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Die Entfernung von Endotoxinen, RNase, DNase und
Bakterien durch PURELAB flex mit Biofilter

Leistungsmerkmale des ELGA Biofilters mit einer PURELAB flex

Spezifikation
« Endotoxine <0,001 EU/ml

» RNase <0,002 ng/ml
+ DNase <20 pg/ml (<0,02 pg/pl)
- Bakterien <10 KBE /100ml (<0,1 KBE/ml)

Das PURELAB flex System stellt ultrareines Wasser direkt aus einer
Trinkwasserleitung zur Verfligung. Wenn er mit einem ELGA LabWater-
Biofilter ausgestattet ist, spendet er Wasser, das effektiv frei von biologisch
aktiven Verunreinigungen ist.

Dadurch wird gewahrleistet, dass das Wasser zum Einsatz bei biochemischen
Anwendungen wie Zellkulturen geeignet ist.

Endotoxine

Endotoxine sind Lipopolysaccharide (LPS), die aus der dufReren Zellmembran
lebensfahiger gramnegativer Bakterien abgegeben werden. Sie werden
freigesetzt, wenn die Bakterienzelle abstirbt.
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Durch die Beseitigung von Endotoxinen werden
biochemische Storfaktoren verringert und Experimente
(z. B. Elektrophorese) sicherer.

DIAGRAMM EINER GRAM-NEGATIVEN ZELLMEMBRAN
Endotoxine sind ab einem pH-Wert >2 negativ geladen und konnen durch positiv geladene Filter - wie dem ELGA LabWater
Biofilter - wirksam entfernt werden. Geladene Filter bieten eine minimale Verringerung des Wasserflusses.

Als letzte Aufbereitungsstufe sind die Filter 1. Wahl bei Point-of-Use-Anwendungen.
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Herausforderung Endotoxine

Der Biofilter wurde durch standiges Zufiigen hoher
Konzentrationen an Endotoxinen im Wasser zu einem
positiv geladenen Filter gefiihrt. Die Konzentration von
Endotoxinen wurde anschlieRend im Produktwasser mittels
eines Limulus-Amoebozyten-Lysat-Test (Typ kinetischer
turbidimetrischer Assay) gemessen.

Die meisten Endotoxintests sind auf gereinigte
Lipopolysaccharide (LPS) angewiesen. Das Forschungsteam
bei ELGA LabWater stellte seine eigenen LPS mit bereits
vorhandenen Bakterien im aufbereiteten Wasser her. Diese
Vorgehensweise stellte eine realistische Umgebung fiir den
Endotoxintest dar.

Zunachst wurden die Bakterien aus dem aufbereiteten
Wasser isoliert. Die Mikroorganismen wurden in
Peptonwasser inokuliert und anschlieRend bei 27 °C
inkubiert. Das Produkt wurde wiederholt autoklaviert und
mittels einer 0,45pum Filtermembran gefiltert. So wurden
konzentrierte Endotoxine erhalten.

Jeder Endotoxintest dauerte 5 Minuten und hatte die unten
aufgefiihrten Gesamttestwerte zum Ergebnis. Selbst bei
mehr als 90 EU/ml und einer Gesamtbeladung von beinahe
800.000 EU konnten keine Endotoxine (<0.001 EU/mlI) im
Produktwasser nachgewiesen werden.

Endotoxintest (EU/ml) 0.02 2.83 14.00 48.40 90.70
Gesamt-Endotoxintest (EU) | 100 14250 | 84250 | 326250 779750
Nach Biofilter (EU/ml) <0.001 <0.001 | <0.001 | <0.001 <0.001
Keimreduktionsfaktor >1.3 >3.5 >4.1 >4.7 >5.0

In der Praxis wird die Konzentration von Endotoxinen im Speisewasser zum Filter sehr niedrig sein (<0,1 EU/ml). Um diese
Bedingungen zu imitieren, wurde der Filter dann iiber einen langeren Zeitraum mit einer nominellen Einspeisung von 1 EU/ml
getestet. Nach dem Durchlauf von 800 Litern Wasser mit 1 EU/ml lag der Wert fiir Endotoxine unter der Nachweisgrenze

(<0,001 EU/mI).

