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Insin6oritydn tavoitteena oli selvittdd teollisen fermentointiprosessin kontaminaatioriskeja
ja menettelytapoja kontaminaatiolahteen tutkimisessa. Toimeksiantajayrityksen kontami-
naatioselvityksen seurauksena tydssa tutustuttiin liséksi fermenttoreihin syétettavan pro-
sessi-ilman steriilisuodattimien eheydentestaukseen ja laadittiin suunnitelma steriilisuodat-
timien kayttoikatutkimukselle.

Tybssa keskityttiin erityisesti mekaanisten vikojen aiheuttamiin kontaminaatioihin ja vian
l[6ytamisessd hybdynnettavien menetelmien kartoittamiseen. Kontaminaation aiheuttava
mekaaninen vika voi olla esimerkiksi prosessi-ilman steriilisuodattimen vaurioituminen,
mika nahtiin kaytannodssa taman tyon aikana. Kontaminaatioriskien selventamiseksi tydssa
esitellaan pesu- ja sterilointiprosesseja seka fermenttorin steriilialueen muodostamista.

Steriilisuodattimien eheydentestauksessa tutustuttiin Palltronic Flowstar XC -laitteeseen ja
Water Intrusion Test -menetelmaan. Eheydentestaus todettiin yksinkertaiseksi ja luotetta-
vaksi menetelmaksi varmistaa suodattimien toimintakyky. Eheydentestaukseen perustuvan
kayttoikatutkimuksen suunnitelma laadittiin varmistamaan, ettd uuden suodatinvalmistajan
steriilisuodattimet sdilyttavat toimintakykynsa tuotantolaitoksen kayttdolosuhteissa, kun
vaihtovali on valmistajan ilmoittama kayttdikdarvo. Eheydentestauksen antamista virtaa-
ma-arvoista tutkitaan my6s mahdollisia suodattimien toimintakyvyn muutoksia ja maarite-
taan sopiva tarkastuspiste suodattimien kayttdjakson sisélle. Suunnitelman laatimiseen
vaikuttivat huomattavasti kdytannén mahdollisuudet eheydentestausten toteuttamiselle.

Insin6oritydn tuloksena syntyi tietopaketti, joka voi auttaa tulevaisuuden kontaminaatiosel-
vityksissa ja toimia oppaana yrityksen uusille tyontekijoille. Lisaksi tyossa kaynnistettiin
tutkimus, jonka tuloksien avulla yrityksessa voidaan ehkaista prosessi-ilman steriloinnin
epaonnistumisesta aiheutuvia kontaminaatioita.
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The purpose of this thesis was to study contamination risks and methods to investigate the
source of contamination in the industrial fermentation process. In addition, integrity testing
of sterilizing-grade filters was explored and a service life study for fermentor inlet air filters
was planned. The service life study was launched following the contamination investigation
of the company.

The main focus of the contamination risk study was on mechanical failures and on the
methods that may be used to find the failure. A mechanical failure could be, for example, a
damaged inlet air filter which was observed in practice during this thesis project. The
cleaning and sterilization processes and the sterile boundary are presented in the thesis to
clarify the contamination risks.

Integrity testing of the sterilizing-grade filters was carried out with a Palltronic Flowstar XC
integrity test instrument using the Water Intrusion Test. Integrity testing was found a simple
and reliable method to ensure that the filters are functional. The service life study was
planned to validate that the new filter manufacturer’s sterilizing-grade filters retain their
functionality in particular conditions when the changing interval is equal to the service life
value that the manufacturer has given. The flow values of integrity testing will be also used
to evaluate changes in filters and to determine a control point within the period of use.
Practical problems to implement the tests had a significant impact on the planning of the
service life study.

This thesis resulted in an information package which could help contamination investiga-
tions in the future and serve as a guide for new employees of the company. Also the ser-
vice life study was launched and the results will be used to prevent contaminations caused
by failures in process air sterilization.
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1 Johdanto

Mikrobikontaminaatioiden estaminen on jokapaivainen haaste bioteknisia tuotteita val-
mistaville yrityksille. Kontaminaatioilla on huomattava taloudellinen vaikutus yritykselle,
kun kokonaisia tuotantoeria menetetaédn, tuotantolinjoja suljetaan selvitystyon ajaksi ja
kontaminaatioselvitykset sitovat henkilokuntaa. Tassa tyossa selvitetddn teollisen fer-
mentointiprosessin kontaminaatioriskeja ja kontaminaatioldhteen tutkimisessa kaytetta-
vid menetelmid. Kontaminaatioriskien tunnistamisessa keskitytaan mekaanisten vikojen
aiheuttamiin kontaminaatioihin. Tydssa tutustutaan liséksi laitteiston pesuun, steriloin-
timenetelmiin ja fermenttorin steriilialueen muodostamiseen, joiden ymmartdminen on
valttdmatontd kontaminaatioriskien tunnistamisessa ja hallinnassa. Tydssa kaynniste-
tddn myos tutkimus, jonka tavoitteena on lisata fermenttoreihin syttettdvan prosessi-
ilman steriilisuodattimien luotettavuutta. Prosessi-ilman steriilisuodatus on yksi kriittinen
piste kontaminaatioiden hallinnassa. Tassd osassa tutustutaan steriilisuodattimien
eheydentestaukseen ja laaditaan suunnitelma eheydentestaukseen perustuvalle sterii-
lisuodattimien kayttdikatutkimukselle. Tyd kaynnistettiin toimeksiantajayrityksen konta-

minaatioselvityksen seurauksena.

Ty6 tehtiin Roal Oy:lle, joka on teollisuusentsyymeja valmistava bioteknologia-alan
yritys. Yrityksen tuotantolaitos sijaitsee Nurmijarven kunnassa, Rajamaen kylassa.
Roalin teollisen mittakaavan Trichoderma-, Aspergillus- ja Bacillus-fermentoinneista
jalostetaan tuotteita elintarvike-, rehu-, tekstiili-, pesuaine- ja metsateollisuuden erilai-

siin kayttésovelluksiin.

2 Fermentointiprosessi

Fermentointiprosessilla tarkoitetaan tuotteiden muodostamista mikro-organismeilla
vilielyyn soveltuvissa bioreaktoreissa. Teollisesti tuotettavat yhdisteet voivat olla esi-
merkiksi aminohappoja, entsyymeja, orgaanisia happoja, vitamiineja tai antibiootteja.
Fermentointiprosessilla tuotettavat yhdisteet ovat usein monimutkaisia molekyyleja,
joiden valmistaminen synteettisesti olisi mahdotonta tai huomattavan vaikeaa. Tassa
tekstissa kasitellaan teollisuusentsyymien valmistusta home- ja bakteerifermentoinneil-

la. Teollisuusentsyymit ovat laajassa mittakaavassa valmistettuja biologisia katalyytte-



ja, joita hyddynnetdan eri teollisuudenaloilla. Viljeltdvat solut ovat usein geneettisesti
muokattuja kantoja, mutta perinteisiakin kantoja kaytetdén viela. Yleensa teolliset tuo-
tantokannat erittévat tuotteen solun ulkopuolelle kasvatusalustaan. Tuottofermentointi
voidaan toteuttaa aerobisena panosfermentointina tai panossyottéfermentointina. Tuot-
tofermentointia edeltdd panosfermentointeina toteutettu tuotantolinja, jossa solumas-
san maaraa kasvatetaan prosessin tuottovaiheeseen (kuva 1). Panosfermentoinnissa
prosessiin ei lisata merkittavia maaria aineita. Panosyoéttéfermentoinnissa panosvaihet-

ta seuraa syo6ttbvaihe, jossa prosessiin lisatdan ravinteita. [1, s. 7-12.]

Sail6tty tuotantokanta
Viljely ravistelupulloissa
1. esifermentointi
2. esifermentointi Kasvatusalusta

Lisaravinteet Tuottofermentointi

Jalkikasittely

Kuva 1. Fermentointiprosessin pdavaiheet teollisuusentsyymien valmistuksessa.

3 Aseptinen prosessi

Aseptisella prosessilla tarkoitetaan fermentointiprosessin suojaamista vierailta mikro-
beilta. Puhdistettavuus, steriloitavuus ja aseptinen toiminta ovat fermentointiprosessin
suunnittelussa tarkein osa-alue. Aseptisessa prosessissa on ehdottoman tarkeaa, etta
kaikki laitteiston osat, jotka voivat olla kosketuksissa prosessiliuoksen kanssa, ovat
helposti puhdistettavia ja steriloitavia. Steriloinnin jalkeen prosessia on suojeltava vie-
railta mikrobeilta koko kasvatuksen ajan, joten aseptinen prosessi on pidettava eristet-
tyna epdaseptisesta ymparistosta. Teollisuusentsyymien valmistukselle tyypillinen pitka
kasvatusaika vaikeuttaa prosessin suojaamista ulkopuolisilta mikrobeilta. Aseptisen

prosessin onnistuminen edellyttdd hyvaa prosessisuunnittelua, riittdvaa validointia,



toimivia menettelyohjeita, huolellisesti suunniteltua kunnossapitoa ja ammattitaitoisia
tyontekijoita. [2, s. 61-62.]

