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1. Sziirés

A sziirés a hig biologiai szuszpenzid (pl. fermentlevek) szétvalasztasanak megalapozott és
sokrétlien alkalmazhatd miivelete. Végrehajtasara sokféle kialakitdsa berendezést
alkalmaznak. A sziirés sordn a folyadékot lyukacsos szilard anyagon vagy sziirbanyag rétegen
nyomatjak at. A lebeg6 szilard részecskék részben vagy teljesen visszamaradnak a szlir6n. Ez
egyszerll és jol kezelhetd vegyipari miivelet jol definidlt kristadlyok esetében. A kicsi és
képlékeny sejtek jelenléte azonban megneheziti a fermentlevek vagy mas biologiai oldatok
szlirését. A klasszikus szakaszos sziirési modszerek alkalmazédsaval a miivelet legtobbszor
tulsdgosan lasst lenne az ipari 1éptékii technologidkban.

A szlirdberendezések kialakitdsa igen valtozatos, a hagyomdnyos keretes szlirOpréstdl a
vakuum dobsziirdig sokféle konstrukcio jott létre. A legismertebb, a keretes sziirdprés sorba
rendezett fém szlir6tarto keretekbdl all, a szilard anyag az elemek kozotti térben rakodik le. A
szlir§ anyaga lehet a keretre szerelhetd vaszon, celluldéz sztir6lap, esetleg fém (rozsdamentes
ac¢l). Nagyobb mennyiségii sziirélepény kialakuldsa esetén a szlir6tér megndvelhetd a kdzbe
illesztett nyitott (lires) keretekkel. Ezt a sziir6tipust akkor célszerti alkalmazni, ha viszonylag
tomor, kis nedvességtartalmu sziirlepényre van sziikség.

A biologiai elvalasztdsokndl az eltéréseket a szlirdn Osszegylld sejttomeg tulajdonsagai
okozzak. Sok biologiai rendszer képez a sziirésnél strli, nyalkds, ragacsos, atjarhatatlan
lepényt. Ezeknél a sziirhet0ség érdekében a levet elokezelésnek kell aldvetni. A biomasszat
legtobbszor csak szlir6segédanyag (filter aid) adagolasaval lehet elvalasztani. Ezek az
adalékok (pl. diatdbmafold) aggregdld és szerkezetjavitd hatastak. A hagyomanyos (dead end)
sziirésnél egy folyadékfazist (sziirlet) €s egy tobbé-kevésbé szilard fazist (sziirdlepény)
kapunk szakaszos miiveletben

Sziirésnél a nyomdsesés tilnyomd részét a sziirblepény okozza. Az 0Osszenyomhato
szlirdlepény megneheziti a szlirést és annak matematikai leirasat is. Rdadasul ez az egyre
vastagodd réteg teszi a sziirést tipikusan szakaszos miiveletté. Mindezek alapjan érdemes
keresni a lehetdséget a sziirdlepény nélkiili szlirésre. Erre egy megoldas a vakuum dobsziird,
amelynél a dob feliiletérdl eltavolitjak a szliréréteget, ezaltal tiszta szirfeliiletet hoznak 1étre.
A masik lehetdség a keresztaramu (cross flow) tangencidlis sziirés alkalmazésa.



A sziirési modszerek alapvetden kétféle modon csoportosithatok:

-Sziiréréteg alapjan: -Hagyomanyos sziirés a sziirdn at (celluldz, iiveg)
-Segédanyagokkal torténd sziirés (perlit, diatdémafold)
-Membranszirés

-A szlirés iranya alapjan: -Normal flow filtration NFF (dead end)
-Tangential flow filtration TFF (cross flow)

2. Mikrosziirés

Mikrosziirésnél az elvalasztandd részecskék nem oldott molekuldk, hanem lebegd szilard
fazist alkoto testek. A mikrosziiré membran jo1 definialt porusai 0,1-1 pm tartomanyba esnek.
A nagyobb méretek miatt az elvélasztds diffuzios jellege teljesen hattérbe szorul, és a
membran szita hatasa érvényesiil. A poérusokon szabadon 4athatolnak az oldott anyagok, kis és
nagy molekuldk egyardnt. Teljes visszatartds érhetd el €16 sejtekre, ami lehetdévé teszi az
¢lelmiszer iparban kiilonféle oldatok (bor, sor, gylimoleslé) sterilre szlirését.

