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Kinetik-Studie tliber die Abtotung
von Bacillus-subtilis-Sporen in
Ethylenoxid-Sterilisationsprozessen

D. Heider', J. Gomann’, U. Junghannfy’, U. Kaiser’

s wurde die Abtétungskinetik
E von Bacillus subtilis-Sporen in Ethy-
lenoxid-Sterilisationsprozessen be-
stimmt. Dabei wurden die Verfah-
rensparameter Ethylenoxid-Konzen-
tration, relative Luftfeuchtigkeit,
Temperatur und Inertgas-Art vari-
iert. Die Versuche wurden in einem
Ethylenoxid-Resistometer entspre-
chend der Norm EN 866 Teil 2 durch-
gefiihrt. Die aus der Abtétungskine-
tik ermittelten D-Werte waren ein
Mab fiir die Reaktionsgeschwindig-
keitsdnderungen der durchgefiihrten
Sterilisationsprozesse.

Die Untersuchung ergab bei einer
Variation der Ethylenoxid-Konzen-
tration von 50 bis 1200 mg/], dass die
Reaktionsgeschwindigkeit des Pro-
zesses stark von der Ethylenoxid-
Konzentration beeinflusst wird und
iiber den gesamten Konzentrations-
bereich in etwa einer Reaktion erster
Ordnung entspricht. Bei einer Varia-
tion der relativen Luftfeuchtigkeit
von 10 bis 100% ergab sich eine Ab-
hédngigkeit der Reaktionsgeschwin-
digkeit in dem Bereich von 10 bis
60% RH, wahrend bei héheren Luft-
feuchtigkeiten keine weiteren Veran-
derungen beobachtet wurden. Bei
Variation der Temperatur von 30 bis
64 °C ergab sich, dass eine Tempera-
turerh6hung um 10 K die Reaktions-
geschwindigkeit verdoppelt. Bei der
Sterilisation mit einer Ethylenoxid-
Konzentration von 50 bis 150 mg/1 er-
gaben sich bei der Zugabe von Luft
keine Anderungen, wihrend bei der
Zugabe von Kohlendioxid die Reak-
tionsgeschwindigkeit um bis zu 32%
abnimmt.
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Einleitung und
Problemstellung

Ethylenoxid-Sterilisationsprozesse wer-
den weltweit in groBem MaRstab in der
Medizinprodukte-Industrie eingesetzt,
wenn thermische Prozesse oder Strah-
lensterilisationsprozesse mit den Pro-
dukten unvertraglich sind. Um den Ver-
brauch, die Freisetzung von Ethyleno-
xid in die Umwelt und den Verbleib des
Gases in den Produkten zu minimieren,
wird versucht, mit moglichst geringen
Ethylenoxid-Konzentrationen und kur-
zen Sterilisierzeiten zu arbeiten. Wah-
rend die Konzentrationen sich frither’
zwischen 600 mg/l bis 1000 mg/1 be-
wegten, werden heute auch Konzentra-
tionen unter 300 mg/1 eingesetzt.
Weiterhin werden dem reinen Sterili-
siergas Inertgase zugesetzt, um die Ex-
plosionsgefahr zu reduzieren.

Um die Sicherheit des Sterilisations-
prozesses zu gewahrleisten, ist es not-
wendig, die Auswirkung aller relevan-
ten Verfahrensparameter quantitativ zu
erfassen, wie dies in der Norm EN-ISO
14937 gefordert wird. In dieser Arbeit
wurde der Einfluss der Parameter Ethy-
lenoxid-Konzentration, relative Luft-
feuchtigkeit, Temperatur und Inertgas-
Art (Luft und Kohlendioxid) auf die
Reaktionsgeschwindigkeit bei Sterilisa-
tionsprozessen mit Ethylenoxid unter-
sucht. Um den Einfluss der Parameter
bewerten zu kénnen, wurde jeweils ein
Parameter variiert, wahrend die tibri-
gen in Anlehnung an die Normen
EN 866-2 und ISO 11138-2 konstarnt ge-
halten wurden. Die experimentelle Be-
stimmung der Reaktionskinetik erfolgte
durch Aufnahme von Uberlebenskur-
ven nach der europdischen Norm EN
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866-1 und der internationalen Norm
ISO 11138-1 in einem Ethylenoxid-Re-
sistometer, das den Normen EN 866-2
und ISO 11138-2 entspricht. Aus den
Ergebnissen wurde ein mathematisches
Modell der Reaktionskinetik hergelei-
tet.

