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

3. STERILEZES

A mikrobak tenyésztésénél altalaban arra téreksziink, hogy a be-
rendezésben kizarélag 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 Iév6 6sszes mikroba elpusztitasa
Aszeptikussag: a mikrobak tavoltartdsa a rendszertdl (csiramen-
tes allapot fenntartasa)

- aszeptikus mikodés = steril mikodés
Elszigetelés/izolalas: a mikrobak tavol tartasa a kornyezettdl
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STERILEZES

A mikroorganizmusokat tobbféle modszerrel is elpusztithatjuk,
hasznalhatunk fizikai modszereket, illetve kémiai anyagokat.
Fizikai médszerek a hékezelés, a szlrés, nagy energiaju besu-
garzés (UV, y). Ipari méretekben a hékezelés a legkdnnyebben
kivitelezhet6 eljaras, ezért az ipari gyakorlatban a sterilezésre
altalaban goézftést hasznalnak.

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

Széaraz hé: a targyakat szarazon, leveg6ében hékezeljik
(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 hokezelés, amely csak
a mikrobak vegetativ alakjait pusztitia el, a spérasokat

nem.

&5 Elelmi Tanszék
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A hépusztulasi sebesség

Alland6 hémérsékleten a hépusztulas kinetikaja elsérendi:

dN _ KN N: él6 csiraszam [db/térfogat]
dt k: hépusztulasi sebességi alland6 [1/min]
k fugg:

» a hémérséklettdl

» a mikroba fajtajatol

» avegetativ sejtek érzékenyebbek, mint a baktériumspdrak
> a kozegtol
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A hépusztulasi sebesség

Allando k esetén (alland6 hdmérsék- Ne® In N, _ K
leten) az egyenlet integralhaté, mely- N = Ny€ N
nek megoldasa:
N N/N,
N, - Kzelit0-hoz, : MODSZER
de sosem éri el meghatarozéasara
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A hépusztulasi sebesség

Masik megkozelités: a tizedelési id6. Tizes alapu logaritmus ska-
lan abrazolva a pusztulast értelmezheté a 90%-0s csiraszam-
csokkenéshez tartozo ido,
avagy tizedelési id6. A ki-
vant mértékl eldlés nagy-
sagrendjével  (tiz-hatva-
nyaval) szorozva kaphat6
meg a szikséges sterile-

log) log N =log N, - 2395,

[
egy log-nyi (10x)

csokkenés zési id6.
T T D N
| | t=2308" 9N
I tizedelési id6 | . !
= D—> id6
6
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Pécs Miklés: Vebi Biomérnoki fiveletek.

A hépusztulasi sebesség

A hépusztulasi sebességi allando fligg a hémérséklettd!:
Arrhénius egyenlet:

T Ink = tna— "]
= e RT =InA— .
k=A-e RT n n T
A: empirikus allandé
E.. ahdpusztulas latszélagos aktivalasi energiaja [KJ/mol]
T: abszolat hémérséklet [K]
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3. ebadas: Sterilezés

A hépusztulasi sebesség

4

Az egyenlet féllogaritmusos Ink
abrazolasban egyenest ad.
Néhany pont meghataroza-
saval az egyenes felvehet6,

és ennek alapjan barmely
hémérsékletre kiszamitha-

t6 a k értéke.

YT [1/K]
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A hépusztulasi sebesség

A k értéke fligg a mikroba fajtéjatél és allapotatdl is.

A legellenéllébbak a baktériumspoérak.

Az N, megallapitasanal a jelen 1évé sokféle mikroba sejtjeit sza-
moljak meg egylttesen (6sszcsiraszam). A méretezésnél nem

veszik figyelembe az eltéré hétirést, hanem mindegyiket nagyon
ellendllé spéranak tekintik, mint pl.:

Bacillus stearothermophilus Clostridium botulinum
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A hépusztulasi sebesség

A sejteket koriilvevd kozeg is befolyasolja a hépusztulast:

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

» Témény a cukoroldatokban (pl. melasz) lassabban pusztulnak
a mikrobak, mint felhigitott formaban.

A h6pusztulds valdszinliségi értelmezése

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

Sterilezés kritériuma a biotechnoldgiai iparban:

1-Py(t) = 102-104

Pl.: 1-Py(t) = 10 akkor 1-103= 0,999 - ezer sterilezéshdl egy
nem sikerll, azaz marad tulélé sejt a rendszerben.

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

h
T e A B

A hékezelési idé: tz%ln%

A hékezelés idejét célszer(i minél révidebbre valasztani:

» a kezelt rendszerben |év6 biol6giailag értékes anya-
gok kevéshé bomlanak el,

» energetikailag is kedvez&bb.