3. Tangencialis sziirés

A szlir6lepény altal okozott problémak masik kikiiszobdlési modja az un. tangencialis sziirés,
amelynél a szlirfeliileten létrehozott erdteljes turbulens aramlds akaddlyozza a szilard
részecskék lerakddasat. Ez a megoldas altaldban egyiitt jar a betoményitett szuszpenzid
elvételével, azaz a keresztaramu (cross flow) sziiréssel. A keresztiramu sziirésnél két
folyadékfazis Iép ki a szlirdanyag (membran) két oldalardl folyamatosan. Az egyik a szlirén
atlépo tisztitott folyadék (szlirlet, permeatum), a masik a visszamaradt folyadék, amely
értelemszerlien gazdagabb a szlir$ altal visszatartott anyagokban (koncentratum, retentatum).

A keresztaramti szirés altalanos elv, tobbféle miiveletnél is alkalmazzak. Ez az elv
megvaldsithatd a membran szlirés esetén is, melynek tobb tipusat kiilonboztetjik meg a
membran altal visszatartott és atengedett komponensek alapjan. Ezt a méret szerinti
elvalasztast a membran j61 definialt pérusatmérdje hatarozza meg.
Membran miiveletek mérettartomanya:
-Ionok, kis molekulak: reverz ozmozis, elektrodializis
-Makromolakuldk (pl. fehérjék): ultrasziirés. Mérettartomany: 500—-100000 Da.

Porusméret: 1-1000 nm.
-Lebego szilard részecskék (pl. sejt): mikrosziirés. Porusméret: 0,1-1 um.
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1. abra. Keresztaramu szir6 rendszer

A tangencidlis dramldsu sziirésnél a sziiréfeliilettel parhuzamos (érintdleges, tangencidlis)
aramlast hoznak létre, amely megakadalyozza a visszatartott anyagok lerakodéasat (2. abra).
Az aramlasi kép kialakitdsara valtozatos technikai megoldasokat alakitottak ki, pl. keringetd
szivattyaval fenntartott intenziv aramlas, mechanikus keverés a sziiréfeliilet kozvetlen
kozelében, vagy maga a szlirOelem forog nagy sebességgel a folyadékban. A cirkulacids
megoldasnal technologiai feltétel a nagy linearis sebesség a szlirdnél, ami azt jelenti, hogy a
keringetés térfogatarama legalabb egy nagysagrenddel meghaladja a sziirlet térfogataramat.
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2. abra. Keresztaramu szirés

A keresztdramu sziirés tobb vonatkozasban is eltér a hagyomanyos szlirést6l. A szuszpendalt
részecskék koncentraldsara alkalmas, nem kapunk szilard sziirdlepényt. A mikrosziirés kulcsa
maga a sziirbanyag, a membran. Ezek a membranok vékonyak és mikropdrusosak. A pdrusok
kicsinyek és monodiszperzek, azaz kozel azonos atmérdjiiek. Funkciojuk szerint vissza kell
tartaniuk a kivant szilard részecskéket, ugyanakkor lehetéleg gyorsan at kell engedniiik a
folyadékot. A kis atmérdjii porusok aramlasi ellendllasa nagy, ami nagy nyomaskiilonbséget
tesz sziikségessé. Ez alapvetd kiilonbség a hagyomanyos szliréanyagokhoz képest
(szirévaszon, szlir6lap). Ez utdbbiak ateresztoképessége nagy, aramlasi ellendllasa kicsi. A
szlirdanyag ellendllasa altalaban elhanyagolhato a szlirélepényé mellett.