4 Mikrobikontaminaatio

4.1 Vaikutukset

Mikrobikontaminaatio on merkittavin fermentointiprosessin epaonnistumisen aiheuttaja.
Mikrobeja esiintyy kaikkialla ymparistdssdmme ja mikrobien kyky sopeutua ymparis-
t6on mahdollistaa niiden selviytymisen erilaisissa &ariolosuhteissa. Fermentointipro-
sessissa ilmenevat vieraat mikrobit aiheuttavat puhdasviljelmén kontaminoitumisen,
joka voi pahimmillaan johtaa koko kasvatuksen epéonnistumiseen. Kontaminaatio voi-
daan havaita nayteanalyysien liséksi esimerkiksi hiilidioksidin tuoton, jaahdytystarpeen
ja lisdravinteen kulutuksen kasvuna. Kontaminaatio saattaa aiheuttaa myds vaahtoa-
mista ja esimerkiksi hiivakontaminaatio havaitaan helposti hiivalle tyypillisesta hajusta.
Jos kontaminaatio havaitaan kasvatuksen alkuvaiheessa, kasvatus joudutaan yleensa
keskeyttamaan valittomasti, koska kasvatuksen jatkamisella hukattaisiin vain resursse-
ja. Mybhemmasséa vaiheessa kontaminoituneet kasvatukset saattavat tuottaa kohtalai-
sesti tai vaikutusta ei juurikaan havaita, koska tuotantokanta ja kasvatusolosuhteet
voivat estda tehokkaasti kontaminantin kasvua. Jos kontaminaation vaikutus prosessiin
ei ole vakava, voidaan kasvatusta jatkaa kontaminaation etenemista tarkkaillen. Paatos
kontaminoituneen kasvatuksen jatkamisesta tehddaan kannattavuutta arvioiden. Konta-
minantit heikentavat saantoa tuottamalla tuotetta hajottavia tai muuntavia entsyymeja
ja kuluttamalla ravinteita. Kontaminantit saattavat myds tuottaa toksiineja, jotka vaikut-
tavat tuotantokantaan tai tuotteen laatuun. Kontaminantin tuottamat yhdisteet voivat
liséksi vaikeuttaa jalkikasittelya. [3, s. 1112; 4, s. 251-252.]

4.2 Hallinta

Kontaminaatioiden hallintaan kuuluu kattava riskinarviointi mahdollisille kontaminaatio-
reiteille. Tuotantolaitoksissa on tyypillisesti useita erilaisia tuotantolinjoja, ja koska fer-
mentointiprosessit poikkeavat toisistaan, arvioidaan myos jokaisen kohteen kontami-
naatioriskit erikseen. Kontaminaatioriskien arviointi vaatii paljon tietdmysta tuotantopro-

sessista. Huolellisilla kunnossapitosuunnitelmilla ja paivittaisilla kayttdtarkastuksilla



voidaan ehkaista laitevikojen aiheuttamia kontaminaatioita, kun taas yksityiskohtaiset
menettelyohjeet ja operaattorien koulutus auttavat valttamaan toiminnallisista virheista
johtuvia kontaminaatioita. Hallintamenetelmét ja kontaminaatioriskien jaottelu ndhdaan
kuvassa 2. Kontaminaatioiden ehkaisemisen lisdksi on tarkeaa, ettd kontaminaatiot
havaitaan mahdollisimman nopeasti ja osataan tehda tarpeelliset toimenpiteet, jotta
kontaminaatiosta aiheutuvat menetykset saadaan mahdollisimman pieniksi ja seuraa-
van kasvatuksen kontaminoituminen estetaan. Mahdollisiin kontaminaatioselvityksiin
on varauduttava selkeilla suunnitelmilla, jotka auttavat lyhentamaan kontaminaatiosel-

vityksista aiheutuvia tuotantokatkoja. [3, s. 252.]

Ongelma  Kontaminaatio

Ratkaisu cP Sterilointi ARl T
) toiminta

Yrityksen A

. — Ymparistd
ulkopuolinen  t---------
tekijd ‘

Riskit i | aitteistovika Suunnitteluvirhe Vel Korkea i | | Reda-

virhe mikrobitaso | aineet

| | Kaytts-

Kunnossapito:
suunnitelma

Kaytto-
tarkastus

Hallinta

hyddykkeet
Validointi | SOP ‘ Koulutus ‘

Kuva 2. Kontaminaatioriskien jaottelu ja menetelmia riskienhallintaan.

5 Kiertopesut

Kiertopesua eli Clean-In-Place (CIP) -menetelmaa kaytetddn sailididen ja putkiston
pesuun. Pesun tarkoituksena on poistaa solu-, kasvatusalusta- ja tuotejaamat seka
muut epapuhtaudet. Pesutulos vaikuttaa merkittavasti steriloinnin onnistumiseen, ja
siksi pesut ovat usein automatisoituja prosesseja. Pesulla on estettdva kiintoaineen
kerd&ntyminen ja biofilmien muodostuminen laitteistoon. Biofilmeilla (kuva 3) tarkoite-
taan pinnalla kasvavia mikrobipopulaatioita, jotka ovat kiinnittyneet toisiinsa ja ymparil-

leen muodostamaan polymeeriseen materiaaliin.



Kuva 3. Pseudomonas aeruginosa -bakteerin muodostama biofilmi. Gramnegatiiviset sauvat
ovat muodostaneet polysakkarideista koostuvan suojakerroksen [5, s. 269].

Pesujen mekaaninen vaikutus saadaan aikaan korkealla virtausnopeudella ja pesupal-
lojen suihkutuksella. Alkuhuuhtelulla poistetaan karkeaa ja vesiliukoista likaa, tama
mahdollistaa pesukemikaalin tehokkaan paésyn puhdistettavalle pinnalle. Eméksisen
pesuliuoksen kierrétyksella liuotetaan pinnoilta jaljella oleva lika. Pesukemikaalina kay-
tetddn natriumhydroksidia ja pesuliuoksen lampdétila on 75-80 °C. Korkea lampdtila
nopeuttaa kemiallisia reaktioita ja mahdollistaa tehokkaan puhdistuksen. Kuumalla jal-
kihuuhtelulla poistetaan pesukemikaalijgamaét, minka jalkeen loppuhuuhtelussa pestava

kohde huuhdellaan kuumalla tai kylméalla prosessivedella.

Pesun onnistuminen edellyttad, ettéd pestavat pinnat ovat mahdollisimman pyoéreita ja
sileitd. Suositeltava pinnankarheusarvo (Ra) fermenttorissa on < 0,3 um ja muussa
laitteistossa 0,4-0,5 ym. Sailibn pesussa pesupallot ohjaavat pesunesteen sailion yla-
osaan ja alempana pesuneste valuu seinamia pitkin sailion pohjalle. Sailion pesussa
on huomioitava myds sekoittimen ja sekoitushaittojen puhdistuminen. Tyypillisesti pe-
supallojen tarvitsema tilavuusvirtaus pestavaan pinta-alaan ndhden on 4-12 I/min/m? ja
optimaalinen paine pesupalloille 2—2,5 bar. Perinteisten pesupallojen sijaan voidaan
kayttaa pyorivia pesureita. Tukokset tai vauriot pesusuuttimissa heikentavat sailion
puhdistumista ja vaarantavat pesun onnistumisen, minka liséksi pesureiden sisaan
jaanyt lika on potentiaalinen kontaminaatiolahde. Sailiéta voidaan tayttda pesun aikana
ensimmaisen sekoitinelementin ylapuolelle, jolloin sekoituksella saadaan lisattya pesu-
tehoa sailion alaosaan.



Fermenttorin CIP-pesussa sailion ja siirtolinjojen liséksi pestdan ilmastus- ja poistokaa-
sulinjat (kuva 4). limastusrenkaan puhdistumisessa ilmenee joskus ongelmia, jos sen
sisdosaan on paassyt kerddntymaan kiintoainetta. Putkistoissa suositeltava virtausno-
peus on 2 m/s. Turbulenttinen virtaus mahdollistaa tehokkaan mekaanisen vaikutuksen

ja tasaisen lammon- ja aineensiirron. [6, s. 201-207.]
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Kuva 4. Esimerkki fermenttorin CIP-pesusta. Sininen vari kuvaa pesunesteen virtausalueita.

6 Sterilointi

Steriloinnilla pyritdan tuhoamaan tai poistamaan kohteesta kaikki elinkykyiset solut ja
niiden itiot. Sterilointimenetelmid ovat lampdosterilointi, steriilisuodatus, kemiallinen ste-
rilointi ja altistaminen ultravioletti-, gamma- tai rontgensateilylle. Tuotantolaitoksen fer-
mentointiprosessissa kaytetaan steriilisuodatusta ja lampdsterilointia. Kasvatusalustan,
lisaravinteen ja kiinteiden kohteiden sterilointiin kaytetaan lampdosterilointia. Tiivistevesi,

ammoniakkivesi ja ilma steriloidaan suodattamalla. [7, s. 377.]



6.1 Lamposterilointi

Lampdsterilointi voidaan toteuttaa hoyry- tai kuumailmasterilointina. Vegetatiiviset bak-
teerit sietavat paremmin lampéa kuivassa ymparistdssa, joten hoyrysterilointi on huo-
mattavasti tehokkaampi, nopeampi ja taloudellisesti kannattavampi menetelméa. Hoyry
on kyllaista ja usein suodatettua. Kyllaisen héyryn paineen ja lampétilan valinen riippu-
vuus nahdaan kuvassa 5. Tavallisesti hoyrysteriloinnissa lampdétila on 121 °C, mika
riittdd tuhoamaan myds bakteeri-itiot. Teollisessa fermentointiprosessissa hoyry on
merkittdva kustannustekija. [2, s. 197-198.]
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Kuva 5. Kyllaisen hdyryn lampétilan ja paineen valinen riippuvuus.

