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Politechnika t6dzka

1. Wprowadzenie

Wiekszos¢ procesow biotechnologicznych jest realizowana na skale przemystowa w sposéb
okresowy, ale coraz czesciej zmierza sie do stosowania metod ciggtych (1,2) z uwagi na ich
bezsprzeczne zalety (3,4,5).

Opracowanie ciagtego procesu biotechnologicznego oznacza réwniez konieczno$¢ opano-
wania ciagtej metody sterylizacji podtozy dla biotechnologii. Podtoza dta biotechnotogii w kraju
sterylizuje sie termicznie i na ogo6t okresowo bezposrednio w fermentorze lub w autoklawach.
Tak jest np. w wytworniach kwasu cytrynowego (Pelplin, Raciborz, Zgierz), w wytwdérniach bio-
preparatéw (Olsztyn, Walcz), w wytwoérniach preparatéw enzymatycznych (Jasto, Walcz), przy
produkciji antybiotykéw (Tarnéw, Pabianice), w drozdzowniach (Niechcice, Tczew), przy produ-
kcji dekstranu (Kutno). Z ciagla sterylizacjg termiczng metodaq iniekcji pary do cieczy w przepty-
wie spotkano sie w Wytworni Wédek i Drozdzy w J6zefowie k. Btonia. W kraju nie produkuje sie
gotowych instalacji do ciagtej sterylizacji cieczy w przeptywie - te, ktore istnieja sg importowane
z Zachodu.

Korzysci i uwarunkowania oraz r6zne metody stosowania ciagtej sterylizacji termicznej byty
juz omoéwione poprzednio (6). Ciagta sterylizacja moze by¢ wprowadzana niezaleznie od tego
czy sam proces biotechnologiczny prowadzony jest w sposéb okresowy, czy tez w sposob
ciggly.

Dla zrealizowania procesu sterylizacji termicznej cieczy (podioza) niezbedne jest jej prze-
trzymanie przez okreslony czas w podwyzszonej temperaturze. W biotechnologii szczegélne
znaczenie ma metoda wykorzystujgca iniekcje pary do cieczy w celu jej szybkiego ogrzania
i rozprezenie tej cieczy dla jej szybkiego schtodzenia oraz odbioru wprowadzonej wczesniej pa-
ry. Duza szybko$¢ wzrostu i spadku temperatury sterylizowanego medium pozwala na zachowa-
nie termolabilnych sktadnikéw odzywczych i wysokiej jakosci organoleptycznej.

Sformutowanie zasad projektowania cigglych sterylizatorow iniekcyjnych wymaga wnikli-
wych badan nastepujgcych procesOw: ogrzewania metodga iniekcji pary do cieczy, bezprzepo-
nowego schiadzania cieczy oraz termicznej sterylizacji. Podstawowym celem, ktéry musi byc¢
zrealizowany jest zapewnienie sterylnego podtoza.

2. Instalacja badawcza

W Instytucie Inzynierii Chemicznej i Procesowej PL zaprojektowano i zbudowano instalacje do
ciaglej sterylizacji termicznej cieczy z zastosowaniem wtrysku do niej pary. Instalacja powstata
podczas realizacji zadania badawczego w programie CPBP 04.11. Podstawowe parametry insta-
lacji: wydajnos¢ 0,05-°0,25 m*/h, temperatura sterylizacji 120-5-145 °C i czas sterylizacji 5-r-25 s.
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Rys.1. Instalacja do ciagtej sterylizacji termicznej cieczy i zawiesin. 1-zbiornik zalewowy bez ptaszcza
grzejnego, 2- zbiornik zalewowy z ptaszczem grzejnym, 3-pompa wirowa, 4- pompa Mono, 5-i-10-wy-
mienniki ciepta, 11-wtryskiwacz pary, 12-rozprezacz, 13a,b-odbieralniki, 14-kompensacyjny zbiornik préz-
niowy, 15-pompa prézniowa z pierécieniem wodnym, R1-rotametr, Z1 26-zawory, F-filtr powietrza.

