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FOGALMAK: STERILITAS -- STERILITY

ASZEPTIKUSSAG -- ASEPTICITY

ELSZIGETELES, IZOLALAS -- CONTAINMENT

Mikrobak elpusztitasa
Mikrobak tavoltartasa a kornyezettol
Patogének
Virusok vakcinatermelés
GMO-k
rDNS termeléssel
kapcsolatos problémak

Mikrobak tavoltartasa a rendszertol
aszeptikus miikodés=steril miikodés

OECD 1986 — Recombinant DNA
Safety Considerations
EC 1990 Council Directive on the
IRNENEEALG] | Contained use of GMOs
GMO
Il.: a tobbi
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FERTOZES HOZAM CSOKKENES
FOLYAMAT VISELKEDES (KINETIKA) VALTOZAS
PLUSZ STERILEZESI IGENY
) TELJES SARZS TONKREMEHET
Extra munka, pénz (LEPTEKFUGGO KAR)
PROBLEMA A DOWN-STREAM-NEL




I. A fertStlenitd hatas fokozatai:
Csiraszamcsokkento hatas (szanacios effektus)
Baktériumszaporodast gatld hatés (bakteriosztatikus hatas)
Baktériumolo hatas (baktericid effektus)
Sporadlo hatas (sporocid effektus)
Virusinaktivalé hatas (virucid effektus)
Gombaelemeket pusztito hatas (fungicid effektus)
Parazitakat pusztit6 hatas (paraziticid effektus)

I1. A fert6tlenito eljaras csoportositasa:
Kémiai

Fizikai

Kombinalt fertdtlenitd eljarasok

STERILEZES

Csiramentesités, pusztitas ill nov. gatlas moédszerei :

Fizikai
mechanikai modszerek: sziireés,
elektromagneses besugarzas:
UV, rontgen , gammasugar

hohatas.

Kémiai modszerek: dezinficialas

Mikrobak hopusztulasanak torvényszeriiségei
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MIKROORGANIZMUSOK

szaporodasi héfok tartomanyai

gdreme
themnophile

themnoptile
tesophile

paythrophile
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- a h6érzékenység fligg a mikroba fajtajatol
- vegetativ sejtek sokkal érzékenyebbek a hdhatdsra, mint a
“kondenzalt Iétformaji"(csokkent szabad viztartalmi)
baktériumsporak

Vegetativ baktérium és élesztosejtek

Fonalas gomba konidiospérak  2-10

Baktérium sporak

Virusok-bakteriofagok
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-a héérzékenység még adott spéciesz esetén is tobb tényez6tol fiigg:
a sejt eloéletétol, koratol
(igy az exponencialis névekedési fazis sejtjei
érzékenyebbek a stacionarius fazis sejtjeinél)

-valamennyi sejt szenzitivebb nedves hével szemben,
mint szaraz hével szemben

-a héérzékenység (a hépusztulas) né a h6mérséklet emelkedésével,

-a h6érzékénység fiigg a mikrobasejtet hordozé kézegtol
tapoldat pH-jatol, viszkozitasatél, ozmézis nyomasatol,
védoanyagok jelénlététél, edény falatol
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dN _
dt

kN

N é16 csiraszam [db/cm?]
k hdpusztulasi sebességi allando [min-'].
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MODSZER k
meghatarozasara

tga=k
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MITOL FUGG Kk? Mikroba ....fajta és ,,forma”
Kozeg
homérséklet

Arrhenius-egyenlet In k

A empirikus allando; (G.st.:9,5%10°7 min)
E,- hépusztulas latszolagos aktivalasi
energiaja [KJ/mol] (G.st.: 70 kcal/mol) Tl( K])

Médszer a meghatarozasra
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Mikroba Ea [KJ/mol] J|E2

Bacillus subtilis
(vegetativ)
Bacillus subtilis
(sporak)
Bacillus
stearothermophilus
(sporak)
Clostridium botulinum
(sporak)
Hemoglobin
(hodenaturacid)

