Downstream szUdrési muiveletek

e Cél: fermetorbdl kijovo anyagbol nagy
tisztasagu, magas bioldgiai aktivitasu termeék
el6allitasa, amely mentes mindenfajta
szennyezOtdl (endotoxin, baktérium-,
virustormelék stb.)

e Lépései:

1) Sejt f6tomeg eltavolitasa
2) Sejttormelék eltavolitasa
3) Végsa tisztitas sterilre szlrés



Downstream szlirési mlveletekrol
altalanossagban

e Virusmentesités (ha sziikséges):
— Hidrofil membranok (d;>0,04 um)
— Ultrasz(rés utan

— Az ultrasz(rést nem lehet virus eltavolitasra
hasznalni, mert kiszlirnénk a termeéket is

e Downstream rendszerek védelme

— Az olcsobb szlir6ket ,felaldozzak” a dragabb
rendszerek védelmében (kromatografias oszlopok,
membran-, ultrasz(rdk stb.)




Sejt fotomeg eltavolitasa

Magas szarazanyag tartalom és viszkozitas
miatt dead-end szlirés helyett crossflow szlrés
vagy centrifugalas

Mivel a membransz(rék kdnnyen eltomddnek
igy meélységi el6szlir6ket hasznalnak, mert
ezek kdnnyebben hasznalhatoak, és olcsobbak

Centrifugalas utan, tikrdsre sz(iréshez

Propilén mélységi szlrdk. EmIds: 1-5 um,
baktérium: 0,3-1 um



Maradék sejt, és sejttormelék
eltavolitasa

* Tovabbi tisztitas, akar sterilitasig is
 Kromatografias tisztitas vagy ultrasz(irés elott

* A szennyezb koncentraciojatol fiuggden mas
szUro:
— Magas konc.: PP mélységi sz(r6 (0,5 um) vagy
gyantatval impregnalt tivegszalas sz(r6 (1 um)

— Alacsony konc.: hidrofil membransz(ré6 (0,45 v. 0,2
um).Ez mar sterilre sz(r



Veégso tisztitas, sterilre szlres

A termeék gy(jtotartalyos tarolas kdzben
szennyezOdhet

Csomagolas, kiszerelés el6tt vegso tisztitas kell
Hidrofil membransz(rdkkel (0,2 pum)

Kis termékkoncentracio esetén specialis, kis
fehérjekotd képességli membran



V44 77

Szlir6k gbzsterilezese

In situ gozsterilezést alkalmazunk

Bizonyos sz(ro6tipusok autoklavban is
sterilezhetbek

Legalabb 121°C-on 30 percig 100 kPa-s gbzzel
sterilezés

Az in situ sterilezéshez a kondenzatum
elvezetéset meg kell oldani

A steril oldal cs6hossza legyen minimalis
(cs6rdl levald szennyezddések)
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Szlirbk gozsterilezése II.

GOz: szaraz, telitett, szennyez6désmentes
(ehhez rozsdamentes acélsz(irbket
alkalmazhatunk)

A felhasznalas utan at kell mosni

DE: ellennyomas TILOS!! Kbnnyen megseérdl
t6le a membran integritasa.

Elkerilésére:gbz lezarasa esetén inert gazzal
nyomast kell raadni.



Szlirbelemek integritasanak az
ellenbrzése

Tényleges baktériumszlird hatékonysag
vizsgalata
Ataramoltatdsos (forward flow) teszt
Nyomastartasi (pressure hold) teszt
Buburékpont (bubble point) teszt
Viz elarasztasi (water intrusion) teszt



Tényleges baktériumszliré hatékonysag
vizsgalata

e |smert koncentracioju baktérium szuszpenziot
engedunk ra a szlrdre

e Vizsgaljak mennyi jut at

* Jellemz6en Pseudomonas diminuta
szuszpenzio

* Minimum 107 db sejt/cm? legyen a
szuszpenzio koncentraciodja!

e DE: tonkreteszi a sz(ir6t, azaz termelési
korilmények k6zott nem alkalmazhaté
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Atdaramoltatdsos teszt

A szlUr6t megnedvesitik, és adott konstans
nyomast alkalmaznak

'gy a levegd csak diffundalni tud a membranon
keresztul

Ha ez egy el6re meghatarozott értéknél
Kisebb, akkor a szlir6 alkalmazhato

Vagy konstans nyomas esetén mérjuk az
atdiffundald levegd mennyiségét, vagy a
bemend gazaramot meérjuk ami adott
nyomashoz sziikséges
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Nyomastartasi teszt

Alkalmazhat sterilezés elott és utan is.

Membran degradacioja jol nyomon koévetheto
(szlrés el6tt-utan)

Szlr6haz lezarasa utan megnedvesitett
szlirbvel

Vizsgaljuk azt, hogy adott gaz nyomas,
dsszetetel és hdmerséklet mellett a nyomas
idObeli valtozasat vizsgaljuk.
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Buburékpont teszt

Vizualis teszt
Nedves membran

Levegbt nyomnak at a membranon, egyre
novekvO nyomas mellett

A buborékok képzbdése a diffuzionak
kdszonhetéen minden nyomason
megfigyelhetd, de a buborékpont utan
folyamatos lesz.



buborékok

szurohaz



Viz elarasztasi teszt

Mindegyik teszthez nedves membran kell

Ezt hidrofob membranok esetén alkohollal
veégzik, de ez terelés kozben nem megoldhato

Erre valo a viz elarasztasi teszt

Bemeno oldalt vizzel arasztjak el, majd novelik
a nyomast

Azt vizsgaljak, hogy mikor jelenik meg az
elemnd oldalon a viz



A megfeleld teszt megvalasztasa

Mindegyik teszt automatizalhato
lgy a valésagban mindegyiket alkalmazzak

Hidrofob membranok esetében szinte csak a
viz elarasztasi tesztet alkalmazzak

Hidrofil membranok esetén érdemes a gyarto
ajanlasat kovetni



Koszonjuk a figyelmet!