Instalacja (rys. 1) sklada sie z dwoch zbiornikéw zalewowych: bez ptaszcza grzejnego (1)
i z ptaszczem grzejnym (2), pompy wirowej (3), pompy Mono (4), zespotu wymiennikéw ptasz-
czowo-rurowych (5)7(10), wtryskiwacza pary (11), rozprezacza (12), odbieralnikéw (13a)
i (13b), kompensacyjnego zbiornika prézniowego (14), pompy prézniowej z pierscieniem wod-
nym (15), wytwornicy pary WP-67, zespotu zaworéw, rurociagdéw przesylowych oraz oprzyrza-
dowania pomiarowego.

Po wysterytizowaniu instalacji ciecz sterylizowana podawana jest ze zbiornika (1) (lub (2),
jezeli wymagane jest wstepne podgrzanie) pompa wirowg (3) poprzez rotametr R1 do pompy
Mono (4), ktora przettacza dalej ciecz do wymiennikéw (5) i (6), gdzie nastepuje jej wstepne
podgrzanie oparami z rozprezacza (12). Nastepnie, ciecz po podgrzaniu parg technologiczng
w wymiennikach (7)-j-(10) przeptywa do wtryskiwacza pary, gdzie w wyniku bezprzeponowego
kontaktu z parg wodng ogrzewa sie do temperatury sterylizacji. Zasadnicza sterylizacja nastepu-
je w przetrzymywaczu (odcinek przewodu miedzy wtryskiwaczem pary (11) i zaworem (Z4)). Z
przetrzymywacza przez zawor (Z4) ciecz kierowana jest do rozprezacza, gdzie schtadza sie
przez samoodparowanie. Schtodzona i wysterylizowana ciecz jest gromadzona w odbieralni-
kach (13a) i (13b): opary sg zawracane i stuzg jako czynnik grzejny w wymiennikach (5) i (6).
Probki wysterylizowanej cieczy pobierano przez aseptyczny zawor (Z5).

Pompa prézniowa (15) zapewnia podcisnienie w uktadzie; wahaniom ci$nienia zapobiega
zbiornik kompensacyjny (14).

Wymagang temperature sterylizacji uzyskiwano poprzez zmiane cisnienia pary dostarczanej
do wtryskiwacza; czas sterylizacji regulowany byt gabarytami przetrzymywacza i wydajnoscia
instalacji.
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3. Kinetyka niszczenia mikroorganizmow

Prawidlowy dobér czasu i temperatury sterylizacji wymaga znajomosci kinetyki niszczenia
mikroorganizmoéw.
Kinetyka niszczenia mikroorganizmow jest kinetyka reakcji | rzedu

dN = -k N dI @
lub

In No/N=kr, 0y
gdzie:

No - poczatkowa liczba mikroorganizméw w 1 cm”

N - liczba mikroorganizméw po czasie r w 1 cm”

k - stata szybkosci reakcji w okreslonej temperaturze, 1/s

T - czas przetrzymywania cieczy w okre$lonej temperaturze, s

Stata szybkosci reakcji k zalezy od temperatury zgodnie z réwnaniem Arrheniusa (7)
k = A exp(-E/RT) , @
w ktérym:

A - stala wyrazajgca czestotliwos$¢ zderzen, 1l/s
E - energia aktywacji, J/mol

R - uniwersalna stata gazowa. J/mol K
T-temperatura sterylizacji, K

Wartosci A i E dla zakresu temperatur, w ktérych przebiegajg procesy biologiczne sg uzalez-
nione od temperatury.
Kombinacja réwnan (1) i (2) daje réwnanie (3):

In No/N= A exp (-E/RT) dr )

Praktyczne zastosowanie réwnania (3) jest utrudnione ze wzgledu na niepetng znajomosc¢
wartosci stalej A i energii aktywacji E.

W technice sterylizacji efekt tego procesu opisywany jest czesto przez wprowadzenie czasu
redukcji dziesietnej td wspotczynnika Z i Qio.

Czas redukcji dziesietnej td jest definiowany jako czas redukcji populacji o0 90% w okreslonej
temperaturze, natomiast wspotczynnik Z jest rozumiany jako rdznica temperatur, ktéra powoduje
dziesieciokrotng zmiane wartosci Td. Réwnanie wigzgce te dwie wielkosci ma postac:

In No/N = 1/td 4)

gdzie:
T - czas sterylizacji, s

To - temperatura odniesienia, K
T - temperatura sterylizacji, K
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Wspotczynnik Qio jest definiowany nastepujaco:

szybkos¢ reakcji w (T+10)°C

Qo — szybkos$¢ reakcji w T°C

Roéwnie czesto stosowanym przyblizeniem jest wspotczynnik Fo okreslajacy catkowite znisz-
czenie mikroorganizmow

Fo = Tidr (5)

gdzie:

T1 - Smiertelno$¢ mikroorganizmoéw w danej temperaturze, min
Ti1 (8) definiowany jest jako czas oddziatywania w minutach w temperaturze odniesienia To, ktory
spowodowatby taki sam efekt sterylizacji jak czas jednej minuty w temperaturze T.

