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RESUMEN. Se describe el estudio del proceso de esterilizacién, por calor
humedo, que se ejecuta en una lavadora de tapones para bulbos. Para lograr
este objetivo se disend y aplicé un protocolo de validacién que requirié la
ejecucién de varias corridas experimentales, bajo diferentes condiciones de
operacién y en las cuales se registraron los perfiles de temperatura y de
presién, durante todo el ciclo. Como parte del estudio se incluyé un reto con
indicadores biolégicos, empleando esporas de B.stearothermophillus, para
obtener un criterio microbiolégico de la efectividad del proceso, ademas del
criterio de un parametro fisico como la temperatura. El concepto de tiempo
equivalente, Fo, fue definido y analizado y se examiné su aplicacién en la
comparacién de procesos de esterilizacién y en la evaluacion de la efectivi-
dad de un proceso de esterilizacién. Se observé que la distribucién de tem-
peratura es mas homogénea con la cAmara vacia que cuando esta contiene el
patrén de carga estudiado, coincidiendo con lo que ha sido reportado. Se
demostré ademas, que un programa de esterilizacién de 20 min a 121 °C,
empleando vapor saturado como agente esterilizante, es efectivo para elimi-
nar cualquier forma de vida microbiana. El control automatico de todas las
etapas de los ciclos de esterilizacién, aseguré la consistencia y reprodu-
cibilidad de los resultados. La medicién de los perfiles de temperatura, el
célculo de Fo y el desafio microbiolégico constituyen un método apropiado
para demostrar la efectividad de un proceso de esterilizacion.

ABSTRACT. The study of the sterilization process, by means of moist heat, which
is effective method to execute this operation in a stopper washer for bulbs is
described. To achieve this objective a protocol was designed and applied, requir-
ing the execution of several experimental runs, under different operation condi-
tions. The profiles of temperature and pressure, during the whole cycle was re-
cording. As part of the study a challenge with biological indicators was included,
using spores of B.stearothermophillus, in order to obtain an microbiological ap-
proach of the effectiveness of the process, besides the approach of a physical
parameter as the temperature. The concept of equivalent time, Fo, was defined
and analyzed and its application was examined in the comparison of steriliza-
tion processes, including the evaluation of the effectiveness of a sterilization
process. It was observed that the distribution of temperature is more homoge-
neous with the empty chamber than the load chamber, coinciding with that re-
ported in the literature, and being demonstrated that a sterilization program of
20 min to 121 °C, using saturated vapor as sterilizing agent, it is effective to
eliminate any form of microbial life. The automatic control of all the stages of
the sterilization cycles, assured the consistency and reproducibility of the re-
sults. The measurement of temperature profiles, Fo calculation and microbio-
logical challenge, is a reliable method to demonstrate the sterilization process
effectiveness.

INTRODUCCION

En la fabricacién de productos
farmacéuticos que no pueden ser
esterilizados mediante un proceso
de esterilizacién terminal, debido a
su sensibilidad al calor, las operacio-
nes de manipulacién de los produc-
tos intermedios, el producto final y
aquellos dispositivos y accesorios
que estan en contacto directo con
estos, son consideradas etapas cri-
ticas y particularmente las opera-
ciones que deben ejecutarse en con-
diciones asépticas, asi como los pro-
cesos de esterilizacién.!?!® Durante
las operaciones de llenado aséptico,
ademas de mantener la esterilidad
requerida, debe tenerse en cuenta
que al producto farmacéutico no
pueden incorporarse sustancias o
particulas contaminantes que afec-
ten su calidad.

Enla produccién de medicamen-
tos parenterales de pequeno volu-
men, como es el caso de las vacu-
nas, el contenedor final general-
mente es un bulbo de vidrio borosi-
licado, clase hidrolitica I, cerrado
con un tapén de clorobutilo. Estas
dos partes estan en contacto direc-
to con el producto, desde la etapa
del llenado aséptico y durante su
almacenamiento posterior hasta su
uso por lo cual no pueden degradar
la calidad del farmaco.

