

Az N, megallapitasanal a jelen 1évd sokféle mikroba sejtjeit sza-
moljak meg egyuttesen (0sszcsiraszam). A méretezésnél nem

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

Bacillus stearothermophilus

TR

Clostridium botulinum
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Pécs Miklos: Vebi Biomérnoki miveletek. 5. el@adas: Sterilezés

A hépusztulasi sebesseg

A sejteket korilvevd kdzeg is befolyasolja a hépusztulast:

» Mar enyhén savas kozegben is gyorsabban pusztulnak, mint
semleges pH-n. (a savanyusagok — ecetsavas, tejsavas kdzeg
— tartésak, nem romlanak meg)

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

Az exponencialis kifejezésbdl kitlnik, hogy a végs6 csiraszam
sohasem éri el a nullat. Teljes sterilitashoz végtelen hékezelési
id6 kellene. Ezért a sterilezést valoszinliségi valtozoként kezelik:

P, a valsége annak, hogy a sterilezés az adott tételnél sikerul

1-P, a valsége annak, hogy a sterilezés az adott tételnél nem
sikerll, a tétel fert6zott marad.

12
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Pécs Miklos: Vebi Biomérnoki miveletek. 5. el@adas: Sterilezés

A hbépusztulas valdszinlségi értelmezése

A teljes sterilitashoz végtelen hékezelési id6 kellene. Ezért egy
végesen kicsi értéket valasztanak célértéknek. Pl. a biotechno-
I6giai iparban a sterilezés kritériuma:

1-Py(t) = 102-104

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

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

13

-;

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék

77 7 e . 7 1 N
A hokezelési ido: t=E|nW0

A hékezelés idejét célszerli minél rovidebbre valasztani:

» a kezelt rendszerben Iévd bioldgiailag értékes anya-
gok (vitaminok, fehérjék) kevésbé bomlanak el,

» energetikailag is kedvezdbb.

Az 0sszefuggésbdl lathato, hogy a hékezelési id6 nem csak
a k értékétél fugg, hanem az N, értékével is befolyasolhato.
Az anyagok mikrobiolégiai szennyezettsége csoOkkenthetd
az altalanos higiénia javitasaval, illetve hitéssel.
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Pécs Miklos: Vebi Biomérnoki miveletek. 5. el@adas: Sterilezés

A hépusztulasi sebesseg

A mikrobatipus és a kiin- log(N) . e
dulasi csiraszam hatasa: 108 kisebb indulasi csiraszam

6
Azonos fert6zottség mel- 10

lett a sporak elpusztitasa-
hoz hosszabb ideji héke- 10
zelés szukséges.

vegetativ sejtek

Kisebb csiraszam lerovi-
diti a sterilezési id6t.

hékezelési id6

o5
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Hagyomanyos élelmiszeripari autoklav
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Pécs Miklos: Vebi Biomérnoki miveletek. 5. el@adas: Sterilezés

Ipari fermentor steril zarasu szerelvényei
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Konzervkeészitmények sterilezese

Az élelmiszerek, konzervek hékezeléses tartositasanak alapvet6
technoldgiai mivelete abban all, hogy a tartdsitani 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 héhatas az
élelmiszer eredeti sajatsagait (allomany, élvezeti érték, iz, stb.)
is megvaltoztatja, ezért a hbkezelési idét a biztonsagos mini-
mumra kell csdkkenteni.

A h6kozlés soran a konzerveket kivulrdl valamilyen héatado ko-
zeggel melegitjuk. A felfités sohasem pillanatszer(i, hanem a
héatadas mechanizmusatdl fliggé késéssel megy végbe. A me-
legités sebessége fligg a toltet halmazallapotatédl, hévezetbkeé-
pességétdl, valamint a termék alakjatol és méretétél.

18
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Pécs Miklos: Vebi Biomérnoki miveletek. 5. el@adas: Sterilezés

Hidegpont

A termeék kivulrél befelé fokozatosan melegszik at, a kozepén ta-
lalhato a hidegpont, ahol a legalacsonyabb a hémérseéklet. Itt a
legnagyobb a héfokkésés, felmelegitésnél ezt melegszik fel utol-
jara, lehGtésnél viszont ez hil le legvégul. A sterilezést ugy kell
méretezni, hogy a hidegpontban is megfelel6 legyen a hékeze-
Iés, ott is elpusztuljanak a mikroorganizmusok. A hidegpont he-
lye a hétranszporttdl fugg. A hé behatolasa (= h6penetracio) két-
féle mdédon torténhet: szilard vagy pépes készitményeknél tul-
nyomorészt hévezetéssel, mig a folyadékokban a konvekcids
(aramlasos) hétranszport a jellemzo.

