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Préparation d’un cycle de production

4. Préparation  
de l’inoculum

5. Préparation 
des réactifs

6. Transfert 
des réactifs

2. Passivation

3. Stérilisation

1. Nettoyage

7. Inoculation 
8. Production 
10. Récolte

11. Purification12. Stérilisation

9. Échantillonnage

Un cycle de production



Plan de cours
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Stérilisation & cycle de production 

Notions de stérilisation et d’asepsie 
Stérilisation des gaz 
Stérilisation des équipements 
Calcul du temps de stérilisation 
Cycle de production 

Nettoyage 
Passivation 
Test de pression et de stérilité



Plan de présentation

Un très bref historique 
Aseptiser ou stériliser ? 
Pourquoi ? 

Question de rendement ou de réglementation ? 
Que doit-on stériliser? 
Comment? 

Principes d’opération 
Calculs
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ì
Un vecteur majeur de transfert de chaleur : l’eau
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Très bref historique : stérilisation

Les premières observations de stérilisation remontent à 
la nuit des temps! 
Le vin: jus de raisin « stabilisé » 
Le yaourt et le fromage: lait « stabilisé » 
Leeuwenhoek (1632-1723) observe l’effet létal du café 
chaud sur la microflore du tartre de ses dents 
Spallanzani (1729-1799) comprend qu’il y a stérilisation 
par la chaleur en faisant bouillir des flacons contenant du 
milieu de culture 
Pasteur (1822-1895) développera la « pasteurisation » 

Décontamination à température modérée (60-90oC) permettant de 
diminuer le nombre de microorganismes tout en minimisant la 
dégradation des éléments nutritifs
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Stérilisation vs Désinfection
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Comparaison d’agents stérilisants

Agent E. coli

Bactéricide
Un agent qui détruit les formes végétatives des bactéries. Les fongicides, virucides et 
sporicides sont des agents qui détruisent respectivement les mycètes, les virus et les 
spores.

Bactériostatique
Un agent qui inhibe la croissance (division) des bactéries. Un agent fongistatique inhibe la 
croissance des mycètes, et les microbiostatiques inhibent la croissance des 
microorganismes en général.

Pasteurisation Destruction des microorganismes viables en utilisant de faibles températures (i.e. 70°C 
pendant 30 min). Les spores microbiennes ne sont toutefois pas tuées par cette méthode.

Tyndallisation

Cette méthode est principalement une pasteurisation multiple. Pendant la première 
pasteurisation, les microorganismes viables sont tués. En même temps, les spores sont 
activées vers la germination et se transforment en cellules viables pendant un temps de 
refroidissement (i.e. <12 h) des média jusqu’à approximativement 20 °C. Après, ces 
organismes sont détruits par une deuxième pasteurisation, etc. Cette approche est 
particulièrement intéressante pour du matériel sensible à la °T.
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Comparaison de germicides

Produits Concentration Activité
Oxyde d’éthylène (gaz: 55-60 °C) 400-800 mg/L Élevée

Glutaraldéhyde aqueux 2 % Élevée

Formaldéhyde + alcool 8 % + 60-70 % Élevée

Formaldéhyde aqueux 3-8 % Élevée à moyenne

Iode + alcool 0,5 % + 70 % Moyenne

Alcools 70-95 % Moyenne

Composés chlorés 4-5 % Moyenne

Composés phénoliques 0,5-3 % Moyenne à faible

Iodophorés 75-150 ppm Moyenne à faible

Composés d’ammonium quaternaire 1 : 750 Faible

Composé de mercure 1 : 500-1000 Faible

Interprétation

Cible de contaminant 
biologique

Bactéries Mycètes 
(spores) Virus Prions

A B

S 
p 
o 
r 
e 
s

+ + + + + +

+ + - + + +

+ - - + + -

A : Forme habituelle, e.g. Staphyloccus 
B : Bacillus anthracis 
Spores : bactériennes

Stérilisation vs Désinfection
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Comparaison d’agents stérilisants

Agent E. coli Spores bactériennes Spores de moisissures Virus et bactériophages

Phénol 1 108 1-2 30

Fromaldéhyde 1 250 N/A 2

Chaleur sèche 1 1000 2-10 1

Chaleur humide 1 3x108 2-10 1-5

Radiations U.V. 1 2-5 5-100 5-10

Stérilisation vs Désinfection



Stérilisation vs Aseptie
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La stérilité est un concept absolu: 
Un bioréacteur est parfaitement stérilisé ou il ne l’est pas 
État qui s’applique à une surface, un gaz, un liquide, un volume 
L’aseptie concerne plus le maintient de conditions pour 
lesquelles on a absence de contaminants: 
Se nettoyer les mains avec un antiseptique 
Manipuler de façon aseptique 
Donc, on stérilise un bioréacteur ainsi que l’ensemble de 
ses intrants et extrants et on le manipule aseptiquement 
par la suite



Que doit-on stériliser?
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Tout ce avec quoi le produit entrera en contact 
doit être stérilisé: 
avant les opérations: protection de la production 
et après: protection des employés 

Surfaces 
Gaz alimentés 
Liquides alimentés 
Etc.