El procesamiento de los tapones
se realiza en un equipo que posee
un diseno apropiado para garanti-
zar que las operaciones de lavado,
enjuagado, adicién de silicona, es-
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terilizacién y secado se ejecuten
adecuadamente, de forma automa-
tica, con una intervencién minima
por parte del operador.® El equipo
utiliza el principio de separacién fi-
sica, agrupando los tapones en ces-
tas independientes para reducir el
choque mecanico entre ellos y al
mismo tiempo, esterilizar y secar
todas sus superficies.*!2

La eficiencia de un proceso de
esterilizaciéon, mediante el empleo
de calor humedo, es principalmen-
te una funcién de la temperatura del
vapor saturado®* y del tiempo de
exposicion, lo cual implica que di-
ferentes combinaciones de tempe-
ratura y tiempo pueden lograr un
resultado satisfactorio.®’

Es importante destacar que en
este método es extraordinariamen-
te importante el contacto fisico en-
tre el medio esterilizante y el obje-
to que se pretende esterilizar, pues
el efecto térmico se produce debi-
do al cambio de fase de vapor satu-
rado a liquido.

La bibliografia especializada
plantea que una exposicién a 121,1 °C,
durante 15 min debe ser capaz de
eliminar cualquier forma de vida
microbiana resistente al calor, inclu-
yendo las formas esporuladas.?367
La comparacién de diferentes pro-
cesos de esterilizacién entre si, con
diferentes combinaciones de tiem-
po y temperatura se realiza utilizan-
do un término que se nombra tiem-
po equivalente y se identifica como
F, cuyo valor se expresa en minutos.

Si durante un ciclo de esteriliza-
ciéon es registrado el perfil de tem-
peratura, simultdneamente se eva-
l4a el valor de F en varias posicio-
nes y en el punto de menor valor de
F este tiempo es suficiente, para al-
canzar el nivel de esterilizacién de-
seado, entonces se puede asegurar
que el ciclo de esterilizacién propor-
ciona el calor necesario a toda la
carga.>!?

El objetivo del trabajo fue la apli-
caciéon de un método que permite
estudiar el proceso de esterilizacién
en una lavadora de tapones, me-
diante el registro de los perfiles de
temperatura durante la ejecuciéon
de los ciclos, en diferentes puntos
del sistema.

MATERIALES Y METODOS

El estudio de los procesos de es-
terilizacién requiere no solo de la
medicién de los perfiles de tempe-
ratura, de forma concurrente en
tiempo real, sino también, de un
reto o desafio con un microorganis-
mo cuyos parametros de resistencia

al calor sean conocidos y cuantifi-
cables. En el caso de los procesos de
esterilizacién por vapor saturado los
parametros que caracterizan a un
bioindicador se denominan D y Z.2
Una vez conocidos estos parametros
es posible desarrollar un modelo
matematico que permita calcular la
capacidad de un proceso de esteri-
lizacién, para eliminar los microor-
ganismos, en términos de letalidad
(L) y por tanto, de tiempo equiva-
lente (F).

La letalidad puede ser determi-
nada en un instante dado, pero si se
calcula la sumatoria de todas las
letalidades acumuladas, es decir, se
integra como una funcién de la tem-
peratura en el tiempo[ L =f(T,t)],
entonces es posible calcular el tiem-
po equivalente F.
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Elvalor F se define como el tiem-
po equivalente durante el cual un
objeto ha sido sometido a una tem-
peratura de esterilizacién determi-
nada, tomando en cuenta la dura-
ci6én del ciclo, las temperaturas al-
canzadas y el valor Z. En el concep-
to estd implicito que este tiempo es
diferente al tiempo real.2*$7 En tér-
minos practicos la expresién ante-
rior es aplicada en la forma siguien-
te:

(T-Th)

F=AtY10 Z

donde:

F tiempo equivalente (min, Fo en
procesos de esterilizacién por
vapor saturado).

T temperatura real en cualquier
instante (°C).

Tb temperatura base (121,1 °C).

Z 10 °C (en procesos de esteriliza-
cién por vapor saturado).

Dt tiempo (min).