6.1.1 Panossterilointi

Kasvatusalustat ja lisdravinne steriloidaan panossterilointina fermenttoreissa ja erillisis-
sa sterilointisailidissa. Panossterilointi toteutetaan syottdmalla hoyryd suoraan steriloi-
tavaan liuokseen ja sdilion vaippaan. Jaahdytys toteutetaan kierrattamalla jaahdytys-
vetta vaipan lapi. Kun hoyrya sydtetdan steriloitavaan liuokseen, lauhdetta muodostuu
tyypillisesti 10—-20 % tilavuudesta. Sterilointisykli muodostuu kolmesta vaiheesta: lam-
mitys, pito ja jadhdytys (kuva 6). [7, s. 377.]
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Temperature (°C)
Number of viable cells

Time (h)

Kuva 6. Panossteriloinnin lampdtilaprofiili (a) ja elinkykyisten solujen vaheneminen (b)
[7,s.378].

Steriloinnin mitoituksessa maaritetaan riittdva pitoaika mikrobien tuhoamiseksi. Suun-
nittelussa on huomioitava lampdsteriloinnin haitallinen vaikutus kasvatusalustan ravin-
teisiin. Solujen tuhoutumista tapahtuu myds lammitys- ja jAdhdytysvaiheessa, mikéa
otetaan huomioon mitoituksessa. Korkea kiintoainepitoisuus heikentda steriloinnin te-
hoa, koska lammadnsiirto on heikompi partikkeleihin kuin nesteeseen. Teollisuudessa
sterilointien mitoituksessa kaytetddn varmuuskertoimina pidempid sterilointiaikoja ja

korkeampia lampétiloja. [8, s. 200—-201.]

6.1.2 Lamposteriloinnin kinetiikka

Empiiristen havaintojen perusteella on laadittu joitakin steriloinnin mitoituksessa hyo6-
dynnettavia laskukaavoja. Yksinkertaisin on vegetatiivisten solujen ja itididen tuhoutu-

mista kuvaava ensimmaisen kertaluvun yhtalo:

dN

2 = —kaN (1)

kq on spesifinen kuolemisvakio
N on elinkykyisten solujen tai itiiden maara

t on aika

Kuolemisvakio on riippuvainen mikrobilajista ja sen fysiologisesta muodosta. Spesifisen

kuolemisvakion riippuvuus lampdtilasta noudattaa Arrheniuksen yhtaloa:



kg = Ae(_i_;i") (2)
A on Arrheniuksen vakio eli taajuustekija

E4on aktivoitumisenergia

R on kaasuvakio

T on lampétila

Lampdtilan vaikutus kuolemisvakioon korostuu mikrobeilla, joiden aktivoitumisenergia
on suuri. Eksponentiaalista tuhoutumista steriloinnin eri vaiheissa (kuva 6) voidaan
kuvata seuraavalla yhtaloll&:

N t _Ea
lnN—O — fO Ae( RT)dt

®3)

D-arvo (4) on mikrobikohtainen aika, joka tarvitaan tuhoamaan 90 % elinkykyisista so-
luista tai itidista tietyssé lampaotilassa.

2303 N
kq ’ Ny

= 0,1 = e~kaP

(4)
Sterilointitutkimuksissa ja -mitoituksessa kaytetédan yleensa referenssiné Bacillus stea-
rothermophilus -bakteerin itiditd. Kuvasta 7 ndhdaan, kuinka paljon muutaman asteen

lampotilamuutos vaikuttaa Bacillus stearothermophilus -itididen D-arvoon.

100
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Kuva 7. Bacillus stearothermophilus 12980 -itididen tuhoutuminen eri lampétiloissa
[10, s. 366].
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Mikrobikohtaisella z-arvolla (5) ilmaistaan lampdétilamuutos, joka muuttaa D-arvoa de-
kadilla.

S = AT
4A(log10D)

5)
Yleisesti sterilointilaskuissa kaytetty z-arvo on 10 °C, mikd on Bacillus stearothermophi-
lus -itiGiden z-arvo hoyrysteriloinnissa. F-arvo (6) kuvaa steriloinnin kokonaisvaikutusta
ottaen huomioon lammitys- ja jd&hdytysvaiheet. F-arvo ilmaisee ajan vertailulampoti-
lassa, joka vastaa sterilointikasittelyn vaikutusta.

T-Tg

F=[10z dt 6)

Tr on vertailulampdtila, jonka D-arvo tiedetdan

Steriloinnin mitoituksessa lampdokasittelyn tekemaa ty6ta voidaan kuvata V-arvolla (7).
V-arvon kayttd on yleista sterilointianalyyseissa, kun halutaan eritella sterilointivaiheet.

Tarvittava pitoaika maaritetaan laskemalla lAmmitys- ja jaahdytysvaiheiden tekema tyo.
V= lnﬂ—Afte(‘i—?) dt @)
=int=A

Vrotal= VHeating + VHolding‘l' vCooling (8)

[2,5.198-199; 4, s. 1113; 9, s. 1616-1617.]

6.2 Steriilisuodatus

Steriilisuodatuksen tavoitteena on poistaa solut ja niiden itiot kasiteltdvasta nesteesta
tai kaasusta. Steriilisuodatus soveltuu erityisesti ilman ja muiden kaasujen sterilointiin.
Steriilisuodatusta kaytetdadn myds alhaisessa lampdétilassa kaasuuntuvien ja termolabii-
lien nesteiden sterilointiin. Aerobiseen fermentointiprosessiin sydtettavan ilman lampo-
sterilointi ei olisi teknisesti ja taloudellisesti jarkevaa. limastussuhde aerobisessa fer-
mentointiprosessissa on tyypillisesti 0,5-1,0 vvm. limastussuhteella tarkoitetaan syot-
toilman tilavuutta normaalikuutiometreind minuutissa jaettuna prosessiliuoksen tilavuu-

della.
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Steriilisuodattimet koostuvat suodatinkotelosta ja vaihdettavista suodatinpatruunoista.
Suodatuspinta-alan on oltava suuri, koska tarvittava virtaus on saavutettava mahdolli-
simman pienella painehavidlla. Steriilisuodatuksen yhteydesséa kaytetédén esisuodatti-
mia, joiden tarkoituksena on poistaa suuremmat partikkelit. Esisuodattimet pidentavat
huomattavasti steriilisuodattimien kayttoikaa.

Suodattimen toimintaperiaatteet voidaan jakaa syva- ja pintasuodatukseen. Pin-
tasuodatuksessa huokoskokoa suuremmat mikrobit ja muut partikkelit kerdéntyvat kal-
von pinnalle. Pintasuodatus on ns. absoluuttinen suodatus, jossa kalvon huokoskokoa
suuremmat partikkelit eivat yksinkertaisesti mahdu huokosten lapi. Syvasuodatuksessa
partikkelit jaavat kuitukerroksista koostuvan matriisin eri syvyyksiin fysikaalisten vaiku-

tusten, elektrostaattisten vuorovaikutusten ja diffuusion avulla. [7, s. 386; 8, s. 208.]

Diffusion

Inertial impaction Flow streamlines
——/
l
7 Y0

e [
i~ -7
i

’
=
—d. Y=,

A ™~

Gravity
O Interception Electrostatic attraction

Figure 2. 1. Mechanisms of particle capture,

Kuva 8. Syvasuodatuksen suodatusmekanismit. Suodatusmekanismien tehokkuus on riippu-
vainen partikkelin koosta [11, s. 30].

Diffuusio perustuu Brownin liikkkeeseen. Brownin liiketta esiintyy vain pienilla, alle 0,5
mikrometrin partikkeleilla. Brownin liike lisé& mahdollisuutta, ettd pienet hiukkaset tor-
maavat suodattimeen. Inertiaalisessa tormayksessa partikkelin hitaus on niin suuri,
ettei se kykene &killiseen suunnanmuutokseen ja térmaa suodatinmateriaaliin. Hitaus
tarkoittaa kappaleen taipumusta vastustaa liiketilan muutoksia. Sieppauksessa partik-

keli tarttuu suodatinmateriaaliin ajautuessaan tarpeeksi léhelle. Sieppaus voi tapahtua,
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kun partikkelin massakeskipisteen etaisyys suodatinmateriaalista on enintdan partikke-
lin séde. [11, s. 30.]

Kuva 9. Elektronimikroskooppikuva syvasuodattimen kuitumatriisiin jddneistd Brevundimonas
diminuta 19146 -soluista [12, s. 39].

Steriilisuodattimien materiaalit ovat usein polytetrafluorieteeni (PTFE) ja polypropeeni.
Suodattimien kalvo on PTFE:t4 ja tukimateriaali polypropeenia. PTFE:sta valmistetut
steriilisuodattimet ovat lamposteriloitavia. Ilmansuodattimien materiaalit ovat hydrofobi-
sia, kun taas nestesuodattimissa kaytetdan hydrofiilisia materiaaleja. Steriilisuodattimet
ovat absoluuttisia suodattimia, joiden huokoskoko on yleenséd 0,2 mikronia. llmasta
steriilisuodattimet poistavat huomattavasti pienempia partikkeleita. Tuotantolaitoksella
kaytetdaan esisuodattimia, joiden nimellinen suodatusaste on ilmansuodattimissa 1,0

mikronia ja nestesuodattimissa 1,5 mikronia.