DNase and RNase

Bedenken gab es in Bezug auf das mogliche Vorliegen
anderer biologisch aktiver Spezies wie RNase und DNase im
aufbereiteten Wasser.

Das Vorkommen dieser Spezies kann im Wasser zu schweren
Beeintrachtigungen flihren. Diese werden jedoch durch
lonenaustauschmedien und oxidierende UV-Bestrahlung
entfernt. Bei richtig konzipierten, ordnungsgemaf}
sanitisierten und gewarteten Wasseraufbereitungssystemen
werden diese Molekiile nicht gefunden.

Anwendungsoptimierte Vorschriften des Ambion® Alert-
Testverfahrens wurden auf Basis von schneidbaren,
fluoreszenzmarkierter RNase- bzw. DNase-Substraten zum
Nachweis verwendet. Die Testergebnisse zeigen Nachweise
fiir RNase von nicht mehr als <0,002 ng/ml und fiir DNase
von <20 pg/ml. Selbst bei diesen Werten war das von dem
mit einem Biofilter ausgestatteten PURELAB flex System

produzierte Reinstwasser effektiv RNase- und DNase-frei
(RNase <0,002 ng/ml, DNase <0,02 ng/ ml). Auf diesem
Niveau kann aufbereitetes Wasser mit einem Biofilter

ausgestattetem PURELAB flex System verwendet werden
statt mit Diethylpyrokarbonat-Behandlung (DePc), d. h.
regelmaRige Sterilisierung und Wartung gemaR den ELGA-

LabWater-Empfehlungen.
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Herausspiilen von anorganischen Stoffen
und TOC

Neben der Entfernung von Endotoxinen im Produktwasser
diirfen Point-of-Use-Gerate das Wasser nicht kontaminieren.
Das schnelle Herausspiilen von anorganischen (Elektrischer
Widerstand) und organischen Stoffen (TOC), bei Filtern

die das erste Mal verwendet werden, stellt sich als sehr
zweckmaRig dar. Dariiber hinaus bietet sich hiermit
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eine gute Indikation fiir einen sehr geringen
Kontaminationseintrag in das Produktwasser. Dies ist von
entscheidender Bedeutung, da die Wasserreinheit nicht
nach dem Filter kontrolliert werden kann. Das schnelle
Herausspiilen anorganischer und organischer Stoffe durch
den ELGA - Biofilters ist nachstehend dargestellt.

Neuer Biofilter zum Herausspulen der Gesamtkonzentration
organischer Substanzen (TOC) und der Resistivitat

Elektr. Widerstand (MQ-cm)
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Innerhalb des PURELAB flex-Systems werden die Bakterienko

nzentrationen durch eine UV-Kammer und Exposition mit

intensivem UV-Licht bei 254 und 185 nm duRerst niedrig gehalten. Letzte Spuren von Bakterien werden durch den Biofilter

entfernt, der eine bakterielle Filtrierung von 0,2um bietet. W

enn er mit einer Einspeiseldsung von 1 x 107 CFU/ml provoziert

wurde, entfernte der Biofilter Bakterien entsprechend eines Keimreduktionsfaktors von >8 vollstandig.

Die typischen Werte (Gesamtkeimzahl - GKZ) eines mit einem Biofilter ausgestatteten Gerats tiber einen Zeitraum von 6

Monaten sind in der Grafik unten dargestellt.
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Zusammenfassung

Ein mit einem ELGA - Biofilter ausgestattetes PURELAB flex System produziert auf sehr effektive Weise Reinstwasser,
welches frei von biologisch aktiven Verunreinigungen ist. Das System ist fiir Anwendungen geeignet, bei denen
Endotoxinfreies Reinstwasser, bakterienfreies Wasser und Nuklease-freies Reinstwasser erforderlich ist.
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