En las corridas experimentales

se estudiaron los tapones de 13 mm

debido a que constituyen lo que se

conoce como un “peor caso”.? Este
criterio parte de estudios anteriores
en los cuales se confirmé que si los
tapones son mas pequenos dificul-
tan las operaciones de lavado y es-
terilizacién por tener mas area.
Cada estudio consistié en tres
corridas experimentales consecuti-
vas, en las cuales se registroé el per-
fil de temperaturas y se calcularon
los valores de Fo acumulado de ma-
nera automatica, por el programa
empleado. De acuerdo con el crite-
rio de aceptacién, se intenté demos-

trar que el proceso de esterilizacion
fuera capaz de suministrar a la car-
ga un Fo = 15 min, en el punto mas
frio.

Se empled un sistema de adqui-
sicién de datos formado por una
microcomputadora IBM compati-
ble, para el almacenamiento de los
valores de temperatura, presiéon y
tiempo, asi como el calculo de Fo,
un sistema de medicién Kaye, mo-
delo Portable Validator con dos ban-
cos de 16 canales de temperatura y
un canal de presién y el programa
”Validator” Ver. 1.09, que opera con-
juntamente con el hardware del sis-
tema para la adquisiciéon de datos
en tiempo real.

El sistema de medicién de tem-
peratura fue calibrado en tres pun-
tos (100, 121 y 140 °C) antes del ini-
cio de los estudios y luego periédi-
camente, con el objetivo de asegurar
que las mediciones de temperatura
tuvieran un error inferior a 0,5 °C .>714
En la practica se observé que las
diferencias entre los termopares y
la sonda patrén fueron inferiores a
0,25 °C.

El estudio fue realizado en una
lavadora de tapones ICOS Impianti,
modelo LST-80, equipo disenado
fundamentalmente para realizar los
procesos de lavado, enjuagado, es-
terilizacién y secado de los tapones.
Al finalizar estos procesos, los tapo-
nes quedan listos para ser utiliza-
dos en el proceso de llenado asépti-
co. Todas las operaciones fueron
ejecutadas y verificadas por un con-
trolador programable y una compu-
tadora que supervisa el estado y los
parametros del proceso.!! El regis-
tro de las senales de estado se diri-
ge a una impresora y a un registra-
dor analégico digital.

PARTE EXPERIMENTAL

Se introdujo en la camara el haz
de termopares, previamente cali-
brados, por el puerto de acceso; una
vez dentro, se coloc6 un termopar
en cada una de las ocho cestas; otro
se ubic) en el sensor de control y el
ultimo, en el drenaje de la lavadora,
respectivamente. Se emplearon en
total 10 termopares (Fig. 1).

En todos los estudios se utilizé
el mismo programa (Tabla 1). Las
etapas iniciales del ciclo (operacio-
nes de lavado y enjuagado) se
deshabilitaron, en el panel de con-
trol, para evitar danos a los termo-
pares. Esto no influyé en los resul-
tados del trabajo.

El ciclo 20 se ejecutd tres veces
consecutivas, permitiendo un inter-
valo apropiado entre las corridas
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con el objetivo de iniciar todas los
ciclos a una temperatura similar,
inferior a 60 °C . Se registraron los
datos de temperatura en cada uno
de los canales, con un intervalo de
30 s, asi como la presiéon dentro de
la camara.

Posteriormente, mediante la
operaciéon manual del controlador
PC Brain, se retiraron los termopa-
res con cuidado y se colocé en las
cestas la carga a estudiar constitui-
da por tapones de 13 mm . Una vez
cargada cada cesta, se colocé nue-
vamente el termopar correspon-

diente y mediante un dispositivo, se
fij6é un indicador biolégico, quedan-
do este insertado dentro de la masa
de tapones. Para el reto microbiol6-
gico!?®’ se emplearon esporas de
Bacillus stearothermophilus, ATCC
7953, con una concentracién de
1,8-108UFC,Z=12°CyD =15 min.

Se realizaron nuevamente tres
corridas consecutivas con el ciclo
No. 20. Al terminar cada una se sus-
tituyeron los indicadores biolégicos
expuestos al proceso de esteriliza-
cién por otros nuevos. Se registré
la temperatura y se calcul6 el Fo

Carga T1

Descarga

. =

Fig. 1. Vista lateral de la lavadora LST-80.

Tabla 1. Parametros de operacién del ciclo de esterilizacion.