Téapoldat komponensek hobomliasanak latszolagos aktivalasi energidja [kJ/mol]

Szénhidratok és fehérjék kozotti reakcio 130,6
B, vitamin bomlasa 87,9
B, vitamin bomlasa 98,8

BIM SB STERILEZES

Atlagos élettartam




BIM SB STERILEZES
2008

A hopusztulas valésziniiségi értelmezése

Kinetikai leiras ha N >>1 JO! Ha nem, egyre rosszabb!!!
EZ IS sztohasztikus folyamat,

Definicié: egy csira élettartama alatt azt az adott héfokon értelmezett
idotartamot értjiik, amely alatt a csira még életben marad.

Life span
populici6 atlagélettartama

N, €10 csirak kezdeti szama
N; a t, élettartamu csirak szama

Atlagos hépusztulasi sebességi allando
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annak valsége, hogy adott t idépontban a tulélék szama éppen N
(ahol N= 0,1,2....No), binomalis eloszlast kovet:

t) = —E‘[ annak a valsége, hogy egy csira
p( ) = az adott t idopontban még tuléld
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N(t):(i' ek

Mi annak a valsége, hogy mikrobasejt elpusztult egy t idopontban?

Py(t)=(1- e‘kt)N° <1

Mindig 0-nal nagyobb annak a valésziniisége, hogy
legaldbb egy tilélé csira marad:

— N0
1-Py(t)=1-(1-e] " >0
Sterilezésnél N, >>1

~Nye ™™ —kt
1-P)(t)=1-¢™ —e " =Nge
amelyben N = N e ™.

eX~ 1-x+...sorfejtés szerint
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Mit jelent tehat a sterilezés biztonsaga? Pl.:

99,9, P,(t)=0,999 1-PO(t)=0,001=10-3

<4 Annak valsége, hogy a sterilezés nem sikeriilt,
azaz maradt (legalabb 1 tilél6:103)

4+ Annak valsége, hogy a sterilezés sikeriilt,
azaz nem maradt 1 talélé sem :0,999

+ Minden ezredik sterilezésnél megengedett egy sikertelen sterilezés
Valosziniileg ezer sterilezésbol egy nem sikeriil

+ Sterilezés utan a rendszerben maradt é16 csirak szama (db)
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Technikai megvalodsitas:
Szaraz hovel holégsterilizator

Nedves hovel (telitett vizgdz)
autoklav
szakaszos to. sterilezés
folytonos to. sterilezés
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sle?n_uhaust pipe
steam from jacket into chamber
1 _—IT_-_

inner chamber
N
steam in
culture I
medium

<

to drain steam'supply
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Hépenetracios gorbe

120-130°C

20-25°C

STERILEZES

Fermentacios tapoldatok szakaszos sterilezése

hatéviz
 —

kondenz

-

direkt goz hatéviz

STERILEZES

viz

Osszemérheto szakaszok!

kondenz
—

MERETFUGGO
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hopusztulas a fiités alatt:

hépusztulas a héntartas alatt:

Példaul: 0,20
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v In Méretérzékeny!
faktor

1073 N,=10°/ml

10°.10°
0>
5 4 3

10 m %:10‘5 V=368

s 10°.10°.10°

0—3

100 liter 10" V=322

100 m =10" V=392

10x-enként 2,3-mal n6é
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Fermentacios tapoldatok folytonos sterilezése

Fermentor méret hatar Kihasznaltsag: (kg termék/fermentor.m?.év).