Az 6sszefliggéshdl lathatd, hogy a hékezelési idé nem csak
a k értékétdl fiigg, hanem az N, értékével is befolyasolhato.
Az anyagok mikrobiolégiai szennyezettsége csokkenthetd
az altalanos higiénia javitasaval, illetve hitéssel.

s El Tanszék
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A hépusztulasi sebesség

log(N)
A mikrobatipus és a kiin- g

dulési csiraszam hatésa: 100

kisebb indulasi csiraszam

10°

Azonos fert6zottség mel-

lett a sporék elpusztitasa-

hoz hosszabb idejii hoke-  10*
zelés sziikséges.

vegetativ sejtek

Kisebb csiraszam lerévi-
diti a sterilezési id6t.

hékezelési idé

T
:ii BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszek

Hagyomdnyos laboratdriumi autoklav
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Ipari fermentor steril zarasu szerelvényei
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Pécs Miklés: Vebi Biomérnoki fiveletek. 3. ebadas: Sterilezés

Konzervkészitmények sterilezése

Az élelmiszerek, konzervek hoékezeléses tartositadsanak alapvetd
technolégiai mivelete abban all, hogy a tartésitani kivant élelmi-
szert légmentesen fémdobozba, vagy Uvegbe zarva, olyan hé-
mérsékleten és annyi ideig hékezeljuk, amig az élelmiszerben
levé mikroorganizmusok el nem pusztulnak. A tulzott héhatéas az
élelmiszer eredeti sajatsagait (allomany, élvezeti érték, iz, stb.)
is megvaltoztatja, ezért a hékezelési idét a biztonsdgos mini-
mumra kell csokkenteni.

A hoékdzlés soran a konzerveket kivilrél valamilyen héatadé ko-
zeggel melegitjiik. A felflitts sohasem pillanatszer, hanem a
héatadas mechanizmusatol fliggé késéssel megy végbe. A me-
legités sebessége fligg a toltet halmazallapotatol, hévezetoke-
pességétol, valamint a termék alakjatol és méretétol.

és i tudomény Tanszék

Hidegpont

A termék kivilrdl befelé fokozatosan melegszik at, a kdzepén ta-
lalhat6 a hidegpont, ahol a legalacsonyabb a hémérséklet. Itt a
legnagyobb a héfokkésés, felmelegitésnél ezt melegszik fel utol-
jara, leh(tésnél viszont ez hil le legvégll. A sterilezést tgy kell
méretezni, hogy a hidegpontban is megfeleld legyen a hékeze-
Iés, ott is elpusztuljanak a mikroorganizmusok. A hidegpont he-
lye a hétranszporttol fligg. A hé behatolasa (= hépenetracio) két-
féle médon torténhet: szilard vagy pépes készitményeknél tdl-
nyomorészt hévezetéssel, mig a folyadékokban a konvekcios
(aramlasos) hétranszport a jellemzé.

és i tudomény Tanszék

Hidegpont

a. Hévezetésnél minden iranybdl egyforman terjed a hé, igy utol-

jara a geometriai kozéppont melegszik fel.

b. Konvekciéndl a fuggdleges falak mentén felmené aramlasok

alakulnak ki, ezek a tengelyben lefelé iranyul6 &ramléast okoz-

nak, ami a hidegpontot lefelé tolja.
(2)

—

.1 *[ hidegpont
- -~
| - - -~
T ow
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A termék alakjanak hatédsa

RRRA
A hépenetraci6 szempont- f * * f
jabél a termék legkisebb P .
mérete, ,vékonysaga” sza- — —
mit, ez hatarozza meg a - =
héterjedés Uthosszat. =% | l
- |— | -—
— | T
e
- _—
bz Cz

A termék méretének hatasa

BT oeten et e
w0

e

A

H

A hoékezelési gorbéken is
jol lathat6, hogy minél na-
gyobb méretii a termék, an-

Core cempa ature 1 cans

nal tovabb tart a hé behato- W
lasa a hidegpontig. e

Nyomasviszonyok, hatonyomas

A zart csomagolasu terméken belul és kivil kialakulé6 hémérsék-
letkiilonbség miatt nyomaskilonbség is létrejon. Ez a hatényo-
mas. A belsé nyomas mindig nagyobb, mint a kilsé, mert a do-
bozban maradt bezart levegé nyomasa hozzaadoédik a belsé
g6znyomashoz. Ez fesziti a csomagolast, néha a doboz, vagy
lveg szétrobbanasét, deformalédasat (bombasodas) esetleg
zarasfelszakadéast eredményezhet.

A maximalis értékét a leh(itési szakaszban éri el, amikor a kiilsé
nyomas mar nulla, a belsé forré anyag géznyomasa viszont még
nagy.

&3 Elelmi dny Tanszék
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Pécs Miklés: Vebi Biomérnoki fiveletek.

Nyomasviszonyok, hatonyomas

3. ebadas: Sterilezés

Fiités i+ Tartas ! Ejtés
A hatényomas csokkent- ! ' v
heté, ha: » ! . ) - )
. g . belsd nyomas . l R
- a konzerveket forron, | g adobozban _.eeno ___
- ' > 1
|

vagy vakuumban zar-
jak le

- a hiitési szakaszban
sdritett levegével po-
toljak a kulsé géznyo-
mast.