Parametros Configuraciéon

Programa ID 20

Descripcion Stoppers Washing, Rinsing, Sterilizing & Drying
Pulsos de vacio 3

Temperatura (°C) 121,5

Tiempo (min) 20

Tabla 2. Distribucién de temperatura promedio con la cAmara vacia en la fase de

exposicién.
Termopar Temperaturas
0
Corridas
1 2 3
T1 123,5 1234 1233
T2 123,3 123,3 123,2
T3 1234 1234 1233
T4 1234 123,3 1233
T5 1234 1234 1233
T6 123,3 123,3 1232
T7 1234 1233 1233
T8 123,5 1234 1234
T9 1234 1233 123,2
T10 1234 123,3 1233

acumulado en cada uno de los ca-
nales y se registré también el perfil
de la presion. Finalizadas todas las
corridas, se identificaron adecuada-
mente los bioindicadores y se se-
leccionaron seis ampolletas como
controles positivos.

Todos los indicadores biolégicos
expuestos al calor, més los tomados
como controles positivos, fueron
sometidos a un proceso de incuba-
ci6n durante 48 h a 58 °C, de acuer-
do con las especificaciones del fa-
bricante.

El procesamiento de los resulta-
dos se realiz6 mediante el progra-
ma Validator y con una hoja de cal-
culo electrénica, calculando la tem-
peratura media segun la expresién
[1], para la condicién Exposition
Status = 1, de acuerdo con los re-
sultados obtenidos por el programa
referido, mientras que la desviacion
estandar y el coeficiente de varia-
cién, se calcularon segun las expre-
siones [2] y [3] respectivamente, en
las mismas condiciones.

_ T
T:L [1]
n

(aplicable solo si la fase de exposi-
cién esta activada).

S = M [2]

n

(aplicable solo si la fase de exposi-
cién esta activada).

CV == [3]

(aplicable solo si la fase de exposi-
cién esta activada).

Durante la fase de exposicion las
condiciones de temperatura y pre-
sién del vapor saturado tienden a
ser estables, ademaés de ser precisa-
mente la condicién de operaciéon del
proceso, por lo cual es posible apli-
car estas expresiones. En otras eta-
pas del proceso, pre-tratamiento y
post-tratamiento, las condiciones
de presién y temperatura son varia-
bles por lo que un analisis de este
tipo no es aplicable.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudios de distribucion de tempe-
ratura con la camara vacia

Los valores medios de tempera-
tura, durante la fase de exposicién,
indican una gran homogeneidad no
solo dentro de una misma corrida,
sino también entre ellas (Tabla 2).
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Las diferencias entre las tempe- Tabla 3. Resumen de la distribucién de temperatura con la cdmara vacia.

raturas maxima, media y minima,
. L. . Temperaturas
estdn muy proximas entre si en Valor “C)

cada una de las tres corridas, lo cual

.. X . . Corridas

indica que existe consistencia en la

ejecucién de los ciclos. Al calcular 1 2 3
larelacién existente entre la desvia- Minimo 123,3 123,3 123,2
cién estandar y la media aritmética Promedio 123.4 123.4 1233
de los datos de temperatura, se en- o

contraron valores entre 0,036 y 0,039 Maximo 123,5 1234 1234
para el coeficiente de variacion (CV), CV 0,039 0,036 0,039

lo cual implica que la dispersién de
las temperaturas, durante la fase de
exposicion es estrecha (Tabla 3).

Las diferencias entre las tempe- Tabla 4. Distribucion de temperatura con la cAmara cargada.

raturas maxima y media con respec- Temperaturas

to a la promedio muestran diferen- Termopar ©°C)
cias 1nfer1011es a 0,5 °C, lo cual 1nd}- Corridas
ca que la cAmara es muy homogé- 1 5 3
nea, condiciéon que favorece el des-
empeno de los procesos de esterili- T1 123,5 123,3 1233
zacioén. T2 123,5 123,3 123,3
Este comportamiento se debe, T3 193.9 193.1 193.1
entre otros factores, al apropiado ’ ’ ’
disefio de la camara de la lavadora T4 1233 123,1 123,1
de tapones, a su sistema de control T5 123,5 123,3 123,3
auto.rn.atlco y .a.la estabilidad de los T6 1235 1233 1233
servicios auxiliares.
7 123,6 123,3 123,3
Estudios de penetracion del calor T8 1234 1232 1232
en la carga
Al 3 ] id la cé T9 123,5 123,2 123,2
realizar rri n -
catzar fas cotridas con 14 ca T10 1235 123,2 123,2

mara cargada se observo también
homogeneidad en las temperaturas,
durante la fase de exposicién, a pe-
sar de la presencia de un patrén de  Tabla 5. Resumen de la distribucion de temperatura con la camara cargada.
carga (Tabla 4).