Stad
lg T = (T-To)/Z . (6)

Inaktywacje zarodnikow Bacillus subtilis przez ogrzewanie przedstawia rys. 2, natomiast
zarodnikéw Bacillus stearothermophilus - rys. 3.

CZAS OGRZEWANIA (min)

mrc

Rys.2. Inaktywacja zarodnikéw B. suhtilif* przez ogrzewanie (10).
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CZAS OGRZEWANIA (min)

Rys. 3. Inaktywacja zarodnikéw B. stearothermophilus przez ogrzewanie (10).

4. Inne czynniki wpltywajace na skutecznosc¢

zabijania (drobnoustrojéw

Zasadniczymi czynnikami wptywajgcymi na szybkosc¢ zabijania drobnoustrojow sg tempera-
tura i czas jej dziatania (9,10). Im nizszg stosujemy temperature sterylizacji tym dtuzszy musi byc¢
czas jej dziatania (rys. 21 3, tab. 1).

Tabela |
Wptyw warunkéw obrébki termicznej na bakterie termofilne (12)
Liczba prze- Czas (min) po ktérym przesiew nie dat wzrostu bakterii
trwalnikow Kultury sterylizowane w T°C
100 105 110 115 120 125 130 135 140
200000 1260 660 220 80 22 7 1 1 0,75
20000 1080 550 180 70 17 6 0,75 0,75 0,50
2000 1020 520 170 55 16 5 0,66 0,66

Ustalajgc parametry sterylizacji nalezy wzigé pod uwage szereg innych czynnikow, ktére
wplywaja na skutecznos¢ zabijania drobnoustrojéw. Waznym czynnikiem jest poziom zanie-
czyszczenia bakteriologicznego. Im mniej drobnoustrojéw w sterylizowanym ptynie tym tagod-
niejsze mozna stosowa¢ warunki sterylizacji dla osiggniecia wymaganego poziomu czystosci
bakteriologicznej (5,11). Przy jednakowej ilosci drobnoustrojéw w sterylizowanej cieczy na
zwiekszenie letalnego efektu temperatury wptywa zaréwno kwasowosé, jak i zasadowos¢ srodo-
wiska, przy czym wplyw jonow H" jest wiekszy niz OH' (12,13). Nie bez znaczenia jest
obecnos¢ w produkcie niektérych substancji chemicznych, jak np. bialek i tluszczow, ktére
chronig drobnoustroje przed niszczacym wptywem temperatury (12). Nawet szczepy nalezace
do tego samego gatunku moga wykazywac rézng wrazliwos¢ na temperature (tab. 2).
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Tabela 2

State szybkosci reakcji k oraz wartosci czasu dziesieciokrotnej redukcji Tq przetrwalnikow
szczepow B. stearothermophilus zawieszonych w roztworze buforowym w temperaturze 121°C (9)

Szczep k, min ’ Tq, min
B. stearothermophilus FS 1518 0,77 3,0
B. stearothermophilus FS 617 2,9 0,8