Material und Methoden

Die Arbeiten wurden in einem von der
Firma gke-mbH entwickelten Ethylen-
oxid-Resistometer durchgefiihrt. Haupt-
bestandteil dieses Resistometers war ein
zwei Liter Glas-Reaktionsgefd. Die
Temperierung des GefalBes erfolgte mit
Hilfe eines externen Wasserthermostats
iiber einen Wassermantel mit einer Ge-
nauigkeit von * 0,1 K vom Sollwert.
Eine vakuumdichte Rithreinrichtung in
dem Gefdl sicherte homogene Verhilt-
nisse in der Reaktionskammer. Uber
Magnetventil-gesteuerte Zuleitungen
konnten die Wirkstoffe aus Vorratsbe-
héltern in die Kammer geleitet werden.
Der Anschluss einer Vakuumpumpe er-
moglichte die Evakuierung des Reak-
tionsgefdfles. Die Kontrolle der Sterili-
sationsbedingungen erfolgte iiber einen
Pt100-Temperatursensor der Genauig-
keitsklasse B (90.2221, Firma Juchheim
GmbH & Co., Fulda) und einen Druck-
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sensor mit einer Kennlinienabwei-
chung von 0,5% (4753, Firma Juch-
heim GmbH & Co., Fulda) und wurde
auf einem Linienschreiber (L 250, Fir-
ma Linseis, Selb) protokolliert. Die Pro-
ben wurden mit Hilfe eines Probenhal-
ters in der Reaktionskammer fixiert.

Als Priifkeime wurden Bioindika-
tor-Streifen der Firma gke-mbH mit
dem Testkeim Bacillus subtilis (ATCC
9372) verwendet. Die mittlere Popula-
tion betrug 2,0 X 10° KBE/Streifen.
Unter Standardbedingungen nach EN
866-2 wurde bei 54 °C ein D, -Wert
von 2,9 Minuten ermittelt.

Als Referenz-Testbedingung wurde
das Testverfahren der Normen EN 866-
2 und ISO 11138-2 zur Bestimmung
des D-Wertes bei 54 °C gewahlt (siehe
Tabelle 1). Fiir die Ermittlung der Ab-
hangigkeiten wurde jeweils ein Verfah-
rensparameter verdndert und die Ver-
danderung der Reaktionsgeschwindig-
keit iiber die Messung des D-Wertes er-
mittelt.

Fiir die Messung wurden nach der
Thermostatisierung des Resistometers
auf Betriebstemperatur die zu messen-
den Bioindikatoren am Probenhalter in
den oberen Teil des Reaktionsgefales
gehdngt. Der Rithrer wurde eingeschal-
tet, um im gesamten Reaktionsgefal3
homogene Bedingungen zu garantie-
ren. Das Reaktionsgefa? wurde zur
Entfernung der Luft auf 60 mbar eva-
kuiert. Da die Luft nicht vollstandig
entfernt werden konnte, war bei jeder
Messung eine Restluftkonzentration
von 2,2 mmol/l vorhanden. Nach Eva-
kuierung des ReaktionsgetdRes wurden
die erforderlichen Wirkstoffe eingelas-
sen. Fir die Vorkonditionierung wurde
aus einem thermostatisierten Wasser-
vorratsgefal der zur Einstellung der re-
lativen Luftfeuchtigkeit notwendige
Wasserdampf zugegeben und fiir 30
min gehalten. AnschlieBend wurden
die weiteren Gase zudosiert. Die Kon-
zentration der Gase wurde durch Mes-
sung ihrer Partialdriicke eingestellt. Bei
Sterilisationen mit den Inertgasen Luft
(als Umgebungsluft) oder Kohlendioxid
wurden die Gase bis zum Erreichen des
Umgebungsdrucks von 1000 mB zudo-
siert, um eine mdoglichst hohe Konzen-
tration der Inertgase zu erreichen. Bis
zum Ende der Begasungsdauer blieben
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Parameter