Tapoldatok sterilezése

Ebben az esetbhen nem kis egységeket, hanem nagy mennyisé-
gl (1 — 100 m8) homogeén folyadékot kell sterilizalni. A hékezelés
menete hasonld, szakaszai a: - felflités, - hdntartas, - leh(ités.
Ezek megvaldsitasa kétféleképpen térténhet:

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

> folytonos sterilez6 berendezésben: a tapoldatot kilon sterilezé
rendszerben, nagy hémérsékleten, révid ideig hékezelik, és a
g6zzel elézetesen Uresen sterilezett fermentorba vezetik.

i BME Alkelmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszek

Szakaszos sterilezés

A szakaszos sterilezés méretezésénél

kiilén kell valasztani a harom szakaszt. nNo = No 4 0N 4y Ne
Az egy szakaszok végpontjahoz ren- N, N, N,
deljuk hozza a maradék csiraszamokat

(Noy Nlr Nz, Nvégsé)-

v

A harom szakaszban egyittesen kell 2
eljutni a mért kiindulasi csiraszamtdl a §
tervezett végso6 csiraszamig (altalaban
107 él6 csira/fermentor)

Felfités Hontartas Lehités
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Szakaszos sterilezés

A levezetett 6sszefuiggés szerint a

k.t szorzatok 6sszege adja az eredd |nl =k, O, +k, @, +k &
pusztulast. N, T "
Az alland6 hémeérsékletl héntartasi

szakaszban a k értéke allando, igy

egyszerlien a szorzattal szamolha-

tunk.

A felflitési és lehiitési szakaszban vi-

szont a hémérséklet valtozik, és vele k= J' k(T )dt
egyltt a k értékek is. Itt a szorzat he-

lyett a k-t fliggvény integraljaval kell

szamolni.
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3. ebadas: Sterilezés

Szakaszos sterilezés

Ehhez ismerni kellene a k — t fugg-
vényt. Ezt |étrehozhatjuk a megmeért
T — t fuggvény atszerkesztésével.
Minden hémerséklethez ismerjik a | .
standard spéras mikroorganizmusok A X
k értékeit, igy kiszamithatjuk a k — t ﬂ

fuggvény pontjait. Az integralok ér-
tékei numerikusan kiszamithatok.

A gyakorlatban a felf(itési és leh(tési
szakaszok adottak (az adott beren-
dezés jellemz6i), igy a méretezés
csak a héntartasi szakasz idejének
meghatarozasara iranyul.

Fottaten Hantartas Lohates

Himisig

1
Felfités Héntartas Lehites
'

==
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Folytonos sterilezés

Nagy méretli fermentorokndl, ahol nagy témegi tapoldatot kell
sterilezni, nagyon megné a felflités, és kiuléndsen a lehités id6-
tartama. Az értékes tizemdrak megtakaritasa érdekében ezeknél
kilon sterilezik az Ures készlléket és tapoldatot. A folyadék ste-
rilezése atfoly6 rendszerben, folyamatosan torténik. A folyamat
harom szakasza nem idében, hanem térben koveti egymast.

e

Hemérséklet ('C)

hitési szakasz

@ [
d8 (perc)
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G6zinjektoros megoldas

A csévezetékben aramlé folyadék felmelegitését direkt g6z be-
vezetésével oldjak meg. A lekondenzalé g6z pillanatszerden fel-
viszi a hémérsékletet 130-140 fokra, a nyomas ~4 barra emelke-
dik. A héntartast a hdszigetelt csékigydban eltoltott 1-2 perces
id6 jelenti. A leh(tés
expanzios szelepen  Tapokiathe
valo atlépéssel jon
|étre: a nyomas alél expanzids
a folyadék vakuum- szelep
térbe Iép éat, felforr,
és egy része elparo-
log. Az elvont parol-
ashé leviszi a héfo-
Eot ~80 fokra. L Tapotcati

gozinjektor

28
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HG6cserélés megoldas

A hécsere az igen j6 héatadasu lemezes hécserélékben torténik.
A hideg oldatot a 2. hécserélében elémelegiti a kilépd forré steril
tapoldat. A 3. egységben gozfiitéssel masodpercek alatt eléri a
140-145 fokot, ezt a héfokot a csékigyon athaladva ~2 percig
tartja, majd két Iépésben lehil. EI6bb a 2. egységben adja at
héjének egy részét,

majd az 1.-ben hiit6- P e

vizzel hiitik le a kivant s —

e
héfokra. e
cserd

Tapoldat ki
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A folytonos sterilezés méretezése

A felfitési és lehlitési szakasz sejtpusztitd hatasa a révid id6
miatt elhanyagolhatd, igy allandé héfoka sterilezéssel szamol-
hatunk. A magas hémérséklet miatt igen révid héntartasi idé

elegendé.
?O‘l 23 70F
23 144°C
140°C l perc | G\\l pere
[ expanzios hiités EE
< 3
z 5
3
? &
8
5 =
E
e
™~
ids (perc) ids (perc)
30
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