5. Szybkosc¢ niszczenia drobnoustrojow w rurkach kapilarnych
i w instalacjach UHT

Przy doswiadczalnym okreslaniu szybkosci zabijania drobnoustrojow nalezy wyeliminowac
albo zminimalizowa¢ wptyw skfadu podtoza, wartosci pH itp. (zeby temperatura byta jedynym
czynnikiem wplywajacym na szybko$¢ zabijania drobnoustrojéw). Nalezy zapewni¢ jednorod-
no$¢ zawiesiny i jednakowe warunki obrébki termicznej dla wszystkich partii ptynu. Szybkosc¢
zabijania drobnoustrojoéw okreslano w spos6b okresowy umieszczajac zawiesing przetnwalnikow
w rurkach kapilarnych (9), a nastepnie umieszczajgc te rurki raz w goracej raz w zimnej tazni.
Liczbe zywych mikroorganizmoéw przed i po podwyzszeniu temperatury okres$la sie zazwyczaj
przez liczenie kolonii bakterii na ptytkach. Nalezy oczekiwa¢, ze stosowanie metody UHT
spowoduje zwiekszenie parametréw kinetycznych. Burton i wsp. (14) opublikowali dane nt.
Smierci termicznej Bacillus stearothermophilus otrzymane w laboratoryjnych oraz przemysto-
wych instalacjach UHT i poréwnali z danymi otrzymanymi dla ogrzewania przetrwalnikéw w rur-
kach kapilarnych. Dla inaktywacji zarodnikéw w instalacjach UHT uzyskali wyzsze wartosci Qio
niz w rurkach kapilarnych. Poréwnywano zawiesiny przetrwalnikéw w wodzie i w mleku. Dla za-
wiesin wodnych rozbieznosci miedzy wynikami uzyskanymi w rurkach kapilarnych i w instalac-
jach UHT byly mniejsze niz dla zawiesin w mleku i wzrastaty w miare obnizania sie temperatury.

Zagadnienia kinetyczne byly wielokrotnie poruszane w literaturze (10, 14-18) przy okazji
niszczenia drobnoustrojéw o réznej termicznej odpornosci i w réznych plynach. Badacze otrzy-
mali nie zawsze takie same, ale zblizone parametry kinetyczne. Na przyktad czas redukcji
dziesietnej dla 6. stearothermophilus w temp. 133,4°C wynosit 6,66 s (16), podczas gdy w pracy
(18) czasy te wynosity:

dla 130°C- 18 s,

135"C- 6s.
Réznice mogg by¢ spowodowane innym sktadem mleka albo réznicami w budowie instalacji.
Dlatego do obliczenn projektowych instalacji sterylizacyjnych, przyjmujgc pewne parametry
kinetyczne na podstawie literatury, nalezy wzia¢ pod uwage w jakich warunkach zostaty
wyznaczone i ewentualnie dokonac¢ korekty zatozen.

6. Dob6r parametrow sterylizacji
we wiasnej instalacji doSwiadczalnej
dla wybranych mikroorganizmow testowych

Szczep B. stearothermophilus nalezacy do termofilnych mikroorganizméw jest bardziej
odporny na dziatanie wysokich temperatur niz B. subtilis - mezofil. Dlatego przy ustalaniu pa-
rametrow dla inaktywacji tego gatunku zatozono koniecznos¢ zastosowania wyzszych tempera-
tur niz dla inaktywacji B. subtilis.

Badania wstepne na instalacji pozwolity ustali¢, przy jakich wartosciach natezenia przeptywu
ptynu, a co za tym idzie czasu przetrzymywania, instalacja pracuje w sposéb najbardziej stabil-
ny. Badania skutecznosci sterylizacji zdecydowano przeprowadzi¢ dla najbardziej stabilnych wa-
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runkéw pracy - natezenie przeptywu w zakresie 50 I/h:250 I/h. Stosujac natezenie przeptywu
z tego zakresu przeprowadzono pomiary skutecznosci sterylizacji przyjmujac do badan naste-
pujacy zakres temperatur:

- dla B. subtilis 105-f- 140°C

- dla B. stearothermophilus 125-r-148°C.

W badaniach skutecznosci sterylizacji chodzito przede wszystkim o ustalenie, czy jesteSmy
w stanie uzyskac¢ w instalacji ptyn sterylny oraz czy nie ma zakazen wtérnych. Odpowiedz na to
drugie pytanie da¢ miaty pomiary mikrobiologiczne czystej wody po sterylizacji (seria 0).