6.3 Steriilisuodattimen sterilointi

llImansuodattimet voidaan steriloida syottdmalla hoyryd samaan tai vastakkaiseen
suuntaan virtauksen kanssa, mutta nestesuodattimet steriloidaan aina virtaussuuntaan.
llImansuodattimet steriloidaan tyypillisesti séilion ja putkiston steriloinnin yhteydessa.
Nestesuodattimet steriloidaan saannéllisesti suodattimen pinnalle keraéntyvien mikro-
bien tuhoamiseksi. Steriilisuodattimien sterilointi on valttaméatontd, mutta sterilointi voi
vaurioittaa suodattimia, koska polymeerikomponentit tulevat joustaviksi korkeassa lam-
potilassa, jolloin suodattimen rakenne saattaa muotoutua paine-eron vaikutuksesta.
Taman takia steriloinnissa on tarkkailtava, ettd paine-ero ei kasva liian suureksi. Yli

yhden baarin paine-ero virtaussuuntaan tai yli 0,5 baarin paine-ero vastakkaissuuntaan



13

voi johtaa suodattimen vaurioitumiseen. Lauhteen on poistuttava tehokkaasti suodatti-
mesta riittdvan sterilointivaikutuksen saavuttamiseksi. Lisaksi paine-ero nousee vélit-
tomasti, jos suodatin on marka. Vasta kun suodattimen pinnalle kerdantynyt lauhde on
hoyrystynyt kokonaan, hoyry padsee taas virtaamaan vapaasti suodattimen lapi. Hoy-
ryventtiilien avaaminen ei saa aiheuttaa suodattimeen voimakasta paineiskua, joka

Voisi vaurioittaa suodattimen rakennetta. [13, s. 6-10.]

7 Steriilialue

Kontaminaatiot voidaan jakaa karkeasti kahteen osaan: steriloinnin epaonnistumiseen
ja epaonnistumiseen steriiliyden sailyttamisessd. Kontaminaatioiden valttamiseksi on
tarkeda ymmartaa steriilialueen kasite. On myos osattava ennakoida, miten steriiliys
voi muuttua erilaisissa tilanteissa. Esimerkiksi sdilion ylipaine voi yllapitaa steriiliytta
tehokkaasti, mutta paineen tasaantuessa tai vakuumialueen muodostuessa edes het-
kellisesti, steriiliyden yllapito vaarantuu valittémasti. Prosessitietamyksen lisaksi on
tunnistettava steriilialueen ja ympariston mikrobiologiset haasteet ja niiden vaikutukset.
[14,s. 4]

Putkisto on steriloitava aina steriilialueen ja ympariston erottavan venttiilin yli. Steriili-
alue voidaan eristdd ymparistdsta myos steriilisuodattimella. Steriilialueen rajan muo-
dostavat putkistoventtiilien ja steriilisuodattimien liséksi sailion seinama, sekoitinakselin
lapivienti, miesluukut, nakélasit, lauhteenpoistot, poistokaasulinja, naytteenottolinja ja
mittausanturit (kuva 10). Vaikeasti puhdistuvat anturit irrotetaan ja puhdistetaan ennen
sterilointia. Steriloinnissa on ehdottoman tarkeda kaikkien steriloitavan laitteiston osien
lAmpeneminen haluttuun lampétilaan riittavaksi ajaksi. Lauhteenpoistajien on toimittava
tehokkaasti ja ilma on syrjaytettava kyllaisella hoyrylld, koska ilma estdd hoyryn paasyn
kaikille alueille ja heikentdd lammansiirtoa. Hoyrysulkuja kaytetaan steriilialueen erista-
vien venttiilien takana. HOyrysulut ovat varotoimi, jolla voidaan estaa tiiviyden menet-
tamisesta aiheutuvia kontaminaatioita. Siirrot sailiosta toiseen suoritetaan kayttamalla
steriilia ilmaa syottosailion paineistamiseen. Siirtolinjoissa on aina jatkuva hoyrytys

ennen siirtoa. [4, s. 257.]
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Kuva 10. Yksinkertainen kuvaus fermenttorin steriilialueen rajoista. Punainen kuvaa steriilialu-
etta ja keltainen hoyrysulkuja.

8 Mekaaniset viat

Syyt kontaminaatioon voidaan jakaa suunnitteluvirheisiin, laitevikoihin ja toiminnallisiin
virheisiin. Pitkaan toimineilla tuotantolaitoksilla yleisin syy kontaminaatiolle on mekaa-
niset viat. Sdanndllisesti tarkastettu ja huollettu laitteisto on tehokkain tapa ehkaista
mekaanisten vikojen aiheuttamia kontaminaatioita. Fermenttoriin liittyvien osien on ol-
tava ennen kaikkea hyvin tiivistettyja, koska vuodot mahdollistavat kontaminantin paa-
syn prosessiin. Mikrobit voivat lapaista steriilialueen rajan kulkeutumalla nesteen tai
ilman mukana prosessiliuokseen. On myods mahdollista, ettd mikrobit tunkeutuvat vuo-
tokohdan lapi jakaantumalla nopeasti. Vuotojen aiheuttamia kontaminaatioita ehkéis-
taan pitamalla sailio koko ajan paineistettuna steriloinnin jalkeen. Yleisesti pidetaan
epatodennakoisend, etta ilmavirtauksen mukana ymparistén mikrobit paatyisivat vuoto-
kohdasta paineistettuun sailioon, jos nestekanavaa ei ole olemassa. Mahdollisten vuo-

tokohtien saanndllisella tarkastamisella vuodot voidaan havaita ajoissa. Yksinkertaisin
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tapa on prosessilaitteiston visuaalinen tarkastus. Vuotoja voidaan myos etsia erilaisilla
painetesteilla, joissa esimerkiksi mitataan paineenalenemaa tai paineistetaan kohde
varillisella kaasulla. Lampdtila- ja painemittauksien seuranta on myos tarked osa kon-
taminaatioiden estdmisessa, joten mittausanturien toiminnan on oltava luotettavaa.
Lampdtilamittauksilla varmistetaan myos prosessin kylmien kohtien lampeneminen
sterilointilampdatilaan. [4, s. 252-255; 14, s. 5.]

8.1 Venttiilit

Steriilialueen automaattiventtiilit ovat paéasiassa kalvoventtiileitd. Kalvomateriaalin on
kestettava korkeita lAmpdtiloja ja kemiallista rasitusta. Kalvoventtiilit soveltuvat hyvin
aseptiseen prosessiin ja kiintoainetta sisaltaville fluideille. Venttiilikalvon kayttdikaan

vaikuttaa l[Ampdtilan, virtauksen ja paine-eron aiheuttama rasitus.

Kuva 11. Héyryn vaurioittama venttiilikalvo. Kalvoventtiilin hdyrypuoli on turvonnut ja palkeen-
kielilla.

Kalvoventtiilien perushuoltoon kuuluu kalvojen saanndllinen vaihto. Steriilialueen vai-
keissa kohdissa, esimerkiksi pohjaventtiiling, voidaan kayttaa hoyrysuojauksella varus-
tettuja venttiileita. Steriilialueen kasiventtiileind kaytetaan palloventtiileita, jotka soveltu-
vat myos hyvin [Ampimiin olosuhteisiin. Palloventtiilit ovat luotettavia sulkuventtiileit&,
mutta niiden puhdistuvuudessa on heikkouksia. Palloventtiileita kaytetaan lahinné ke-
mikaali-, hoyry- ja lauhdelinjoissa. Viallinen venttiili voi vuotaa ulkoisesti rungosta tai
sisaisesti sulkuelimesta. [15, s. 11-12]
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8.2 Tiivisteet

Tiivisteiden tarkoitus on muodostaa taydellinen tiiviys kahden pinnan valille. Tiivistema-
teriaalien on oltava lammaon- ja hoyrynkestavia. Fermentointiprosessiin soveltuvat tiivis-
temateriaalit ovat Teflon, Viton, EPDM ja silikoni. Teflonilla on erinomainen lammaon-
sietokyky, mutta se ei veny ja on plastisesti muotoutuva jatkuvassa lampdkuormituk-
sessa. Vitonin paras puoli on kemikaalikestavyys, mutta se kovettuu kaytdssa. Lisaksi
on syyta pitda mielessa, etta kaikki Vitonit eivat kesta hdyrya ja pesukemikaaleja. Tii-
visteiden tulee olla helposti vaihdettavissa ja yllapitaa tiiviytta vaativissakin olosuhteis-
sa. Tiivistemateriaali valitaan aina kayttéolosuhteisiin soveltuvaksi. O-renkaat ja muut
tiivisteet ovat kriittisia pisteita steriilialueen rajalla, koska niiden takana ei ole yleensa
suojausta vuodon varalle. Halkeamat ja muut vauriot tiivisteissa aiheuttavat vuoto- ja
puhdistumisriskin. Etenkin pH- ja dO,-anturien O-renkaat on jarkevaa vaihtaa usein.
[15, s. 119; 14, s. 3]

Sekoitinakselin lapiviennin tiivistykseen kaytetdan mekaanisia akselitiivisteitd. Sekoi-
tinakselin mekaaniset liukurengastiivisteet ovat kalliita ja tyolaita vaihtaa, ja siksi niiden
kayttdikaa on syyta arvioida kontaminaatio-ongelmien valttamiseksi. Viallinen akselitii-

viste voi aiheuttaa kiintoaineen keraantymista tai tiivisteveden vuotamista sailioon.