La diferencia entre las tempera- Valor Temp(fé?turas

turas promedio de cada corrida fue- -
ron inferiores a 0,3 °C y el coeficien- Corridas
te de variacién no superé 0,1, por lo 1 2 3
que es posible afirmar que el patrén Minimo 123,2 123,1 123,1
de carga estudiado no afecta el des- .

b Promedio 123,5 123,2 123,2
empeno de la lavadora de tapones,
durante los procesos de esteriliza- Maximo 123,6 123,3 123 .4
ci6én (Tabla 5). Ccv 0,090 4 0,0715 0,0815

Aunque se reportan los diez ca-
nales de temperatura, en el analisis
de penetraciéon del calor se deben

considerar principalmente los ter- Tabla 6. Distribucién de Fo acumulado con la cAmara cargada.

mopares T1 a T8, debido a que son Valor de F acumulado
los que muestran el efecto del me- Termopar (min)

dio esterilizante (vapor saturado) en

S Corridas
la carga. Los resultados maés intere-
santes de esta prueba recaen en los 1 2 3
Fo obtenidos, (Tabla 6), debido a que T1 37,6 36,2 34,8
con 20 min de exposicién se logra- T2 37.9 36,5 36.4
1 i 1
ron valores muy superiores a los T3 35,5 348 347
15 min impuestos por el criterio de
aceptacion. En ella se observa que T4 35,9 34,2 33,7
el valor minimo de Fo obtenido fue T5 37,8 36,0 34,6
de 33,7 min, en la corrida numero 2, 6 375 359 346
termopar T4. Este valor supera en
mas de dos veces el criterio de acep- 7 38,3 36,6 35,5
tacién. T8 37,0 35,8 35,2
El cic.l(.) cor}figurado para 20 min T9 373 355 34,1
de esterilizacién a 121,5 °C aporta
T10 37,4 35,56 34,5

suficiente cantidad de calor a los
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tapones de 13 mm que se emplea-
ron como patrén de carga.

Reto microbioldgico

El reto microbiolégico se realiz6
simultdneamente con los estudios
de penetracién. Después de 48 h de
incubacién, no se observoé evidencia
de crecimiento en los indicadores
biolégicos que fueron sometidos al
proceso de esterilizacién lo cual es
una indicacién de que recibieron
suficiente cantidad de calor para
eliminar las esporas; sin embargo,
los controles positivos incubados en
iguales condiciones (58 °C - 48 h),
mostraron un notable cambio de
coloracién, evidenciando el creci-
miento de formas vegetativas.

CONCLUSIONES

Los compartimentos de la tam-
bora de la lavadora de tapones
muestran un comportamiento muy
homogéneo durante la fase de ex-
posicién del ciclo de esterilizacién,
con diferencias inferiores a 0,5 °C,
lo cual favorece el desempeno del
proceso.

En todas las cestas o comparti-
mentos, el valor de Fo que se alcan-
za garantiza letalidad suficiente
para eliminar cualquier forma de
vida microbiana presente en los ta-
pones, lo cual fue verificado me-

diante la medicién de un parametro
fisico (temperatura) y el reto con
indicadores biolégicos.

El control automatico, de todos
los pasos de un proceso de esterili-
zacién, asegura que la ejecucion del
ciclo, se efectiie siempre de la mis-
ma forma garantizando la consis-
tencia y reproducibilidad de los re-
sultados.

La medicién de los perfiles de
temperatura en cada punto estudia-
do, el calculo simultaneo del Fo acu-
mulado, asi como el desafio micro-
biolégico con esporas de B. stearo-
thermophilus constituyen un méto-
do apropiado para demostrar la
efectividad del proceso de esteri-
lizacion, en el equipo estudiado.
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