7. Badania skutecznosci sterylizacji
7.1. Zasada prowadzenia eksperymentu

Opanowanie techniki ciagtej sterylizacji termicznej cieczy, to nie tylko umiejetnos¢ uzyskania
i utrzymywania odpowiednich parametréw pracy instalacji, a wiec temperatury i czasu przetrzy-
mywania sterylizowanego ptynu, ale przede wszystkim zapewnienie - przez odpowiedni dobor
parametréw procesu - skutecznosci sterVlizacji. Przez skuteczno$¢ sterylizacji rozumie¢ nalezy
wymog, zeby w produkcie po sterylizacji nie byto mikroorganizméw zdolnych do rozmnazania.
; Chodzi zatem o wyeliminowanie tak wegetatywnych jak i przetrwalnych form drobnoustrojéow,
i Do okreslenia skutecznosci sterylizacji zastosowano metode bezposrednig polegajgca na
| wprowadzeniu do instalacji sterylizacyjnej (w charakterze medium badanego) ptynu o zdefiniowanej
" ilo$ci mikroorganizmow, a nastepnie okresleniu ilosci mikroorganizméw w ptynie po sterylizaciji.

7.2. Wyb6r mikroorganizméw do badan

Parametry sterylizacji musza by¢ tak dobrane, aby zapewni¢ zniszczenie najbardziej cie-
ploodpornych form drobnoustrojéw, a zatem przetnA/alnikéw bakteryjnych. Przetnwalniki réznych
~ gatunkéw bakterii wykazujg r6zng odporno$¢ na dziatanie temperatury (5). Oczywiste byto
- zastosowanie drobnoustrojow, ktérych przetrwalniki wykazujg najwieksza odpornos¢ termiczna,
Sposréd bakterii mezofilnych do najbardziej cieploodpornych nalezy Bacillus subtilis (5). Wy-
' sokg odpornoscig charakteryzuja sie przetrwalniki bakterii termofilnych (12). W literaturze jako
~ drobnoustroje testowe wystepuja najczesciej B. subtilis (15) oraz B. stearothermophilus (16). Te
- gatunki bakterii zdecydowano zastosowac¢ réwniez w badaniach wiasnych.

7.3. Stosowany materiat biologiczny

I W badaniach zastosowano dwa szczepy:

1. Bacillus subtilis - z Kolekcji Czystych Kultur Instytutu Technologii Fermentacji i Mikrobio-
I logii Pt,

2. Bacillus stearothermophilus - otrzymany z Kolekcji Szczepéw UL.

| Szczepy te hodowano na skosach bulionowych z 2% agaru. Bacillus subtilis inkubowano
| w temperaturze 37°C i czasie 24 godzin, a Bacillus stearothermophilus w temperaturze 55°C i

czasie 72 godzin (19). Przechowywano je nastepnie w 4°C.

7.4. Przygotowanie szczepow Bacillus subtilis i Bacillus stearothermophilus
do préb doswiadczalnych

Podlozem do hodowli B. subtilis i B. stearothermophilus byl bulion miesny o pH = 7,2
Przygotowano 10 dm” podtoza bulionowego i sterylizowano je w 121 °C w czasie 40 min. Kolby
0 obj. 5 dm” wypetione 3 dm” podtoza zaszczepiono wymienionymi bakteriami, wyhodowany-
mi na skosach agarowych. Hodowle prowadzono w temperaturach optymalnych dla wzrostu

BIOTECHNOLOGIA 4 (10) '90



58 J. ICIEKiin.

szczepOw. Kultury rozwijaly sie w podtozach tworzac biato-szary, pofatdowany kozuch na po-
wierzchni ptynu. Przygotowano w ten sposob kultury B. subtilis i B. stearothermophilus wlewano
do zbiornika (1) (rys. 1) zawierajgcego 0,3 wody. Zawarto$¢ zbiornika po doktadnym wymie-
szaniu strumieniem sprezonego powietrza stanowita materiat dla oceny skutecznosci sterylizacji.

7.5. Pobor prébek do analizy

Po doktadnym wymieszaniu zawartosci zbiornika (1) strumieniem powietrza, do sterylnego
naczynia pobierano prébke cieczy w celu okreslenia ogoélnej liczby bakterii i liczby przetrwalni-
kéw w plynie przed rozpoczeciem procesu sterylizacji.

Probki cieczy sterylnej pobierano z zaworu (Z5). Aby zapobiec zakazeniu w czasie pobiera-
nia préb, na oliwke zaworu aseptycznego (Z5) naktadano waz silikonowy (sterylizowany razem
z aparatura, przeplywajaca wrzaca wodag). Po wysterylizowaniu zamykano wagz Sciskaczem,
a wylot zabezpieczano gazg zwilzong alkoholem. Po zlikwidowaniu prézni w rozprezaczu (zawo-
rem (Z6)) otwierano zawor (Z5), zdejmowano tampon z gazy zamykajacy wylot z weza silikono-
wego, zwalniano Sciskacz, pozwalano wyptyng¢ porcji cieczy, a nastepnie do sterylnej kolby
pobierano do analizy mikrobiologicznej prébke wysterylizowanego ptynu.