' ”Referenzbedingung;l; nach EN 866-2 Variationsbreite der Parameter
in dieser Arbeit

| Et0-Konz. 600 mg/I + 30 mg/I 50 — 1200 mg/l = 10 mg/|
. Relative 60% RH = 10% 10~ 100% RH = 3%
. Luftfeuchte

Temperatur 54°C+1°C 30-64°C+0,1°C
| Inertgas- Ohne* Ohne*, Luft, CO,

zusatz

Tabelle 1 Bedingungen des Standardverfahrens nach EN 866-2 und der Variationsbreite der

untersuchten Parameter in dieser Arbeit

* kleine Restluftmengen blieben verfahrensbedingt in der Reaktionskammer zuriick

die Geriteeinstellungen unverdndert.
Dabei wurden Druck- und Temperatur-
werte laufend auf Ubereinstimmung
mit dem Sollwert gepriift. Bei Versuch-
sende wurden die Gase aus der Reak-
tionskammer abgezogen und die Kam-
mer beliiftet. Die Entliiftung wurde
viermal wiederholt, um das Ethylen-

-oxid vollstandig zu entfernen. Die ver-

wendeten Bioindikatoren wurden aus
dem ReaktionsgefdR entnommen und
sofort der Populationsbestimmung zu-
gefiihrt. Fiir die Populationsbestim-
mung wurden die Bioindikatoren in ei-
nem mit 100 ml Wasser gefiillten
Riihrgefa homogenisiert. Die erhalte-
ne Suspension wurde definiert ver-
diinnt und auf CaSo-Festmedium nach
USP 24 und DAB 10 ausplattiert. Nach
zweitdgiger Inkubation bei 35 °C wur-
den die Kolonien ausgezdhlt. Die Popu-
lation der iberlebenden Keime wurde
durch Multiplikation mit den Verdiin-
nungsfaktoren berechnet.

Nach den Vorgaben der EN 866-2
ist eine Neutralisation des Ethylenoxids
nicht notwendig. Durch das abschlie-
RBende mehrfache Evakuieren der Re-
aktionskammer wird das Ethylenoxid
vollstandig entfernt. Zudem werden
durch die Weiterbehandlung der biolo-
gischen Indikatoren mogliche Ethyle-
noxid-Reste stark verdiinnt.

Die Auswertung der Experimente
erfolgte iiber die Bestimmung der D-
Werte der eingesetzten biologischen
Indikatoren. Der D-Wert ist definiert
als die Zeit in Minuten, die erforder-
lich ist, um die Ausgangskeimzahl fiir
einen bestimmten Mikro-Organismus
unter den in der Norm festgelegten
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Bedingungen um eine Zehnerpotenz
herabzusetzen bzw. die Keimzahl um
90% zu verringern. Durch die Mes-
sung des D-Werts kann auf die Reak-
tionsgeschwindigkeit des Sterilisations-
prozesses geschlossen werden. Der D-
Wert ist zu der Reaktionsgeschwindig- -
keit r des Prozesses umgekehrt propor-
tional (D ~ 1/1). ‘

Nach graphischer Auftragung der
experimentellen D-Werte gegen die
Versuchsvariable wurden die Einfliisse
der gemessenen Parameter dargestellt.

Fiir die Kinetik-Studie wurde der
Einfluss der Parameter Ethylenoxid-
Konzentration, relative Luftfeuchte,
Temperatur und Zugabe von Luft und
Kohlendioxid als sogenannte Inertgase
untersucht.

Ergebnisse

Einfluss der Ethylenoxid-
Konzentration

Hs wurde die Abhangigkeit des D-Wertes
von der Bthylenoxid-Konzentration {iber
einen Konzentrationsbereich von 50 mg/l
bis 1200 mg/l gemessen (Abbildung 1).
Uber den gesamten Messbereich war der
D-Wert der Etyhlenoxid-Konzentration in
etwa umgekehrt proportional.