Objectifs de la stérilisation
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Retirer tout contaminant: vivant ou non? 
Retirer complètement les cellules et empêcher leur 
présence? 
Éliminer la capacité qu’ont les microorganismes de se 
diviser? 
Détruire les cellules présentes (attaquer les parois 
cellulaires) 
Dénaturer le matériel génétique



Stérilisation d’un fluide ou d’un 
équipement de bioprocédé
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Plusieurs méthodes:  
Thermique (la plus courante) 
Chimique (acide, base ou agent létal) 
Physique (filtration) 
Photonique (UV, rayons gamma) 

La méthode dépend des conditions opératoires, des 
équipements, etc. 

On filtre un débit gazeux (empêcher la présence de contaminants) 
On stérilise un fluide par filtration ou par la chaleur 
On stérilise un équipement de bioréacteur par la chaleur 
Dans le domaine alimentaire : rayonnement UV pour stériliser des 
surfaces  



Montage idéal 
: pharma
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Stérilisation des gaz par filtration
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✦ Puisque le réacteur peut voir passer des volumes très 
élevés (m3/min x plusieurs jours), la filtration doit être 
efficace

Filtration par pénétration: lit de fibres



Stérilisation des gaz par filtration
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Filtration par pénétration: lit de fibres



Stérilisation des gaz par filtration
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Cartouche d’un filtre absolu

Installation d’un filtre absolu

Filtration absolue: membrane



Nettoyage d’une canalisation
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Lignes de transfert

Manomètre Trappe à vapeur



Nettoyage d’une canalisation
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Lignes soudées Lignes avec raccords 
sanitaires

Avantages : 
Opérations de stérilisation et d’utilisation facilité 
Les joints soudés offrent une étanchéité excellente 
Requièrent peu d’entretien

Avantages : 
Nettoyage et stérilisation faciles 
Flexibilité de modifications 
Faciles d’entretien

Inconvénients : 
Les soudures ne peuvent être polies qu’à l’extérieur :      
cordons difficiles à nettoyer et stériliser 
La configuration ne peut être modifiée facilement 
Difficile d’entretien lors du bris d’une soudure

Inconvénients : 
Entretien fréquent

Connexion Tri-ClampMC



Nettoyage de 
canalisations ou de cuves
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Finissions la plus 
lisse possible!



Une chemise
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Ok pour les petits volumes 

Facile à nettoyer 

Pas de zones mortes 

Faible surface d’échange

Bioréacteur 
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Bioréacteur munis de surfaces d’échange thermique internes

Un serpentin

Ok pour les grands volumes 

Difficile à nettoyer 

Risque de zones mortes 

Grande surface d’échange
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Transfert de chaleur

Cinétiques 
thermiques 
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Cinétiques 
thermiques 
(paramètres) 

Transfert de chaleur
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Cinétiques 
thermiques 
(paramètres) 

Transfert de chaleur



Le nettoyage en-place (CIP) 
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Faciliter le 
nettoyage 

Réduire le 
démontage des 
équipements



Nettoyage +
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Grosses besognes 

Taches de rouilles



Joint mécanique d’agitation
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Assemblage d’un joint mécanique d’étanchéité
Joint mécanique en tandem
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Il y a plusieurs «méthodes» ou modèles prédictifs : 
Réduction décimale: temps pour réduire d’un log la 
concentration en contaminant microbien 
Calcul probabiliste: probabilité d’une spore vivante  
Calcul simplifié des 3 étapes: 

chauffe-retenue-refroidissement 

Dans les trois cas, on cherche le temps de stérilisation 
selon une température de stérilisation

Prévoir la stérilisation des équipements



Prévoir la stérilisation des équipements
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On se concentrera sur la stérilisation par la chaleur, mais 
les principes peuvent s’appliquer aux autres méthodes 
On parle de nombre de microorganismes, puisque 1 seul 
peut faire rater la stérilisation: 
On cherche à estimer le temps requis pour stériliser, ou 
réduire la charge en contaminants microbiens 

No = no*V     avec V : le volume de liquide à décontaminer 
                            no : concentration en contaminant viable  [nb.L-1] 

    No : quantité totale en contaminant viable [nb.]