7.6. Wykonane oznaczenia

7.6.1. Oznaczanie ogolnej liczby bakterii

Liczbe bakterii znajdujgcych sie w 1 cm” badanych préb przed rozpoczeciem procesu stery-
lizacji, jak i po jego zakorlczeniu, oznaczano metodg ptytkowa. Z materiatu przeznaczonego do
analizy po doktadnym wymieszaniu pobierano po 1 cm” prébki i wykonywano kolejne dziesietne
rozcienczenia: 10~\ 10"~ 10"A, 10", 10"® w fizjologicznym roztworze chlorku sodu. Préby przed
sterylizacjg wysiewano z rozcienczen 10", 10", 10"®. Pobierano po 0,2 cm” rozcienczonej préby
i z kazdego rozcienczenia wysiewano 4 ptytki Petriego z podiozem butionowym. W prébach po
sterylizacji liczbe bakterii oznaczano stosujac: bezposredni wysiew na plytki Petriego oraz z
rozcienczen: 10"~ 10", 10"A. Posiewy inkubowano w temperaturze 37°C badz 55°C w zaleznosci
od rodzaju badanego szczepu. Po okresie hodowli wynoszacym 72 godziny okreslano liczbe
wyrosnietych kolonii. Wyniki podawano jako liczbe komérek zdolnych do wzrostu w postaci ko-
lonii czyli CFU/cm”.

7.6.2. Oznaczenie liczby bakterii przetrwalnikujgcych

Dla oznaczenia liczby przetrwalnikdw, badane proby poddawano szokowi termicznemu
(ogrzewano w czasie 10 min w temperaturze 80°C). Zabieg ten zniszczyt formy wegetatywne
bakterii. Nastepnie, z szokowanej termicznie zawiesiny wykonywano kolejne dziesietne rozcien-
czenia: 10"\ 10", 10" i wysiewano na ptytki Petriego z podtozem bulionowym. Inkubacje plytek
prowadzono analogicznie jak podczas okreslania ogdlnej liczby bakterii.

7.6.3. Wyniki pomiaréw na skutecznos$¢ sterylizacji

Na wstepie przeprowadzono badania na instalacji doswiadczalnej dla wody pitnej. Celem tej
préby byto sprawdzenie czy nie nastepuje wtérne zakazenie podczas poboru sterylnych probek
z instalacji. Sterylizacje wody prowadzono w temperaturze 140°C i w czasie 20 s. Analiza tak
sterylizowanej i pobieranej z instalacji wody wykazata jej jatowos¢. W oparciu o te badania uzna-
no, ze mozna przystepowac¢ do badan zasadniczych. Badanym medium byty wodne roztwory
zawierajace bakterie Bacillus subtilis lub Bacillus stearothermophilus. Wyniki analiz mikrobiolo-
gicznych ptynow sterylizowanych w réznych warunkach podajg tab. 3 i 4.
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Tabela 3
Whptyw warunkoéw sterylizacji na przezywalno$¢é komérek Bacillus subtilis
(seria 1 -5). Seria O - ptyn przed sterylizacja
Seria Natezenie Warunki sterylizacji Liczba komorek CFU/cm® Przezy-
pomiarowa Przeplywu  temperatura Czas Ogélna Liczba walnos¢
cieczy °C s liczba przetrwal- %
10@me/h, komérek nikow
0 _ _ _ 6,25x10® 4,85x10™ 100,0
1 50 140 23,7 0,0 0,0 0,0
2 90 140 13,3 0,0 0,0 0,0
3 195 130 6,3 0,0 0,0 0,0
4 120 105 10,0 5,0 5,0 0,0
5/1 252 120 45 2,5x10* 2,5x10* 0,0
5/2 252 120 45 1,7x10* 1,7x10* ~0,04