A mikrosziird miikodhet szakaszos és folytonos iizemben is. A betaplalas legtobbszor hig
szuszpenzid, a szlrlet eltdvozasaval viszont fokozatosan betoményedik. A viszkozitds még a
koncentraciondl is erdteljesebben emelkedik, ezaltal a keringetés egyre nehezebbé valik.
Szakaszos lizemben a betoményitett levet idonként leengedik, és a berendezés kitisztitasa utan
ujabb adag lével folytatodik a feldolgozés. Folytonos lizemben a folyamatos betaplalassal és
elvétellel az allandosult 4llapot hosszabb ideig fenntarthato.

Ha a szilard fazis (tokéletes) elvalasztdsa a cél, a mikrosziirésbol kikeriild koncentratumot
centrifugalassal vagy hagyomanyos sziiréssel dolgozzak tovabb fel.

Erdemes megvizsgalni a sziirék kialakitasat, alakjat. A mikrosziirésnél a sziirlet fluxusa
sokkal kisebb, mint a hagyomanyos sziiroknél. Ezt joval nagyobb sziirdfeliiletek beépitésével
ellensulyozzak. A késziilék kiils6 méreteit viszont nem célszerli tilsdgosan novelni, ezért a
szlréfeliiletek “0sszehajtogatasaval” igyekeznek minél hatékonyabb berendezéseket épiteni.
Harom alapkoncepcid terjedt el: a keretes Osszeallitds, a spirdlmembran modul és a
csomembran modul. A keretes elrendezés 1ényegében megfelel a keretes sziirdprésnek,
megfelel6 membrannal felszerelve. A feliilet/térfogat ardny a legkisebb, de eldényére szdl,
hogy eltoémddésre kevéssé hajlamos, szétszereléssel konnyen tisztithatod, €s membranszakadas
esetén csak egy, viszonylag kis feliilletli és értékii darabot kell kicserélni. A spiralis
tekercsmembran és a csOmembran modulok feliilet/térfogat ardnya kedvezobb, de
érzékenyebbek pl. az eltomddésre. A spirdlis membrantekercs egy jokora boritékra vagy
foliazacskora emlékeztet, amelynek a belsejébe taplaljadk be a levet, és a kiilsé feliileten
jelenik meg a szlirlet. Az egész lazdn feltekerve egy hengeres hazban (modul, patron)
helyezkedik el. A csOmembran modulokban néhdny mm vastagsagi mikroporusos
csomembranok talalhatok. A folyadék a csovecskék belsejében dramlik, a falon atlépd sziirlet



a csovek kozott, a “kopenytérben” jelenik meg. Mindkét modulnadl a membran karosodasa
esetén az egész modult cserélni kell.

4. Technologiai paraméterek hatasa a sziirésre:

A vadonatij membran tulajdonsagai a legelsé hasznalatba vételnél er6sen megvaltoznak.
A membran dregedésére hato legfontosabb tényezdk:

-fehérjék adszorpcidja a membran feliiletén

-(irreverzibilis) gél vagy rétegképzOdés a feliileten

-szilard részecskék (sejttormelékek), vagy fehérjék "beszorulasa" a membran porusaiba.

A folyamat hajtoereje a nyomas kiilonbség:

Sziirlet

3.Abra. Transzmembran nyomas

TMP: Trans Membrane Pressure: ,,The differential pressure from the upstream side of the
membrane (applied pressure) and downstream side (permeate). The applied pressure is the
average between the feed and retentate pressure.”

_ (Pbe + Pki)

TMP — Pszirlet
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4.Abra. TMP hatésa a sziirlethozamra
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5. Gyakorlat

A gyakorlat célja:
o Keresztaramu szlir6berendezés milkddésének megismerése. Tiszta viz fluxus
meghatarozasa. Optimalis TMP érték meghatarozasa fermentlére.