Profil de température : cycle de stérilisation
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Courbe typique 
de la 
température 
lors de 
procédés de 
stérilisation en 
mode cuvée



Prévoir la stérilisation des équipements
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Bilans ...

 

dn
dt

= −kd i n  kd = kd ,o i e
−Ea
RiT



Prévoir la stérilisation des équipements
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Bilans ...

 

dn
dt

= −kd i n  kd = kd ,o i e
−Ea
RiT

 

n
no

= e−kd it
 
ln( n no

) = −kd i t
 

dn
nno

n

∫ = −kd i dt
t=0

t

∫
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Agent bactéricides : viabilité dans le temps

Les agents bactéricides 
auront un effet qui sera 

fonction de leur 
concentration 

ln( n no
) = −kd i t
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Exemple de stérilisation par la chaleur humide  
(mortalité cellulaire)

E.	
  coliSpores	
  de	
  B.	
  stearothermiphilus

Résistance à la chaleur : une question d’espèce

 
ln( n no

) = −kd i t
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Valeurs typiques de sensibilité à la chaleur pour des spores 
de Bacillus stearothermophilus

Température (°C) kd (min-1)
Humide Sec

100 0,02
110 0,21

120 2,0 0,12

130 17,5

140 136

150 956

Stérilisation	
  :	
  sensibilité	
  à	
  la	
  chaleur

 
ln( n no

) = −kd i t



Stérilisation	
  :	
  sensibilité	
  à	
  la	
  chaleur
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Valeurs typiques de sensibilité à la chaleur pour divers composés, microorganismes et réactions

Composé, microorganisme ou réaction Énergie d’activation : Ea (kJ.g mol-1)
spores B. stearothermophilus 287,2

B. subtilis 318,0

Cl. botulinum 343,1

microorganismes E. coli 530,9

nutriments vitamine B12 96,6

thiamine.HCL (B6) 92,0

riboflavine (B2) 98,7

acide folique 70,2

alcool d-pantothenyle 87,8

enzymes trypsine 170,5

peroxidase 98,7

lipase pancréatique 192,3

réaction Maillard 130,5

 kd = kd ,o i e
−Ea
RiT
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Stérilisation	
  :	
  sensibilité	
  à	
  la	
  chaleur



Stérilisation:	
  modèle	
  probabiliste
Par	
  une	
  approche	
  stochastique	
  de	
  la	
  stérilisation,	
  la	
  probabilité	
  qu’au	
  temps	
  
«	
  t	
  »	
  il	
  reste	
  «	
  N	
  »	
  microorganismes	
  viables:	
  

Or,	
  dans	
  le	
  cas	
  de	
  produits	
  injectables,	
  nous	
  cherchons	
  à	
  atteindre	
  N=0,	
  
soit,	
  une	
  probabilité	
  d'extinction	
  totale:	
  

et	
  la	
  probabilité	
  d'avoir	
  au	
  moins	
  un	
  microorganisme	
  viable	
  (ou	
  disons,	
  
survivant	
  à	
  la	
  stérilisation)	
  ou	
  N>0:	
  

et	
  pour	
  No>>>0	
  …
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PN t( ) = No!
No − N( )!N! e

−kd t( )N 1− e−kd t( ) No−N( )

Po t( ) = 1− e−kd t( )No

1− Po t( ) = 1− 1− e−kd t( )No



et	
  pour	
  No>>>0:	
  

on	
  obtient	
  donc,	
  par	
  approximation:	
  

ce	
  qui	
  signifie	
  que	
  	
   	
   	
   	
   valable	
  si	
  	
  	
  	
  	
  

une	
  valeur	
  qui	
  peut	
  être	
  lue	
  sur	
  le	
  graphique:	
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1− Po t( ) = 1− 1− e−kd t( ) 1− e−kd t( ) ⋅⋅⋅No fois

1− Po t( ) = 1− 1− 2e−kd t + e2kd t⎡⎣ ⎤⎦ ⋅⋅⋅

1− Po t( ) = 1− 1− e−kd t − 2e−kd t + 2e−2kd t + e2kd t − ekd t⎡⎣ ⎤⎦ ⋅⋅⋅

1− Po t( ) = 1− 1− 3e−kd t + ⋅⋅⋅⎡⎣ ⎤⎦ ⋅⋅⋅

1− Po t( ) ≅ Noe
−kd t

1− Po t( ) ≅ N 1− Po t( )( ) ≤ 0,01

Stérilisation:	
  modèle	
  probabiliste
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Stérilisation:	
  
modèle	
  probabiliste

kd t

1− Po t( ) ≅ N
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Stérilisation:	
  
modèle	
  probabiliste

1− Po t( ) ≅ N

kd t

Utilisation de la charte de stérilisation 

1.Spécifier une probabilité de contamination « 1-P0 » 
jugée acceptable (e.g. 10-3) 

2.Déterminer N0 

3.Lire kdt sur la charte 

4.Connaissant le kd pour l’organisme, en déduire le 
temps « t » requis
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Stérilisation:	
  
modèle	
  probabiliste

kd t

Mise à l’échelle des paramètres ?