W tab. 3 zamieszczono wyniki analiz préb zakazonych przed sterylizacjag komérkami Bacillus
subtilis. Plyn przed sterylizacjg zawierat 6,25x10® CFU/cm®. Liczba form przetrwalnych réwnata
sie 4,84x10™* kolonii w cm® badanej proby. Warunki sterylizacji zastosowane w seriach 1, 2 i 3
catkowicie zniszczyly przetrwalniki fi. subtilis. W prébach 4 i 5 niektére przetrwalniki zachowaty
zdolnos¢ wzrostu. W serii 4 przezyto okoto 0,01% wyjsciowej ilosSci przetrwalnikéw, a w prébie
5 - okoto 0,05% przetrwalnikow wykazato zdolno$¢ rozwoju. Wynik taki potwierdza dane literatu-
rowe (9,10), iz stosowanie tak niskich temperatur sterylizacji (105°C, 120°C) jest niewystarczaja-
ce i wymagatoby znacznego zwiekszenia czasow jej oddzialywania. Zastosowanie prawidto-
wych parametréw procesu (serie 1-3) pozwala catkowicie wysterylizowa¢ badane medium.
Proby zakazone przed sterylizacjg komoérkami Bacillus stearothermophilus (tab. 4) zawieraly
w 1 cm® 5,6x10™ przetrwalnikdw.

Tabela 4

Wptyw warunkow sterylizacji na przezywalnos¢ komoérek Bacillus stearothermophilus.
Seria 0 - ptyn przed sterylizacja

Seria Natezenie Warunki sterylizacji Liczba komoérek CFU/cm® Przezy-
pomiarowa prz?plywu Temperatura Czas Ogodlna Liczba Wa';‘(’éé
1((;gnciz®)//h °C s ’ Iicz?a przgttwal— %
omorek nikéw
o _ . - 2,5x10® 5,6x10% 100,0
1 55 148 21,5 0,0 0,0 0,0
2 70 140 17 0,0 0,0 0,0
3 55 133 21,5 0,0 0,0 0,0
4 60 125 20 0,0 0,0 0,0
5 190 144 6,2 0,0 0,0 0,0
6* 220 136 55 0,0 0,0 0,0
7 100 139 12,0 0,0 0,0 0,0

6* - plyn przetrzymany w rozprezaczu 0,5 h, korncowa temp. 119°C.

Tak jak wida¢ z danych zamieszczonych w tej tabeli w prébach po sterylizacji przetrwalniki
nie wykazywaty zdolnosci wzrostu. Dane te Swiadczg o tym, ze zastosowane we wszystkich ser-
iach warunki sterylizacji skutecznie zniszczyty przetrwalniki termofilnego szczepu Bacillus stea-
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rothermophilus. Wyniki przeprowadzonych badan mikrobiologicznych potwierdzajga petng przy-
datnosc instalacji do ciagtej sterylizacji cieczy i zawiesin metodg UHT.

8. Podsumowanie

1. Opisano czynniki wplywajace na skutecznos$C sterylizacji oraz metodyke badan porow-
nawczych stosowanych przy sterylizacji cieczy.

2. Na podstawie danych literaturowych dokonano wyboru mikroorganizmoéw do badan testo-
wych i warunkéw sterylizacji.

3. Omoéwiono budowe i zasade dziatania wlasnej instalacji do ciggtej sterylizacji cieczy meto-
dg UHT wykorzystujacg iniekcje pary do przeptywajacej cieczy, oraz przeprowadzono na niej ba-
dania testowe sterylizacji cieczy zawierajgcych bakterie B. subtilis i B. stearothermophilus.

4. Stwierdzono poprawne dziatanie instalacji zapewniajgcej przy zachowaniu whasciwych
parametrow sterylizacji (czas i temperatura) uzyskanie jatowej cieczy.
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Efficiency of a Continuous Thermal Sterilization

Summary

An installation for continuous thermal sterilization with steam injection into liquid, constructed within
the research project CPBP 0.4.11., has been presented. The installation output is 0,05 to 0,25° m/h. Feas-
ible sterilization conditions: temperature up to 150°C, holding time to 200 s.

To determine the sterilization efficiency, a direct method was applied. A liquid containing a defined
number of microorganisms was introduced to the sterilizer. Two strains of Bacillus were used. Next, the
number of microorganisms was determined in the liquid after sterilization.

Tests confirmed full applicability of the installation for continuous sterilization of liquids.
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