19
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Hidegpont

a. Hévezetésnél minden iranybdl egyforman terjed a hé, igy utol-
jara a geometriai kd6zéppont melegszik fel.

b. Konvekciénal a fliggdleges falak mentén felmend aramlasok
alakulnak ki, ezek a tengelyben lefelé iranyul6 aramlast okoz-
nak, ami a hidegpontot lefelé tolja.
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Pécs Miklos: Vebi Biomérnoki miveletek. 5. el@adas: Sterilezés

A termek alakjanak hatasa
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A termék méretének hatasa

St of coaling prase 6 nin 90 mis 125 mis
oL U0 e e peata )
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Pécs Miklos: Vebi Biomérnoki miveletek. 5. el@adas: Sterilezés

Nyomasviszonyok, hatonyomas

A zart csomagolasu terméken belul és kivul kialakul6 hémérsék-
letkulonbség miatt nyomaskulonbség is Iétrejon. Ez a hatonyo-
mas. A belsé nyomas mindig nagyobb, mint a kuls6, mert a do-
bozban maradt bezart levegé nyomasa hozzaadddik a belsd
gb6znyomashoz. Ez fesziti a csomagolast, néha a doboz, vagy
Uveg szétrobbanasat, deformalédasat (bombasodas) esetleg
zarasfelszakadast eredményezhet.

A maximalis értékét a lehltési szakaszban éri el, amikor a kulsd
nyomas mar nulla, a belsé forré6 anyag géznyomasa viszont meg
nagy.

23
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Nyomasviszonyok, hatonyomas

Fités i« Tartas ! Ejtés
A hatényomas csokkent- : ! - ,
. ' tés
het6, ha: @ ! L L )
, E | belsd nyomas - l ;
- a konzerveket forrén, | g adobozban __A-eo___

vagy vakuumban zar- |

jak le S
’ kiilsd nyomas

az autoklavban

- a h(tési szakaszban
suritett levegbvel po6-
toljak a kuls6é géznyo-
mast.
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Pécs Miklos: Vebi Biomérnoki miveletek. 5. el@adas: Sterilezés

Tapoldatok sterilezése

Ebben az esetben nem kis egységeket, hanem nagy mennyisé-
gl (1 — 100 m3) homogén folyadékot kell sterilizalni. A h6kezelés
menete hasonld, szakaszai a: - felfités, - hdntartas, - lehités.

Ezek megvalositasa kétfeleképpen torténhet:

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

> folytonos sterilez6 berendezésben: a tapoldatot kulon sterilezé
rendszerben, nagy hdmeérsékleten, rovid ideig hékezelik, és a
g6zzel el6zetesen Uresen sterilezett fermentorba vezetik.

25
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Szakaszos sterilezés

A szakaszos sterilezés méretezésénél

kulon kell valasztani a harom szakaszt. |p o —In&+lnm+ln&
Az egy szakaszok végpontjahoz ren- v N, N, N
deljuk hozza a maradék csiraszamokat

(No, Nl’ N21 Nvégsé)-

'

A harom szakaszban egyittesen kell 2| .. bl Lo
eljutni a mért kiindulasi csiraszamtél a § —
tervezett végsd csiraszamig (altalaban
107 é18 csira/fermentor)
p P 7
No N, N, idd Ny

1 26
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Pécs Miklos: Vebi Biomérnoki miveletek. 5. el@adas: Sterilezés

Folytonos sterilezés

Nagy méretl fermentoroknal, ahol nagy tomegl tapoldatot kell
sterilezni, nagyon megn6 a felfiités, és kulondsen a lehités id6-
tartama. Az értékes Uzemdrak megtakaritasa érdekében ezeknél
kiulon sterilezik az Ures készuléket és tapoldatot. A folyadék ste-
rilezése atfolyé rendszerben, folyamatosan toérténik. A folyamat
harom szakasza nem idében, hanem térben koveti egymast.

Hémérséklet (°C)

Hémeérséklet (°C)

fitési szakasz . hiitési szakasz

655)

a o L4 L[ e X 4 L34 L

&
idd (perc) idé (perc)
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Go6zinjektoros megoldas

A csbvezetékben aramlo folyadék
felmelegitését direkt g6z beveze-
tésével oldjak meg. A lekonden-
zalo g6z pillanatszerlen felviszi a
hémérsékletet 130-140 fokra, a
nyomas ~4 barra emelkedik. A
héntartast a hészigetelt csékigyo-
ban eltoltott 1-2 perces id6 jelenti.
A lehltés expanzios szelepen va-
|6 atlépéssel jon létre: a nyomas
aldl a folyadék vakuumtérbe Iép
at, felforr, és egy része elparolog. expanzids szelep

Az elvont parolgashd leviszi a hé- stetil tapoldat
fokot ~80 fokra.

valkuum

tartasi szakasz
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Pécs Miklos: Vebi Biomérnoki miveletek.

5. eléadas: Sterilezés

A folytonos sterilezés méretezése

~ & :
A felflitési és leh(itési szakasz sejt- = | 22min
pusztitdé hatasa a rovid id6 miatt el-
hanyagolhatd, igy allandé héfoku
sterilezéssel szamolhatunk. A ma-
gas hémeérséklet miatt igen rovid

héntartasi id6 elegendé.
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