1− Po t( ) ≅ N



Facteur	
  «	
  Nabla	
  »	
  (ou	
  «	
  facteur	
  de	
  stérilisation	
  »	
  ou	
  «	
  facteur	
  Del	
  »)
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Stérilisation:	
  
modèle	
  cinétique

/0
0ln E RT

d
N k t k te
N

−" #∇ = = =% &
' (

Utilisé comme critère de design: plus ce facteur est grand, plus le temps de 
stérilisation requis est long 

Pour Bacillus stearothermophilus  (l’un des micro-organismes les plus résistants à la 
chaleur): 

 Énergie d’activation (Ea)=283 kJ/mol 
 Constante d’Arrhénius (k0)=1x1036.2 s-1 

En considérant un facteur de risque de 1/1000  ⇒ N = 0.001 

Pour un nombre initial de 1011 cellules: 0ln 32.2N
N

! "∇ = =$ %
& '



�44

Stérilisation:	
  
modèle	
  cinétique

Un certain nombre de cellules sont en fait détruites 
durant les phases de chauffe et de refroidissement:

global chauffe retenue refroidissement∇ = ∇ +∇ +∇
1

2

1

3

2

0

t

chauffe d

t

retenue d
t

t

refroidissement d
t

k dt

k dt

k dt

∇ =

∇ =

∇ =

∫

∫

∫

Temps	
  de	
  stérilisa�on:	
  	
  trequis	
  =	
  (t1-­‐0)	
  +	
  (t2-­‐t1)	
  +	
  (t3-­‐t2)	
  =	
  t3

(T ≠ cste)

(T ≠ cste)

t0 t1 t2 t3

∇retenue = kd ⋅ tempsretenueou :
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Stérilisation:	
  
modèle	
  cinétique

Valeur de ∇ et de kd pour les spores de B. stearothermophilus  à 
des températures supérieures à 100°C pour un taux d’évolution de la 
température de 1°C/min
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Stérilisation:	
  
modèle	
  cinétique

Calcul selon une approche simplifiée 
En assumant que: 
1)La destruction des cellules est surtout significative pour T> 100°C 
2)Les périodes de chauffe et de refroidissement sont linéaires 

A partir de données tabulées de ∇ et de kd correspondant à un taux d’évolution 
de la température de 1°C/min, on peut calculer le facteur ∇ correspondant à 
tout autre taux de montée (ou descente) de température en assumant que le 
changement sera proportionnel 

Par exemple, si la température grimpe de 100°C à 121°C pendant « t1 » min:

19.601
21chauffe
t

∇ = ×
 min

De	
  façon	
  analogue,	
  si	
  le	
  refroidissement	
  s’effectue	
  en	
  15	
  min:
159.601 6.86

21refroidissement∇ = × =
 min
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Stérilisation:	
  
modèle	
  cinétique

Calcul selon une approche simplifiée
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Stérilisation	
  :	
  
sensibilité	
  à	
  la	
  chaleur	
  (thermolabilité)

Critère de stérilisation n/no = 10-16

Exemple de l’effet de la température sur la destruction de la thiamine, lors 
de la stérilisation de spores de B. stearothermophilus

Température 
de stérilisation 

(oC) 

100 
110 
120 
130 
140 
150

Temps requis 
de stérilisation 

(min) 

843 
75 
7.6 

0.851 
0.107 
0.015

Perte de 
thiamine 

(%) 

99.99 
89 
27 
10 
3 
1



Stérilisation en continu
�49

Courbe typique 
de la 
température 
lors de 
procédés de 
stérilisation en 
mode continu : 
temps court
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Stérilisation en continu

On aura, à faible Pe :

où

le nombre de Damköhler
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Préparation d’un cycle de production

4. Préparation  
de l’inoculum

5. Préparation 
des réactifs

6. Transfert 
des réactifs

2. Passivation

3. Stérilisation

1. Nettoyage

7. Inoculation 
8. Production 
10. Récolte

11. Purification12. Stérilisation

9. Échantillonnage

Un cycle de production



Montage-Passivation-Stérilisation- 
Test de pression
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Préparation d’un 
cycle de 

production 
 

Requiert une 
série d’étapes 
essentielles 

dont des tests 
d’étanchéité. 



Montage-Passivation-Stérilisation
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Et puis, vous êtes prêts! 
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