8.3 Suodattimet

Suodattimien ongelmat voivat johtua suodatinpatruunojen vaurioitumisesta tai virheelli-
sestd asennuksesta. Steriili-ilmansuodattimien muotoutuminen ja huokosten laajentu-
minen johtavat toimintakyvyn pettdmiseen. Steriloinneista johtuvat toistuvat lampotila-
vaihtelut vaikuttavat suodatinmateriaalien rakenteen muotoutumiseen, kun materiaalit
tulevat joustavimmiksi steriloinnissa ja pehmenevat ajan kuluessa. Lisaksi l[Ampdtila-
vaihtelu vaikuttaa tiivisteiden kulumiseen. Toistuvat steriloinnit voivat aiheuttaa myos
iimansuodattimen hydrofobisuuden heikkenemista, miké lisdd kosteuden aiheuttamia
ongelmia. Kosteus ilmajarjestelméssa altistaa steriili-ilmansuodattimet vaurioitumiselle,
koska vesipisaroiden tormays ja veden kerddntyminen kalvoksi ilmansuodattimen pin-
nalle voivat rikkoa suodattimen. Suodattimen pinnalle kerdantyva neste lisaa paineha-
ViOta ja paine-eron suureneminen lisdéd suodattimen vaurioitumisriskia. Vedenerotuk-
sella varustetuilla jalkijg&hdyttimilla vahennetaan merkittavasti jarjestelmaan kulkeutu-

van veden ma&araa. Kosteus aiheuttaa myos korroosiota jarjestelmaan, jolloin putkistos-
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ta irtoava ruoste ja putkihilse voivat vaurioittaa suodattimia. Kosteuden lisaksi komp-
ressoidun ilman mikrobitason tulisi olla mahdollisimman alhainen. Kosteuden tiivistymi-
nen laitteistoon ja mikrobien kasvulle edullinen lampdétila mahdollistavat mikrobien kas-
vun jarjestelman sisalla. Korkea mikrobitaso lisééa mikrobien kerdantymista suodattimiin
ja heikentaé suodattimien toimintaa. Myo6s 0ljyn kulkeutuminen jarjestelmaan nesteena
tai aerosolina voi aiheuttaa vaurioita. Vesihoyryn ja 6ljyn reagoiminen tuottaa happamia
yhdisteita. Oljyn aiheuttamia ongelmia voidaan valttaa kayttamalla oljyttémia kompres-
soreita. [7, s. 386; 16, s. 1.]

8.4 Putkisto ja liitokset

Liitosten maara fermenttorissa pidetaan mahdollisimman pienend. Paras liitosvaihtoeh-
to aseptisessa prosessissa on hitsaussauma. Jos hitsaus ei ole mahdollinen vaihtoeh-
to, yleinen ratkaisu on laippaliitos. Liitoksiin ei saa kerdéntya kiintoainetta. Putkistokal-
tevuuksien on estettéava ruuhkakohtien muodostuminen ja kaltevuuden on oltava erityi-
sen jyrkka, jos hdyryn virtaussuunta on vastakkainen lauhteiden valumissuuntaan nah-
den. Putkistosuunnittelussa on valtettdva putkiston paahan tai haaraan muodostuvia
yksisuuntaisia kohtia, jotka puhdistuvat huonosti ja ovat mahdollisia vakuumialueita.
Prosessilaitteiston rappeutuminen ian myoéta voi tuoda mukanaan steriiliysongelmia,
kun jatkuvat lAmpdtilavaihtelut heikentavat liitoksia ja aiheuttavat vaurioita. Vanhoissa
fermenttoreissa tulpatut yhteet ovat yleisia, mutta jos yhteet eivét ole kdyttssa, kierret-
tavat tulpat on jarkevaa poistaa ja hitsata yhteet umpeen. Jos yhteita tarvitaan mahdol-
lisesti tulevaisuudessa, on suositeltavaa puhdistaa tai vaihtaa tulpat sédanndllisesti.
[14, s. 2-5]]

8.5 Lauhteenpoisto

Lauhdetta muodostuu kaikissa hdyrysteriloinnin vaiheissa. Lauhteen on valuttava no-
peasti kohtaan, johon lauhteenpoisto on sijoitettu. Lauhteenpoistolinjoissa voidaan
kayttaa manuaalisesti sdadettavid tai automaattisia lauhteenpoistoventtiileitda. Lauhtei-
den valuma-alueet ovat mahdollisia kylmid kohtia prosessissa. Lauhteenpoistojen toi-
minta ja lampdtila tarkastetaan jokaisen steriloinnin yhteydessé ja kriittisimmat lauh-
teenpoistot on tarkastettava mahdollisimman usein tai niihin on lisattava lampdotilamit-

taus ja halytys. Lammonsiirto-ongelmien liséksi viallinen lauhteenpoisto voi aiheuttaa
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vaurioita laitteistoon ja steriilisuodattimien yhteydesséa lauhteenpoiston toimintaan on
kiinnitettéva erityistd huomiota.

9 Kontaminaatioldhteen tutkiminen

Kontaminaatiolahteen selvittdminen voi olla todella haastavaa, mutta kontaminaatiota-
pauksista l0ytyy usein yhtalaisyyksia, joten yleisen tutkimusstrategian muodostaminen
on mahdollista. Selkeilla kirjallisilla ohjeilla ja tarkastuslomakkeilla helpotetaan ja no-
peutetaan huomattavasti kontaminaatioselvitystd. Ensimmaisend kannattaa selvittaa,
onko poikkeavia tapahtumia havaittu, ja yleinen kaytantd on, etta ne kirjataan muistiin.
Kirjattujen tapahtumien lapik&ynnin liséksi voidaan havaintoja tiedustella kyselemalla.
Tama kannattaa tehdéd mahdollisimman nopeasti, kun tapahtumat ovat vield tuoreessa
muistissa, ongelmana tosin on se, etta kun kontaminaatio havaitaan, siihen johtaneista
tapahtumista on kulunut yleensa jo useita paivia. Kontaminaatioselvityksessd mitdan
asiaa ei kannata jattaa tutkimatta sen takia, ettd toiminta on ollut aina ennen luotetta-

vaa.

9.1 Kontaminantin tunnistaminen

Kontaminaation aiheuttaneen mikrobin tunnistaminen voi auttaa vianetsinnassa. Gram-
varjays ja morfologinen tarkastelu antavat nopeasti tietoa, jonka avulla voidaan onnis-
tua kohdistamaan tutkimus oikeaan suuntaan. Joitakin yleisia yhtalaisyyksia kontami-
naatiolahteen ja kontaminanttityypin valilla on havaittu. Gramnegatiiviset bakteerit voi-
vat ilmentaa jaahdytysvesivuotoa tai kosteutta syottdilmassa, kun taas grampositiiviset,
itidivat bakteerit ilmentavat mahdollisesti riittamattomasta pesusta tai kasvatusalustan
suurista partikkeleista aiheutuneesta alisteriloitumisesta. Hiivat ja homeet yhdistetaan
usein ilmaan. Kun tutkimus kohdistetaan tietylle alueelle, voidaan alueelta ottaa mikro-
bivilielynaytteitd, joita verrataan kontaminanttiin. Kontaminanttien geneettisella tyypi-
tyksella yritys voi luoda oman kontaminanttikirjaston, jolloin toistuvat tapaukset voidaan

tunnistaa nopeasti. [4, s. 265.]
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9.2 Prosessidatan tutkiminen

Prosessidatan tutkimisen tarkoituksena on loytaa poikkeavia havaintoja prosessihisto-
riasta ja kirjatuista parametreista. Prosessidatasta voidaan tarkastaa muun muassa
kasvatusparametrien kuvaajat, sterilointilampdtilat, venttiilien asennot, painemittaukset
ja prosessihalytykset. Erakohtaisista paivéakirjoista voidaan etsia huomautuksia poik-

keavista tapahtumista. Edellisen kasvatuksen tiedot on myos hyva tarkastaa.

9.3 Prosessilaitteiston tarkastus

Huoltohistorian tutkiminen voi auttaa kontaminaatiolahteen l6ytamisessa. Viimeisimmil-
l& huolloilla tai prosessimuutoksilla saattaa olla yhteys kontaminaatioon. Prosessilait-
teiston tarkastus kannattaa aloittaa valittomasti. Yksinkertaisia toimenpiteitd ovat mitta-
usanturien puhdistus ja tiivisteiden vaihto, lauhteenpoistajien tarkastus ja visuaalinen
ulkoisten vuotojen etsiminen. Ulkoisia vuotoja voidaan etsia ainakin putkistosta, venttii-
leista, nakolaseista, miesluukuista, tulpatuista yhteista, laippaliitoksista ja hitsaus-
saumoista. Lisaksi tarkastetaan, etta kaikki venttiilit ja takaiskut toimivat oikein. Etenkin
sailion pohjaventtiiliin kohdistuu paljon rasitusta, joten sen kunto on syyta tarkastaa.
Jos kontaminaatiolahdetta ei ulkoisen tarkastuksen jalkeen ole paikannettu, siirrytééan
prosessilaitteiston sisdiseen tarkastukseen. Sailion sisalta tarkastetaan kaikki pinnat,
sekoitin ja ilmastusrengas. Erityisesti kiinnitetddn huomiota vuotoihin ja kiintoaineen
kerd&ntymiseen. Mahdollinen vaipan vuoto voidaan havaita tayttamalla sailié vedella ja

paineistamalla vaippa ilmalla. [14, s. 8.]