Einfluss der relativen
Luftfeuchtigkeit

Hier wurde die Abhéngigkeit des D-
Wertes von der relativen Luftfeuchtig-
keit von 10 - 100% RH gemessen (Ab-
bildung 2). Bei einer relativen Luft-
feuchtigkeit zwischen 10 und 30% er-
gab sich eine starke Abhéngigkeit des
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Abbildung 1 Abhéngigkeit des D-Wertes von der Ethylenoxid-Konzentration {bei 54°C, 60% RH)
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Abbildung 2 Abhéngigkeit des D-Wertes von der relativen Luftfeuchtigkeit (bei 54°C, 600 mg/I Et0)
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Abbildung 3 Bestimmung des z-Wertes (bei 60% RH, 600 mg/I EfrO)

TI°Cl 30 44 54 64

D-Wert [min] 13,6 57 29 15

Tabelle 2 D-Werte in Abhédngigkeit von der
Temperatur (600 mg/I Et0, 60 % RH)
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D-Werts von der relativen Luftfeuchtig-
keit. Im Bereich von 30 bis 50% relati-
ve Luftfeuchtigkeit konnte eine Art
Ubergangsbereich beobachtet werden,
wahrend sich bei Erhohungen der rela-

160

tiven Luftfeuchtigkeit {iber 60% der D-
Wert einem Sdttigungswert ndherte.

Einfluss der Temperatur

Weiterhin wurde die Abhédngigkeit des
D-Wertes von der Temperatur bei 30
bis 64 °C untersucht. Eine Erhéhung
der Temperatur bewirkte eine Verrin-
gerung des D-Werts (siehe Tabelle 2)
und damit eine Erh6hung der Reak-
tionsgeschwindigkeit.

Der z-Wert gibt die Temperatur in
°C oder K an, die erforderlich ist, um
den D-Wert um eine Zehnerpotenz zu
verdndern. Der Q, -Wert wird als Quo-
tient der Reaktionsgeschwindigkeits-
konstanten k fiir jede Temperaturdnde-
rung um 10 K angegeben. Aus den Er-
gebnissen wurde ein z-Wert von
35,4 °C (Abbildung 3) und ein Q,-
Wert von 2,0 ermittelt. Letzteres be-
deutet, dass sich die Reaktionsge-
schwindigkeit bei einer Temperaturan-
derung um 10 X verdoppelt.

Einfluss von Luft oder Kohlendioxid

AnschlieBend wurde die Abhadngigkeit
der Reaktionsgeschwindigkeit von der
Zugabe von Luft oder Kohlendioxid ge-
messen. Hierzu wurden die D-Werte
bei Sterilisation mit einem Ethyleno-
xid-Wasserdampf-Gemisch mit einer
geringen Restluftmenge als Standard
mit jenen eines Ethylenoxid-Wasser-
dampf-Luft-Gemisches und eines Ethy-
lenoxid-Wasserdampf-Kohlendioxid-
Gemisches verglichen. Die Ergebnisse
(siehe Tabelle 3) zeigen, dass gegenti-
ber dem Standard die Zugabe von Luft
den D-Wert bzw. die Reaktionsge-
schwindigkeit kaum verdnderte, die
Zugabe von Kohlendioxid den D-Wert
aber um bis zu 32% erhohte.

Bei den Untersuchungen zur D-
Wert-Bestimmung unter Kohlendioxid-
Zugabe wurde gemeinsam mit den Spo-
renstreifen ein pH-Papier exponiert.
Das pH-Papier zeigte wiahrend der Ste-
rilisation einen pH-Wert = 4,5 an.

Diskussion

Aus den Ergebnissen wird ersichtlich,
dass der D-Wert sehr stark von der
Ethylenoxid-Konzentration abhangt.
Eine Erhéhung der Ethylenoxid-Kon-
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Versuchsreihe Gesamtdruck im Konzentrationen der D-Werte
EtO [mg/1] ReaktionsgefaB [mbar] Komponenten [mmol/i] [min]
B0 HO Lt CO,
181 C 1,12 3,31 2,21 - 26,5
50 1000 S 1,12 3,31 3236 - 26,6
1000 1,12 3,31 2,21 30,15 28,1
212 2,24 3,31 2,21 - 16,0
100 1000 . 2,24 3,31 31,24 - 15,8
1000 2,24 3,31 2,21 29,03 194
243 o337 3,31 2,21 . 10,0
150 1000 337 331 3011~ 10,1
1000 337 3,31 221 2191 13,2