Folytonos miivelet elonyei:

-nagyobb héomérsékleten (135-150 °C) végezhetd

-a rovidebb idejii sterilezés
-sterilezés biztonsaga né, egyenletes: st-st-ben miikodik
-kisebb a tapoldat komponensek h6bomlasa

-nem kell keverni a st. alatt (nem lev. Kkev telj. nagyobb)

-fehérjéket, cukrokat kiilon lehet sterilezni és keverdtartilyban
egyesiteni

-a folytonos folyamat reprodukalhato,

-egyforma mindségii steril tipoldatot szolgaltat
ez noveli a fermentacios hozamot,

-a folytonos sterilez6 berendezések, a miivelet konnyen
szabalyozhaték, automatizalhatok.
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Miiveleti megoldasok:
GOZINJEKTOROS

tapoldat
vakuum

tartasi szakasz

expanzios szelep
steril tapoldat

12
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LEMEZES HOCSERELOS

. h é
steril

tartasi szakasz

—-— e = = -

tapoldat

g0z + T
\_/ Y

felfiités|
/N (N

\

!

elomelegités
tapoldat

OC . 2-3 min (

20s

STERILEZES

SPIRALHOCSERELOS
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STERILEZES

STERILEZES
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TAPOLDAT

TISZTITOSZEREK
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—iT

- _

STERILEZES

STERILEZES

Folytonos sterilezé allomas kapcsolasa

X

X

| Wy =

STERIL

TISZTITO KOR

REGENERALO BYPASS O

BYPASS

O]

(O~ MEREsI PONTOK

REGENERAL(]
FOTO-HOTO

TARTASI SZAKASZ

30s 140°C

O

O TAPOLDAT

}

HUTOVIZ
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Folytonos tapoldat sterilezdk (tervezési) szamitasa

N 0 _ _ L L - tartasi szakasz hossza (m
In— = kAt —
A tartasi szakaszra: N w -tapoldat térfogatirama (m3/min)
v q - tartasi szakasz cso keresztmetszete
(m?)

Dugéaram (plug flow)

)

U=Umax

O Turbulens aramlas

U=082%u__

Laminaris aramlas

u=0,5%umax
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N(L) 4y.exp(Pe / 2)

N, (1 N y)z exp(ylz)e) — (1 - y)2 exp(— y?j

Da = kL/ ﬁ Damkoéhler szam vagy reakcioszam,
Pe = ulL./ D IEZEEZLY

16
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STERILEZES

KEVERO TENG.
TOMITES
INOKULUM

N LEVEGO EL SAV, LUG,HBG/

/

MINTAVENG
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KEVEROTENGELY
BE-,KI-LEVEGO
ADALEKOK:
CSOVEK
SZELEPEK
INOKULUM VONAL
SZENZOROK
SZIVATTYUK

DOWN-STREAM: STERIL
NEMSTERIL

BIM SB STERILEZES

Vessel

SILCUEECIUI STERIL ViZ - KENES

Gear box

18



Steam or
air inlet

l Cooling
water in

A csuszogylrik kenése kondenzvizzel Gooling

water out

Steam  Air -— ; -

dl

X

Double
mechanical
seal

Condensate Condensate To the To the

steam mechanical
trap seal

Resarvoir
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Sterile air

STERIL OLTAS

Spore
suspension
vessel

Ptant fermenter
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STERIL OLTAS 2

Fermenter

BIM SB STERILEZES

2008
TERMODINAMIKUS KONDENZEDENY
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MEMBRANSZELEPEK

[ _Cover

,——Caver gasket
L -Cover bolt

Hinge pin

A ringe VISSZACSPOSZELEP

Disc

BIM SBA gdzsterilezés alapjai jol ismertek, de egy aktualis, j01 miikodo rendszert
2008meg‘[ervezni mégis nagy kihivas”
30 év, W.D.Wise (Eli Lilly), ChemicalProcessing.com
Mit tegyiink?
-légtelenités (telitett goz!), a levegd ,,higitja” a gdzt, 1égzsakok
pre-vakuum ciklusok:csovekbol, porozus alkatrészekbol, vattadugo, géz