9.4 Steriiliystesti

Steriiliystesti eli Media Hold -testi on menetelmd, jossa suoritetaan testiajo ilman tuo-
tantokantaa. Kasvatusalusta sisaltdd tarvittavat ravinteet kontaminantin havaitsemi-
seen. Kasvatusolosuhteet luodaan edulliseksi nopealle kasvulle. Testialusta voidaan
valmistaa esimerkiksi lisaéamalla veteen glukoosia 0,125 kg/m3, hiivauutetta 0,25 kg/m3
ja vaahdonestoainetta. Testissa lampotila pidetdan 35 °C:ssa ja pH neutraalina. Sopiva
testiaika steriiliystestille on seitseméan paivaa. Steriiliystestilla ei voida tutkia mahdollista
kasvatusalustan alisteriloitumista, koska testialustan ominaisuudet poikkeavat huomat-

tavasti tavallisesta kasvatusalustasta. Steriiliystestissa pesu- ja sterilointiprosessit suo-
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ritetaan normaalilla tavalla. Testistrategia luodaan asetettujen hypoteesien perusteella,
jolloin voidaan poistaa osia tutkimuksesta ja paasta todellisen kontaminaatiolahteen
jaljille. Steriiliystesti on hyva suorittaa aina, jos kontaminaatio toistuu perakkéaisissa
kasvatuksissa, eika kontaminaatiolahde ole selvilla. [4, s. 258.]

9.5 Steriilisuodattimien eheydentestaus

Suodattimien toiminnan varmistamiseksi voidaan tehda erilaisia eheystesteja. Teolli-
sessa mittakaavassa kaytetdan automatisoituja eheydentestauslaitteita, jotka ovat
helppokayttdisid ja sisdltavat useita erilaisia testimenetelmid. Teollisuudessa suodatti-
mien pinta-ala on suuri, joten suodattimia testataan l&hinn& Forward Flow - tai Water
Intrusion -menetelmilld. Nestesuodatuksessa hydrofiilisille suodatinmateriaaleille sovel-
tuu Forward Flow -menetelmd, joka perustuu diffuusiovirtaukseen vedella kostutetun
suodattimen lapi. Menetelméa soveltuu myds hydrofobisille suodatinmateriaaleille, mutta
suodatin on kasteltava veden ja etanolin tai isopropanolin seoksella, koska vesi ei paa-
se hydrofobisen suodattimen huokosiin. Yleensa hydrofobisten suodattimien testauk-
seen kaytetddn kuitenkin Water Intrusion -menetelmaa. Menetelmilld saadut tulokset
korreloivat Bacterial Challenge -testin tulosten kanssa. Bacterial Challenge -testia kay-
tetdan suodattimien validointiin. Menetelmadssa mitataan mikrobien kykya tunkeutua
suodattimen |4pi, kun kuormitus on v&hintdan 10 Brevundimonas diminuta -solua per
neliésenttimetri suodatuspinta-alaa. Testin B. diminuta -solujen koko on 0,3 x 0,6-0,8
mikrometrid. [17, s. 10;18, s. 143, 147.]

9.6 Ratkaisun todentaminen

Usein teollisuudessa tuotantoaikataulu estda jokaisen kontaminaatiotapauksen perus-
teellisen tutkimuksen. Kontaminaation esiintyessa suoritetaan yksinkertaiset kunnos-
sapitotoimenpiteet ja seuraavassa erassa varmistetaan pesun ja steriloinnin riittavyys.
Jos laitteistossa havaitaan tiukasti kiinnittynytté likaa, voidaan fermenttori tayttad kuu-
malla natriumhydroksidiliuoksella ja sekoittamalla liuottaa sailié puhtaaksi. Jos konta-
minantti on itidiva bakteeri, voidaan suorittaa tavallista voimakkaampi fermenttorin tyh-
jasterilointi. Laajempi kontaminaatioselvitys on jarkevaa kaynnistaa, jos kontaminaatio
toistuu tai useat kasvatukset ovat kontaminoituneet. Kun todennakéinen kontaminaatio-

lAhde on loytynyt, korjaustoimenpiteitd seuraa ratkaisun todentaminen. Léydetyn kon-
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taminaatiolahteen lisdksi saattaa olla muitakin kontaminaation aiheuttavia tekijoita. Ste-
riiliystestilla voidaan varmistaa tuotantolinjan turvallinen kayttoonotto. Laajan kontami-
naatioselvityksen jalkeen on suositeltavaa toistaa puhdas steriiliystesti, etenkin jos ai-
empien kontaminoituneiden steriiliystestien valissa on esiintynyt puhtaita testeja. Selvi-
tyksessa syntynyt aineisto dokumentoidaan tueksi seuraaville kontaminaatiotutkimuk-
sille.

10 Roal Oy:n kontaminaatioselvitys

Roal Oy:n tuotantolaitoksella tehtiin laaja kontaminaatioselvitys, jonka tuloksena havait-
tiin ongelmia yhden tuotantofermenttorin sekoitinakselin lapiviennin tiiviydessa ja fer-
menttoreihin syotettavan prosessi-ilman steriilisuodattimissa. Selvityksen aikana todet-
tiin, etta valmistajan 1 suodattimet eivat ole riittavan luotettavia. Yrityksessa aloitettiin
valmistajan 2 suodattimien edustajan kanssa yhteistyd suodatinongelman ratkaisemi-
seksi ja vaihdettiin valmistajan 2 suodattimet pysyvasti kontaminaatioselvityksen koh-
teena olleen fermenttorin prosessi-ilman sterilointiin. Kyseisen fermenttorin steriili-
ilmalaitteisto poikkeaa, etenkin suodattimen steriloinnin osalta, muista tuotantolaitoksen
fermenttoreista. Suodattimien vianetsinndssad huomioitiin niin paineilman laatu kuin
ilmansuodattimien sterilointi- ja kayttdolosuhteet. Myohemmin havaittiin ongelmia myos
muiden fermenttorien prosessi-ilman steriilisuodattimissa, joten tehtiin paatos, etta
kaikki tuotantolaitoksen steriili-ilmansuodattimet vaihdetaan valmistajan 2 suodattimiin.
Kontaminaatio-ongelmista paéastiin toistaiseksi eroon, mutta yrityksessa paatettiin

kaynnistda eheydentestaukseen perustuva steriilisuodattimien kayttdikatutkimus.

11 Steriilisuodattimien kayttoikatutkimus

Kayttoikatutkimuksen paéatavoitteina on parantaa steriilisuodattimien luotettavuutta ja
osoittaa kokeellisesti, etta suodattimien vaihtovéli on maaritelty tuotantolaitoksen kayt-
toolosuhteissa siten, ettéd suodattimien toimintakyky sailyy koko kaytt6jakson ajan. Li-
saksi tutkimustulosten perusteella maaritetaan kayttdjakson sisélle saannéllinen seu-
rantapiste. Suodatinvalmistajat antavat suodattimien kayttoidlle validointiohjelmien pe-
rusteella laboratorio-olosuhteissa maariteltyja kayttoikarajoituksia. Valmistajat kuitenkin
painottavat, ettd suodattimien kayttdik& on aina maariteltava erikseen kayttbolosuhteis-

sa. Koska steriilisuodattimien kéayttdika on riippuvainen kayttdolosuhteista ja kestoian
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ennustamiseen ei ole luotettavia menetelmid, on ainoa vaihtoehto tutkia kaytdssé ole-
via suodattimia. TAma vaikeuttaa tutkimusta, koska suodattimia ei voida tarkoitukselli-
sesti tutkia vikaantumiseen asti. Tutkimuksessa paadyttin ker&&maan toteutuneita
kayttoikatietoja ja arvioimaan eheydentestauksen virtaama-arvojen muutoksia. Aikai-
sempia tutkimuksia aiheesta ei ole juurikaan julkaistu, joten minkdanlaisia tydssa hyo-
dynnettavid eheydentestaustuloksia ei ollut saatavilla.

11.1 Eheydentestauksen toteutus

Steriili-ilmansuodattimien testaus toteutetaan tehtaan tuotantotiloissa. Testaukseen
tarvitaan eheydentestauslaitteiston lisdksi ainoastaan paineilmaa ja vetta. Tehtaan pai-
neilmaverkosta saadaan noin kuuden baarin paine, mik& on riittdva tulopaine eheyden-
testauslaitteelle. Testauksen valmistelu aloitetaan kiinnittamalla testattava suodatinpat-
ruuna testikotelon jalustaan ja kdantamalla patruunaa 90 astetta myotapaivaan, jolloin
kiinnityssiivekkeet lukitsevat patruunaan. Kiinnityksen yhteydessa tarkistetaan suodat-
timen O-renkaiden kunto. Jokaiseen patruunaan merkitaan ensimmaisella testikerralla
tunnus (liite 1). Suodatinpatruunojen kasittelyssad on oltava varovainen, etteivat muo-
viosat halkea. Suodattimia on hyva lisaksi sailyttda pystyssé, vaikka suodattimen ym-

parilla on muovinen suojarakenne.