Tabelle 3 Abhiéngigkeit der D-Werte von der Zugabe von Luft oder Kohlendioxid. Es wurden drei
Versuchsreihen mit einer Ethylenoxid-Konzentration von 50, 100 und 150 mg/l und unter-
schiedlichen Konzentrationen an den Gasen Luft und Kohlendioxid bei gleichbleibender
Temperatur von 54 °C und RH von 60% durchgefiihrt.

zentration verringert den D-Wert und beschleunigt somit den
gesamten Sterilisationsprozess. Die Ergebnisse aus dieser
Messreihe wurden fiir die Aufstellung der Reaktionskinetik
herangezogen, die im nachfolgenden Kapitel beschrieben ist.
Die in dieser Untersuchung verwendeten Konzentrationsbe-
reiche waren weiter gefasst als die in den von Ernst und
Shull (4) durchgefiihrten Messungen. In der vorliegenden
Arbeit wurde bewiesen, dass selbst bei einer Steigerung der
Ethylenoxid-Konzentration auf 1200 mg/! die Reaktionsge-
schwindigkeit noch beschleunigt wird und einer Reaktion 1.
Ordnung folgt.

Die Untersuchungen zur relativen Luftfeuchtigkeit zei-
gen, dass sich bei einer Luftfeuchtigkeit von weniger als 60%
RH der D-Wert signifikant verldngert und bei allzu geringer
Luftfeuchtigkeit geradezu sprunghaft ansteigt. Damit die Ef-
fektivitdt des Verfahrens zu keinem Zeitpunkt der Sterilisa-
tion negativ beeinflusst wird, ist es empfehlenswert, eine re-
lative Luftfeuchtigkeit von iiber 60% RH an allen inneren
und dufleren Oberflichen, die sterilisiert werden sollen, zu
gewdhrleisten.

Die iibereinstimmenden Q- und z-Werte der durchge-
fiihrten Studie mit Daten aus der Literatur (2, 4) zeigen, dass
eine gute Reproduzierbarkeit der Messungen erreicht wurde.
Die Erhéhung der Temperatur ist als ein einfaches Mittel an-
zusehen, um die Reaktionszeit bei der Ethylenoxid-Sterilisa-
tion herabzusetzen.

In industriellen Verfahren werden Ethylenoxid-Konzen-
trationen von 3 bis 15% in Kohlendioxid bei erhdhtem
Druck von 2 — 5 bar durchgefiihrt. Diese Bedingungen ent-
sprechen EtO-Konzentrationen von ca. 100 — 300 mg/l. Die
Reaktionsgeschwindigkeit von chemischen Reaktionen ist im
Bereich unter 10 bar so gut wie nicht druckabhéngig. Die er-
hohten Driicke dienen lediglich der absoluten EtO-Konzen-
trationserhohung bei gleichzeitiger niedriger Gemischkon-
zentration mit dem Inertgas. Die erhaltenen Ergebnisse zei-
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gen, dass mit der Kohlendioxid-Zugabe eine langsamere
Ethylenoxid-Sterilisation erreicht wird und der Prozess bei
Zusatz von CO, gegeniiber reinem EtO oder Luft als Inertgas
verlangert werden muss. Eine mogliche Ursache wire die
durch die Kohlendioxidzugabe verursachte pH-Wert-Redu-
zierung im Reaktionsraum. Die Beimischung von Luft fiihrte
zu keiner Anderung der Reaktionsgeschwindigkeit.

Reaktionskinetik

Es wurde festgestellt, dass die Reaktionsgeschwindigkeit in
Ethylenoxid-Sterilisationsprozessen nach EN 866-2 von der
Zahl der abzutétenden Keime, der Konzentration an Ethyle-
noxid und Wasserdampf sowie der Temperatur abhidngt. Die
Reaktionsgeschwindigkeit, welche die Erniedrigung der
Keimzahl tiber die Zeit darstellt, wird allgemein durch fol-
gende Gleichung beschrieben:

r = —dN/dt = k X N X [BtO]™ X [H,0]"

Reaktionsgeschwindigkeit

Zeichen Einheit Beschreibung

N [KBE/Streifen] Keimzahl/ Streifen

r [-KBE/min] Reaktionsgeschwindigkeit

T [min] Zeit

k temperaturabhéngige Reaktions-
geschwindigkeitskonstante

[Et0] [mg/1] od. [mmol/i] Ethylenoxidkonzentration

[H,0] [mg/1] od. [mmol/i] Wasserdampfkonzentration

m, n Zahl Exponenten fiir die [EtO] bzw. [H,0]