-minden alacsonyan 1év6 ponthoz kondenzedény, v. k-leftivato.
csovek a legalacsonyabb pont felé lejtsenek, homérdk az alacsony pontokra
-A tilnyomas nem elég: ha lyuk van pl. steril levegévezetékben, be fog fertézodni
( Venturi effektus beszivja a nem st. levegot)
-St utan, ellennyomas st.levegével vakuum elkeriilésére (g6z kondenzal ~ vakuum!)
--Kdnnyen tisztithato kivitelek

Mit ne tegyiink?
-Légzsakok ,,6D szabaly”, ma inkabb 2,5D a mérvadd
-Ne hasznaljunk kozos elvezetd csoveket ‘
-Ne legyen stagnalo fels6 szakasz LT i
=

-Ne hidd, hogy a levegé leszall, mert nehezebb a géznél

21
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STEAM OUT

STERILE _A_ln_ﬁz_
INLET

Fig. 7: Depth filter.
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STEAM # 100 mm

e 4

0.5 mm HOLE SIZE Q
\'\4:7;;

ey
g GLASS WOOL
STEAM fPmeed |
INET by | |~ b
| AcTivE |
| CARBONE
@ 3x5 mm
1 d
|
STAINLESS STEEL
NET | GLASS wooL
0.1 mm HOLE SIZE\
ORDISC ""T

8'1_|

-3

__g1_/

STEAM IN

STERIL AIR
OUTLET

STEAMIN

/7////

LASS WOOL

///

TO HEAT EXCHANGE
FROM 180 TO 60°C

INSULATION

INSTALATION SCHEME

Y PASS

100
HEAT
|||EXCHANGER

AlR COMPRESSOR | TO THE PILOT PLANT

Y DRAN

Fig. 8: Antiphage system.
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16gzit6 vitorlak

réolvasztott
sapka

O-gytiriik
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Sokrétrgli
hajtogatott sziiréan;
Folyadék elvezetéss|

Er6s kiilsé haz

. Nyomasallo

belsd henger

Csavar6 zar

STERILEZES

EMFLONR

T 26z lefavatd

szUr6gyertya

leveg® be '._\ [ levegbki

—

g6z be

1 kondenzatum
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A tapoldattal egyszerre, vagy kiilon.

A géazsziird sterilezése.

fontos: hdmérséklet monitoraldsa, integritastesztek!!

Steam trapsf

BIM SB
2008

Air
Steam out

f

é Incinerator
Heat —
exchanger

Bioreactor

Incinerator: elmend gaz sterilezése

Temperature
Sensor

Ll

Air
outlet

_ Insulation

Electrical 1
heating

S

Incinerator
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NIEFW
he

CIP putlet KA

Exhaust =

CIP
(CLEANING IN PLACE)

Overlay

Steam
supply

Figure 18, Simplified CIP piping disgram.

BIM SB  Szorofejek és elhelyezésiik
2008 o

| B) Kever6s reaktor két szorofejjel

CIP supply
Condensate

C) Szor6 szelep;
a) szorofej kilépés; b) tartalyba szerelés;
¢) kondenz el; d) Pneumatikus aktuétor; D) szérészelepek kozvetleniil a

e) t.isztit(') detergens vagy g6z; isztitand¢ kritikus feliiletre irdnyitva
f) tisztitd detergens kilépés
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BIM SB CIP Variables
Mechariaol

Chemical
{Detergent)

Temperature

The CIP Skid controls the cleaning (“T.A.C.T.”)
parameters of Temperature, Action
(velocity/pressure), Chemical concentration and
Time ofexposure.