Suodatinpatruunan kiinnityksen jalkeen kotelon kupu asetetaan paikoilleen ja tulpataan
syottopuolen liitos. Suodatinkotelo taytetaan vedella siten, etta vesi peittdd varmasti
suodatinpatruunan kokonaan. Jos suodatin ei ole kokonaan veden peittama, testi epa-
onnistuu, koska syotettava ilma virtaa vapaasti suodattimen lapi. Veden lampétilan on
oltava 20 °C + 2 °C ja lampdtila tarkastetaan aina ennen taytt6a. On myos hyva varmis-
taa, etta testikotelon ja suodattimien lampétila on tasaantunut huonelampdétilaan, jos ne
ovat olleet kaytdssa tai niitd on varastoitu poikkeavassa lampdtilassa. Kun kotelo on
taytetty vedelld, kiinnitetddn suodatinkotelon paalla oleva painemittari, joka samalla
sulkee kotelon. Ensimmaisen testin valmistelussa tarkistetaan kaikkien testilaitteiston
tiivisteiden kunto, jotta valtetaan testin epaonnistuminen. Suodatinkotelon yldosassa on
ilmausventtiili, johon liitetddn eheydentestauslaiteelta tuleva syéttéilma. Tassa yhtees-
sa on myo6s eheydentestauslaitteen ohjaama magneettiventtiili. Kun eheydentestauslai-
te kdynnistetaan, laite suorittaa ensimmaisena itsetestauksen, jonka tarkoituksena on
varmistaa, etta laite on kayttdkunnossa. Laite tulostaa itsetestausraportin, jonka jalkeen

voidaan aloittaa suodattimien testaus. Kuvassa 12 ndhdaan testivalmis laitteisto.
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Suodatinkotelon taytto

Paineilma laitteelle Magneettiventtiili

Eheydentestauslaite

Suodatinkotelo

Tulpattu syottépuoli

Kuva 12. Eheydentestauslaitteisto valmiina testaukseen.

Alkuvalikosta valitaan menetelméaksi Water Intrusion Test. Valinnan jalkeen voidaan
syottdd seuraavat tiedot: tuotantoalue, suodattimen malli, suodattimen tunnus, testiko-
telon malli, testipaine, suurin sallittu virtaama ja testaajan nimi. Tiedot tallentuvat lait-
teeseen, joten seuraavalla testikerralla tietoja ei tarvitse syottdd uudestaan. Testiaika
valitaan automaattiseksi, jolloin testi keskeytyy itsestdan, kun mitattava suure ei enda
muutu. Kun tiedot on syotetty, voidaan kaynnistda testiohjelma. Testiohjelman alussa
on viiden minuutin stabilointiaika, jonka aikana suodattimen laskokset asettuvat vallit-
sevien olosuhteiden mukaisesti. Stabilointiajan jalkeen kaynnistyy itse testi, joka kestaa
enimmillaan 15 minuuttia. Testin etenemistd voidaan seurata laitteen piirtAmasta ku-
vaajasta. Kun testi on valmis, laite poistaa suodatinkotelosta paineet avaamalla mag-

neettiventtiilin ja tulostaa testiraportin (kuva 13).
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Palltronic Flouwstar Test Report

16/0ct/2014 10:00:45
Serial Number 1 16309426/3 .21
Function i WIT

Production area : REAENIONS

Filter line . FA72RPF7WH4

Product name

Product batch no. : 20 STERILOINTIA

Filter part no. G

Filt. serial no. . 16.10.-14

Housing . ALT13G23CBH4

Test pressure - 2500 mbar

Test time 00 sec (Auto)
Max. flow 1 0.66 ml/min
Flow : 0.47 ml/min

Flow within limits

Notes:

Operator " UKALLE MAKINEN

FF

Kuva 13. Eheydentestauslaitteen tulostama testiraportti. Raportissa nakyy syotetyt tiedot ja
mitattu virtaama-arvo, tassa testissa 0,47 ml/min.

Testin jalkeen suodatinkotelosta paastetadn vedet pois avaamalla sy6ttépuolen tulpattu
litos. Testikoteloon vaihdetaan seuraava testattava suodatinpatruuna ja testi valmistel-
laan edelld mainitulla tavalla. Laitteen tietoihin vaihdetaan ainoastaan testattavan suo-
dattimen tunnus. Jokaisen suodattimen kohdalla on hyva tarkastella my0ds visuaalisesti
suodattimien kuntoa. Testin l&paisseiden suodattimien annetaan kuivua, minka jalkeen

ne voidaan asentaa takaisin kayttoon.

11.1.1 Eheydentestauslaite

Testeissa kaytettavan automaattisen eheydentestauslaiteen malli on Palltronic Flows-
tar XC. Laitteen toiminta perustuu erittain herkkaan virtausmittaukseen. Laite mittaa
vakiopaineen yllapitamiseen tarvittavaa virtausta. Koska toiminta perustuu suoraan

virtausmittaukseen paineenaleneman mittauksen sijaan, mittaus on huomattavasti tar-
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kempi ja lampdtilavaihteluiden vaikutus tulokseen on pienempi. Laiteen kayttd on
suunniteltu mahdollisimman yksinkertaiseksi ja laite soveltuu kayttoon teollisuusympéa-
ristossa. Laite sisaltda Water Intrusion -testin liséksi Forward Flow -testin, Bubble Point
-testin ja naiden yhdistelman. Laitteella voidaan myo6s testata vuotoja alle 200 litran
jarjestelmista, esimerkiksi suodatinkoteloista tai pienista fermenttoreista. Water Intusion
-testissé mittausten resoluutio on 0,01 ml/min ja laitteen tarkkuus on + 3 % tai + 0.02
ml/min. Water Intusion -testissd mittausalue on 0,05-50 ml/min. Epdastabiileissa olo-
suhteissa laite antaa vikailmoituksen ja keskeyttaa testin, mika lisaa testien luotetta-

vuutta. Laite lahetetaan valmistajalle kalibroitavaksi vuoden valein. [19, s. 3—-15.]

Kuva 14. Palltronic Flowstar XC -eheydentestauslaite. Laitteen kaynnistyksen jalkeen kosketus-
naytolta valitaan testiohjelma [19, s. 1].

11.1.2 Water Intrusion Test

Water Intrusion Test (WIT) on vakiintunut menetelma hydrofobisen steriilisuodattimien
testaukseen. WIT mittaa suurentuneiden huokosten liséaksi hydrofobisuuden sailymista
suodattimessa. Testissd paineen vaikutuksesta vesi tunkeutuu hitaasti suodatinmatrii-
sin lapi. Vaurioituneilla suodattimilla veden tunkeutuminen on voimakkaampaa, joten
testi antaa korkeampia virtaama-arvoja. Testiin vaikuttavat suodatinpinta-ala, paine,
[Ampdtila ja veden sahkodjohtavuus. Paineen, [ampdtilan ja suodatinpinta-alan nostami-
nen antaa suurempia virtaama-arvoja, kun taas suurempi veden sahkdnjohtavuus pie-
nentaa arvoja. Testissa vedenpinnan ylapuolelle jadvan kaasun paine laskee, kun kaa-
sun tilavuus kasvaa membraanin lapaisseen veden vaikutuksesta. Tassa tydssa kay-

tettavalla eheydentestauslaiteella saadaan paineen yllapitoon tarvittavan ilmavirtauk-
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sen mittauksella méaaritettya systeemista poistuva virtaama. Koska laite toimii suoralla
virtausmittauksella, nahdéaén virtaama koko testijakson ajalta (kuva 15). Maaritettava

Water Intrusion -arvo saadaan, kun virtaama ei enda muutu.

im

Virtalama [mlf_min]

| | |
LI U U

Aika [s]

Kuva 15. Esimerkki virtaaman muutoksesta testijakson aikana.

11.2 Eheydentestaussuunnitelman laatiminen

Suunnitelman laatimisessa hyddynnettiin yrityksen ensimmaisia kokemuksia eheyden-
testauksesta, kun taman tydn aikana suoritettiin yhden vastakkaissuuntaan steriloita-
van suodatinsarjan eheydentestaus ennen kayttta seka kolmen ja kuuden kuukauden
kayton jalkeen. Tama tutkimus tehdaan tuotantolaitoksen virtaussuuntaan steriloitaville
suodattimille. Kaytdssa olevien suodattimien testausta rajoittavat useat kaytannon teki-
jat, jotka vaikuttivat merkittavasti suunnitelman laatimiseen. Suodattimien eheydentes-
taus olisi suositeltavaa suorittaa kayttoonotettaessa ja maaréajoin kayttdolosuhteista
riippuen. Tassa tutkimuksessa osa suodattimista on jo otettu kayttoon, joten kaikille

suodattimille ei voida suorittaa eheydentestausta ennen kayttdonottoa.

Suodattiminen in situ -testaaminen ei mydskaan ole mahdollista tuotantolaitoksella.
Suodatinkotelot ovat kookkaita ja sisaltdvat 15 suodatinpatruunaa, joten yksittaisen

suodattimen vaurioitumista ei havaittaisi, eikd suodatinkotelon taytté vedella olisi kay-
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tanndssé mahdollista. Suodatinpatruunojen testaaminen yksitellen on ainoa vaihtoehto,
mutta sarjan testaaminen vie melko paljon aikaa. Kasvatusten valisséa ei ole aina riitta-
vasti aikaa suodattimien testaukseen, joten paadyttiin ottamaan kayttoon yksi ylimaa-
rainen sarja, jolloin kasvatusten valissa ainoastaan vaihdetaan toinen suodatinsarja
tilalle. Tutkimuksessa neljdd suodatinsarjaa kierratetaan fermenttoreissa 1113, 1114 ja
1213. Suodatinsarjojen kierratyksen aikataulu nahdaén taulukossa 1. Fermenttorien
1113 ja 1114 steriilisuodattimia palvelee sama esisuodatin ja steriilisuodatuksen lait-
teisto ja kayttdolosuhteet ovat hyvin samanlaiset. Fermenttorilla 1213 on oma esisuo-
datin, mutta kayttéolosuhteet ovat muuten samankaltaiset. Suodattimien kierratyksella

voidaan valita joustavasti sopivat testauspaivat riippumatta tuotantoaikataulusta.