Fiir den Exponent m der Ethylenoxidkonzentration wurde
experimentell ein Wert von 1,2 bei 30 °C und 0,9 bei 54 °C
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bestimmt (siehe Abbildung 1), sodass in erster Naherung ein
Wert von m = 1 angenommen werden kann. Bei Luftfeuch-
tigkeiten groRer 60% betrug der Exponent n Null (siehe Ab-
bildung 2). Somit ergibt sich bei Luftfeuchtigkeiten grofRer
60% nach Integration der Gleichung von N bis N, und Um-
rechnen von k auf den dekadischen Logarithmus

1
IgN, - 1gN, = k' <= [EtO]' X t _BOL o ()

Re f EtO

Der Inaktivierungsfaktor IF, auch als dezimaler Reduktions-
faktor bezeichnet, beschreibt die Keimzahlminderung und ist
die Hochzahldifferenz des dekadischen Logarithmus der Aus-
gangskonzentration und der verbleibenden Restpopulation
nach der Zeit t.

Zeichen Einheit Beschreibung

N, [KBE] Keimkonzentration zum Beginn
des Betrachtungszeitraums

N, [KBE] Keimkonzentration zum Ende
des Betrachtungszeitraums

t [min] Zeit

IF [Anzahl der dezimalen Inaktivierungsfaktor

Reduktionsstufen]

k’ modifizierte Reaktionskonstante

[EtO] [mg/I] oder [mmol/I] Ethylenoxid-Konzentration

Do [min] tatséchliche dezimale Reduktionszahl
bei vorgegebener [EtO]

Drereo mg/t Et0 - min dezimale Referenz-Reduktionszahl

z.B.: 600 mg/l, 54 °C

Bei Dampf-Sterilisationsprozessen liegt eine Reaktion erster
Ordnung vor. Das heift, dass die Reaktionsgeschwindigkeit
bei diesem Prozess bei konstanter Temperatur nur von der
Keimzahl abhdngt. Der D-Wert zur Beschreibung der Resis-
tenz in Dampf-Sterilisationsprozessen hat die Einheit [min].
Im Gegensatz hierzu liegt bei dem in dieser Arbeit unter-
suchten Ethylenoxid-Sterilisationsprozess eine Reaktion
zweiter Ordnung vor. Hier hangt die Reaktionsgeschwindig-
keit neben der Keimzahl auch von der EtO-Wirkstoffkon-
zentration ab. Bei dieser Reaktion hat der D-Wert nicht die
Einheit [min], sondern [mg/l x min] oder [mol/l x min].
Der D-Wert gilt nur fiir die wihrend der Bestimmung einge-
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stellten Versuchsbedingung. Wenn andere Ethylenoxid-Kon-
zentrationen eingesetzt werden, muss der D-Wert des Bioin-
dikators mit Formel (3) umgerechnet werden.

Ist der D, -Wert bei einer Ethylenoxid-Konzentration be-
kannt, kann er zu einem Referenz-DRefEto-Wert oder zu ei-
nem D_ -Wert mit beliebiger Ethylenoxidkonzentration um-
gerechnet werden:

D : [mg EtO X min I
1

- Ref EtO _—
mg EtO

DEIO - [EtO] - ] = [HllIl] (3)

Bei Einsetzen des D, -Wertes vereinfacht sich die Gleichung
(2) zur Berechnung des Inaktivierungsfaktors zu

t [min]

IF = :
Dy, [min]

(4)

Weiterhin kann bei einer Luftfeuchtigkeit gréRer 60% RH
und einer konstanten Ethylenoxid-Konzentration ein gege-
bener D-Wert nach folgender Formel von der bekannten
Temperatur T1 auf eine andere Temperatur T2 umgerechnet
werden, wenn [EtO] konstant bleibt und der z-Wert bekannt
ist:

D

=D S X 10(T1-T2)/Z X (5)

EtO bei T2 EtO bei T

In den Experimenten wurde ein z-Wert von 35,4°C bestimmt
(siehe Abbildung 3).
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