Berendezések:
Fermentor: Zentai fermentor, 7 | térfogatu
Keresztaramu sziird: Sartorius JABSCO SartoJet, PUREFLO 21 — Diafragma Pumpa
Membran: Sartorius tipusi Sartocon Slice Casette (membranszlird kazetta), Hydrosart
membran, 0,45 pm porusatméro.
A membran jellemzoi:
-Celluléz membran, hidrofil, széles pH és hdmérséklet stabilitds. Hidrofil tulajdonsédganal
fogva a fehérjék, virusok nem adszorbealodnak a membranhoz.
-Biotechnologiai és gyodgyszeripari hasznalatra kifejlesztett membran. Alkalmas az alabbi
részecskék toményitésére: emlds sejtek, baktériumok, élesztok, sejt lizatumok.
-Pérusméret: 0,2 és 0,45 pm porusmérettel kaphat6.
-Kazetta méret: Standard Casette: tizemi-, féliizemi méret
Sartocon Slice: kisebb mennyiségii oldatok sziirésére
-Ppe: max 4 bar
-Hémérséklet: max 50 °C
-pH stabilitas: 2-14.



Sartorius Hydrosart mikrosziird kazetta és kazetta tarto

5.1. Elékésziiletek a gyakorlathoz:

A gyakorlaton Pseudomonas putida FI1 sejttenyészetet szlriink. Ehhez a kovetkezd
elokésziiletek sziikségesek: nagyobb mennyiségii (6-7 1) fermentlé eléallitasa.

A gyakorlat eldtt 2 nappal le kell oltani az inokulumot és sterilezni kell a fermentort.

Az inokulum: 3x150 ml LB taptalajt (pH 7.0) plate-rdl kaccsal leoltunk P.putida sejtekkel, a
lombikokat razogépbe tessziik és overnight razatjuk (37 °C, 200 rpm).

A fermentort 6sszeszerelve, 5 1 LB taptalajjal (pH 7.0) egylitt autoklavban sterilezziik.

A gyakorlat elétt 1 nappal az inokulummal leoltjuk a fermentor taptalajat (kevertetés: 200
rpm, hdmérséklet: 37 °C, levegbztetés: 200 I/perc). A tenyészetet kb. 12 éran at novesztjik.
Masnap ezt a tenyészetet hasznaljuk a szliréshez.

5.2. Keresztaramu szurés

A sziirés alatt kiilonosen fontos a helyes nyomas viszonyok megtartasa. Ugy kell a pumpéat
beallitani, hogy a belépd oldalon (feed) a nyomads legaldbb 0,5 bar legyen. De a legfontosabb
arra figyelni, hogy a membran két oldalian a nyomaskiilonbség nem lehet nagyobb 0,5 bar-
nal. Ennél nagyobb nyomaskiilonbség hatdsara a membran karosodik!

Pback = Pszirlet — Pki < 0,5 bar

Hatsé nyomasrdl (back pressure) akkor beszéliink, ha a permeat (sziirlet) oldali nyomas
nagyobb, mint a retentdt oldali nyomas. Tehat a permeat oldali nyomas max. 0,5 bar-1 lehet
nagyobb a retentat oldali nyomasnal.

A sziirés kivitelezésénél a retentdt és permeat oldali szelepekkel ,,jatszunk”, azaz manudlisan
ugy allitjuk be az aramlasi értékeket és a retentat oldali nyomast, hogy a megfelelé nyomas és
térfogati viszonyok érvényesiiljenek. Altaldban a permeat oldali szelepet teljesen kinyitjuk,
azaz a sziirlet ,,szabadon tavozik™. Igy lehet a legkénnyebben biztositani, hogy ne alakuljon ki



tul magas hats6 nyomas. Szoktdk azt javasolni, hogy a retentat oldali nyomasmérdn legyen
nyomas, legalabb 1 bar, ilyen modon a teljes kazetta feliilet sziir.

A gyakorlat napjan a fermentaciot le kell allitani és a fermentlevet leengedni (kb. 6 liter).
Ezutan kovetkezik a fermentlé sziirése a cross flow szlir6berendezéssel.

1. feladat: Tiszta viz fluxus meghatarozéasa

A kezdeti tiszta viz fluxus értéket minden esetben az 0j kazettara meg kell hatarozni. Szlirés
és tisztitds utdn mindig Ujra meg kell mérni. A kazetta ateresztd képessége minden
hasznalattal romlik, soha nem lesz olyan jo, mint ,,4j kordban™. A tisztitas utani viz fluxust
Osszehasonlitva a kiinduldsi referencia értékkel, megtudhatjuk, milyen hatékony volt a
tisztitas. TObbszords hasznélat utan az eredeti érték 70-80 %-t lehet visszakapni. Ha kevesebb,
a tisztitast meg kell ismételni.