Taulukko 1. Suodatinsarjojen A, B, C ja D kierratysaikataulu fermenttoreissa 1113, 1114 ja

1213.
2014
718]9|10
1113|A|A|A| A
1114 B|B
1213 c|C

Test.

Suodatinvalmistajan mukaan steriilisuodattimet kestavat jopa 165 sterilointisyklia, kun
suodattimet steriloidaan suodatussuuntaan. Suodattimien kayttéika on valmistajan mu-
kaan 12 kuukautta 60 °C:ssa. Tama tarkoittaa sita, etta tuotantolaitoksella kayttdika
tayttyisi ennen sterilointisyklien méaaraa. Valmistajan antamat arvot ovat laboratoriotes-
teissa maaritettyja arvoja, eikd valmistaja ilmoita yksityiskohtaisia arvoja erilaisissa
kayttdolosuhteissa. Etenkin toistuvat steriloinnit lyhentavat huomattavasti suodattimien
kayttoikaa. Eheydentestauskokemusten ja kayttoolosuhteiden perusteella arvioitiin, etta
sopiva varmuuskerroin on 2, joten suodatinsarjat testataan ensimmaisen kerran kuu-
den kuukauden kayton jalkeen. Kuvassa 16 nahdaén yhden suodatinsarjan eheyden-
testaustulokset, jossa 20 sterilointia vastaa noin kuuden kuukauden kaytt6ikaa tuotan-
tolaitoksella. Taman suodatinsarjan testauksessa tehtiin havainto, etta verrattuna kol-
men kuukauden kayttoon, kuuden kuukauden kayton jalkeen suodattimiin oli kertynyt
likaa ja ne eivat olleet endd puhtaan valkoisia. Water Intrusion -arvot olivat kuitenkin

alle maksimiarvon.
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Eheydentestaus - 1013

_______________________________ Max. Water Intrusion

Sterilointisyklit
0 sterilointia
*- 12 sterilointia

*- 20 sterilointia

Water Intrusion [ml/min]

Suodatinpatruuna

Kuva 16. Fermenttorin 1013 ilmansuodattimien eheydentestauksen tulokset.

Kuuden kuukauden testien jalkeen suodatinsarjat testataan 9 kuukauden kayton jal-
keen, jolloin saadaan seurantatulokset kahdelle kayttdikdarvolle. Suodattimet vaihde-
taan uusiin viimeistdan 12 kuukauden jalkeen, mutta kaytosta poistettuja suodattimia ei
lAhtokohtaisesti enaa testata. Kaytosta poistettujen suodattimien testauksella saataisiin
kylla lisda tutkimusdataa, mutta testaus vie niin paljon aikaa, eikd testauksesta ole
enda hyotyd kontaminaatioiden estamisessa, joten niiden testausta katsotaan tilanteen
mukaan. Tulokset kirjataan liitteessa 1 esitettyyn tulostaulukkoon, johon merkitaan
myds sterilointisyklien maara ja kumulatiivinen suodatusaika, joka voidaan maarittaa

prosessihistoriadatasta.

11.3 Tulosten kasittely

Paatavoite jokaisessa eheydentestauksessa on varmistaa, ettd suodattimet eivat ole
vaurioituneet kayttssa. Kuitenkin eri-ikdisten suodattimien eheydentestaustuloksista

halutaan tutkia myos mahdollisia virtaama-arvojen muutoksia. Eheydentestaustuloksis-
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ta tarkastellaan, onko mittaustulosten perusteella steriilisuodattimien toimintakyvyssa
tapahtunut muutoksia ennen tavoitekayttdian saavuttamista. Tutkimuksessa havainto-
jen maaré on kohtalaisen suuri (60 testattavaa suodatinpatruunaa per kayttoika) ja ole-
tuksena on, ettd mittaustulokset ryhmissé ovat likimain normaalijakautuneita. Normaali-
jakaumaoletus voidaan osoittaa ns. normaalitodennakoisyyskuvalla ja Shapiro Wilk -
normaalisuutestilla. Mittaustulokset ovat toisistaan riippuvia, joten ryhmien valisten ero-
jen tulkintaan kaytetaan kahden riippuvan otoksen t-testid, joka on keskiarvoihin perus-
tuva menetelma. Kaytannossa halutaan tietdd, onko tilastollisesti merkitsevaa eroa
suodattimien eheydentestauksen virtaama-arvoissa, kun kayttoika on 6 tai 9 kuukautta.
Suodattimien vaihtovalin maérittdmisessa ja luotettavuuden osoittamisessa kiinnosta-
vinta on kuitenkin vikaantuneiden suodattimien maara. Eheydentestaustuloksista vi-
kaantuneiden suodattimien méaarittdminen on yksinkertaista. Jos virtaama ylittda val-
mistajan ilmoittaman maksimiarvon, suodattimen toimintakyky ei ole vaatimusten mu-
kainen. Tutkimuksessa kirjataan vikaantuneiden suodattimien maara aikavaleilla 0-6
kk ja 6-9 kk. Tutkimuksen aikana vikaantuneiden suodattimien maara toimii lahtotieto-
na vikaantumistilaston kerdamiselle. Jos kaikki tutkimuksen suodatinpatruunat ovat
toimintakykyisia viimeisten testien jalkeen ja virtaama-arvoissa ei havaita systemaattis-
ta kasvua, voidaan jo melko hyvalla todennékdisyydella osoittaa, etté tuotantolaitoksen

kayttdolosuhteissa 12 kuukauden vaihtovéli on riittava.

12 Yhteenveto

Tyo6ssa kaytiin lapi teollisen fermentointiprosessin kontaminaatioriskeja ja todettiin, etta
kontaminaation aiheuttaja on useimmiten mekaaninen vika laitteistossa, mik& johtaa
tiiviyden menettdmiseen tai steriloinnin epaonnistumiseen. Lisdksi kontaminaatioita
aiheuttavat muun muassa toiminnalliset virheet. Vaikka kontaminaatioita ei voida taysin
valttdd, toimintatapojen kehittamiselld niiden mééarda voidaan vahentad huomattavasti.
Laitevikojen aiheuttamien kontaminaatioiden ehkaisemiseksi todettiin muutamia hyo-
dyllisia tapoja: kunnossapitosuunnitelmien kehittaminen, laitteistotarkastusten lisdami-
nen ja kayttoolosuhteiden hallinta. Tyon aikana nahtiin myds kontaminaatiol&hteen
tutkimisen haasteet ja kontaminaatioselvityksen vaikutukset yrityksen toimintaan. Kon-
taminaatiolahteen tutkimisessa kontaminanttien tunnistaminen, poikkeavien tapahtumi-
en lapikayminen ja laitteiston tarkastus ovat menetelmia, joilla pdastdan usein konta-
minaatioldhteen jaljille. Kun kontaminaatiotutkimus voidaan kohdistaa tietylle alueelle,

on kaytettavissa erilaisia menetelmia kontaminaatiolédhteen todentamiseksi. Tutkimus-
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kohteesta riippuen menetelm& voi olla esimerkiksi mikrobiviljelynaytteiden ottaminen,
tiiviyden testaus tai sellaisen steriiliystestin suorittaminen, jolla tutkitaan vain tiettya
kohdetta. Lisaksi tydssa todettiin, ettd kontaminaatioselvityksiin on varauduttava sel-
keilla kirjallisilla suunnitelmilla, jotka sisaltavat tarkastuslomakkeet ja menettelyohjeet
yleisimmille tutkimusmenetelmille ja korjaustoimenpiteille. Ratkenneen kontaminaa-
tioselvityksen jalkeen on pohdittava toimenpiteitad, joilla vastaavat kontaminaatiotapa-

ukset estetdan tulevaisuudessa.

Kontaminaatioselvityksessa ilmenneen ongelman seurauksena tydssa tutustuttiin fer-
menttoreihin syotettdvan prosessi-ilman steriilisuodattimien eheydentestaukseen ja
laadittiin testaussuunnitelma steriilisuodattimien kayttéikatutkimukselle. Eheydentesta-
ukseen kaytetddn automatisoitua eheydentestauslaitetta ja hydrofobisille steriilisuodat-
timille vakiintunutta Water Intrusion Test -menetelmaa. Eheydentestaus todettiin yksin-
kertaiseksi ja luotettavaksi menetelmaksi, jolla voidaan havaita vaurioitunut sterii-
lisuodatin. Toistaiseksi on vield kuitenkin epaselvaa, voidaanko virtaama-arvoista ha-
vaita viela toimintakykyisessa suodattimessa tapahtuneita muutoksia. Testaussuunni-
telman laatimiseen vaikuttivat merkittavasti kaytannon mahdollisuudet testausten to-
teuttamiselle. Kayttdian arvioimisen lisdksi tuloksista maaritetddn sopiva sdanndllinen
tarkastuspiste steriilisuodattimien kayttdjakson sisdlle. Ennen kaikkea tutkimuksella
saadaan arvokasta tietoa steriilisuodattimien kayttdidsta tuotantolaitoksen kayttdolo-
suhteisessa ja lisatdan steriilisuodattimien luotettavuutta. Steriilisuodattimien luotetta-

vuuden lisdaminen on yksi askel kohti parempaa kontaminaatioriskien hallintaa.
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