Matrix Piping
Integration of a
CIF System

DE@E
PROCESS WATER
RETURN PUP CIP RETURN
... .
USPWATER I L ;]
-2
t L

P o

DEDICATED)
BY v Lo s |
Ll TNk

H
3
2

il

—| CONDENSATE >

< plaNT AR

Bl CIP tank @ Airblow B CIP return temperature
transmitter

n Secondary dedicated water tank n CIP supply pressure transmitter
- CIP return flow switch
A CIP supply temperature

CIP return pump with low point g
transmitter

drain valve
3 Chemical addition system(s)

H Tank insulation [ Steam supply condensate
drip leg

CIP return conductivity

. ) transmitter
B cr supply flow transmitter

m Heat exchanger drain
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A legfontosabb hatéanyagok:
Etilénoxid
Ozon
Alkoholok
Fenol
Formaldehid
Glutaraldehid
Guanidinek
Hidrogén peroxid
Jodoforok
Klor és klorvegytiletek
Kvaterner ammonium vegyiiletek
Ortoftalaldehid
Perecetsav

Gazsterilezés: Etilén oxid (ETO)

forraspont 10.4°C azaz gaz halmazallapotu szobahémérsékleten

EtO reagal aminosavakkal, proteinekkel, DNS-sel— reprodukciot
megakadalyozza.

Sterilezés utan kilevegztetés a gaznyomok eltavolitasara,

Mianyagba csomagolt edények:Petri csészék, pipettak, injekcios fecskenddk, -tik,
egyéb orvosi felszerelés

(L R R T

gazsterilez6

27



Ozon sterilizacio:

O,—elektromos mezd — O atomok —O,
viz (ivo és szennyviz) és élelmiszerek (hus, tojas)dezinficialasa

Mind folyadék mind gaz formaban

Los Angeles a vilag legnagyobb 6zonos viz-kezel6 Gzemét Uzemelteti

Uszodak, palackozott vizeek konténereinek sterilezése

Antiszeptikum: olyanok, amelyek kevéssé veszélyesek: bér, nyalkahartya,
de nem megehetdk!!!

alkoholok, Hg, ezlstnitrat, |,-oldat,detergensek

Dezinficialoszer: megdlik a mikrobakat de spoéraikat nem feltétlenil.
Nem biztonsagosak emberi szGvetekre
Elettelen fellletek, padlo, fal....

hipokloritok, CuSO,, kvaterner ammonium vegyiletek,
formalin, fenolok
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Dezinficialas: Cu, Hg, Ag torténeti,
alkoholok, szerves savak ( tartésitas: tejsav,

ecetsav,szalicilsav, benzoesav
Klor-leadé vegyiiletek: NaOCI pH>9 )

Na.diklor-izocianurat pH=7 0,5-1%

H,0, : 4% oldat H,0 +O0,

biocidok
Perecetsav : 3% oldat ——— Evetsav+O,

Kvaterner ammoéniumvegyiiletek: min 0,2 %

benzalkénium klorid,
Alkil-dimetilbenzil-ammaonium kloridok keveréke;
alkoholos polivinilpirrolidon-iodid (10% w/v, szappan)

Na- lauryl ether szulfat (25 % wi/v);

Glutaraldehid : baktericid, sporocid, virucid,fungicid 2% , ligos pH:8,3 oldatban

Klérhexidin: kémiai antiszeptikum. Klérhexidin-diglukonat
Elpusztitja a (baktericid) a gram-pozitiv és gram-negativ mikrobakat,
bakteriosztatikum is. 0,05%
Mechanizmus: membran roncsolas.
Klorhexidin termékek nagy cc-ban szemtdl és fiiltdl tavoltartani ,
de kontaktlencse is:0,005-0,006 %o0s cc.ben

Formaldehid: sporocid, virucid,fungicid  0,5-1% vizes oldat, v g6zok ill gaz.

Etanol, izopropanol : 70%, nem sporocid! Csak a csirazé spérakat pusztitja




Boiling

Autoclave/
pressure
cooker

Dry heat/
Oven

Incinerator
UV radiation

Detergent

Chlorine

Alcohol

Concentration
of
Active Ingred.

heat

heat

heat
400 W/ecm2

1% (v/v)

0.01-5% (v/v)

70-85% (v/v)

Tempera-
ture
(F/C)

>175/80

250/121

350/177

>700/370

Contact
Time
(min)

15-30

Effective
Against
Live
Bacteria

Effective
Against
Spores

+
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