Permeate flux rate (LMH)
TMP

Water permeability =

(LMH: Liter/m?/6ra)

Kivitelezés: )
Beallitjuk a kovetkezd paramétereket: Pumpa sebesség: 10 %. Allandé pumpa fordulatszam
mellett kell a nyomast valtoztatni.

Ppe (bar) Py (bar) Pt (bar)
szelep teljesen
nyitva
0,5 0,2 0
0,7 0,5 0
1 0,75 0
1,2 1 0
1,4 1,3 0

A mérést a legkisebb nyomason kezdjiik. Minden egyes nyomads értéknél megmérjiik a
retentat és permeat oldali aramlasi sebességet (méréhenger, stopper) 1 perc alatt.

A kazetta sziirési feliilete 0,1 m?.

Abrazoljuk a kiilonboz6 fluxus értékeket a TMP fiiggvényében.
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5.Abra. A Hydrosart membran tisztaviz-atereszt képességét meghatarozo egyenes (példa)

2. feladat: TMP gorbe felvétele: Cél: adott fermentlére és membranra meghatarozni az
optimalis TMP értéket.

Azonos aramlasi sebesség mellett beallitani kiilonb6z6 TMP értékeket, Isd. el6z6 tablazat (a
retentat oldali szelep fokozatos zarasaval), és mérni a permeat oldali szlirlet mennyiségét
iddegységre vonatkoztatva. Ezt stopperrel és mérdhengerrel tehetjiikk meg. Eldszor kis TMP
értékeket allitunk be, majd fokozatosan noveljiilk. Minden egyes 1j nyomasnal 3-5 percig
recirkulaltatni kell a fermentlevet, hogy bealljon az egyensuly. A kisérlet alatt végig teljes
recirkulacio legyen, ne toményedjen be a fermentlé!
Abrazolni kell a fluxust (sziirlet hozamot) a TMP fiiggvényében.

3. feladat: Fermentlé betoményitése
Az optimalis TMP kozelében betoményiteni a fermentlevet a kétszeresére. Mennyi id6 alatt
toményedik be? Hogyan valtoznak a miikddési paraméterek a viszkozitds novekedésének
hatéséra?

A szlirés végeztével a membrant azonnal egy tisztitasi folyamatnak kell aldvetni,
megakadéalyozandd a membran eltomdédését azaltal, hogy tiiled¢k réteg rakodik ki a
fermentlébol. Az id6 eldrehaladtaval ez a réteg egyre tomorebbé valik és egyre nehezebb lesz
eltavolitani. Ilyen médon a membran hosszabb ¢letii lesz és megtartja kivant tulajdonsagait. A
tisztitas 1épései:

e 5 perces mosas izotonids sdoldattal. Kioldja a lebegd szaraz anyagokat.

e 10 perces mosas 0,1 M NaOH oldattal

e 10 perces mosas 0,5 M NaOH oldattal. Recirkulaltatas.

e mosas desztillalt vizzel, amig semleges lesz a pH.
Ha a membrant hosszabb ideig nem hasznaljuk sziikséges még egy 20 %-s EtOH oldatos
mosas is, a befertdzédés elkeriilésére. Ha pedig honapokig nincs hasznalatban, szétszerelés
utan a membrant 20 %-s EtOH oldatban zarhaté edényben kell tarolni.

A jegyzOkonyv tartalmazza:

-Rovid elméleti bevezetést a tangencidlis- és a mikrosziirésrol.

-A gyakorlat leirdsat.

-Az els6 két feladatnal tablazatban megadni a kiilonb6zé nyomas értékeket, a szamolt TMP
értékeket, s diagramon 4brazolni a fluxust a TMP fliggvényében. A 3. feladatnal leirni a
tapasztalatokat.



