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RESUMO

RODRIGUES, Leonardo Teixeira. Estratégia para validacdo de processo de
esterilizagdo por vapor saturado na industria farmacéutica. 2010. 123f Dissertacao
(Mestrado em Engenharia Quimica) — Instituto de Quimica. Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

O objetivo deste trabalho foi criar uma metodologia de validagao e revalidagao
dos processos de esterilizacdo por calor umido em autoclaves horizontais,
destacando os pontos criticos do processo e concentrando esforcos onde sao
realmente necessarios.

Foram realizados estudos de distribuicao térmica, de penetragao de calor e de
desafio microbioldgico na validagdo da autoclave STERIS FINNAQUA 6912. Com o
objetivo de avaliar o impacto de uma mudanga e compreender a relagdo entre os
fatores e suas interacbes para o processo de esterilizagdo, foi utilizado o
planejamento fatorial 2° dos fatores densidade da carga (quantidade de itens),
embalagem do produto e localizagdo na camara interna.

Os estudos de distribuigdo térmica confirmaram a distribuigdo homogénea
de calor na camara interna durante o tempo de exposicédo a 121°C. As temperaturas
variaram entre 120,35°C e 120,92°C com desvio padrao maximo de 0,12°C.

Os estudos de penetragao de calor confirmaram exposi¢cdes equivalentes a
121°C por 24 minutos em todos os itens da carga (Fo > 24 minutos). Em todos os
estudos para cargas secas, os indices de capacidade do processo (Cpk) foram
maiores que 1,33.

Os ensaios de desafio microbioldégico garantiram niveis de esterilidade
(S.A.L.) maiores que 12 redugdes logaritmicas em relacdo aos indicadores
biolégicos Geobacillus stearothermophilus. Nao foi detectada a presenga de
endosporos sobreviventes nos 132 indicadores biologicos utilizados nos quatro
ciclos desafiados.

Com base no planejamento experimental verificou-se que, para o nivel de
significancia de 95% , as mudancgas nos fatores posi¢cao, embalagem e quantidade
da carga nao séo significativas para o processo de esterilizagdo, em autoclave com
remocgao forgada de ar. Ja para o nivel de significancia de 90%, a interagdo Posi¢ao
x Embalagem apresentou significancia estatistica no processo de esterilizagdo com
valor P de 0,080.

Palavras-chave: Esterilizagcao por vapor. Autoclaves. Industrias Farmacéuticas.



ABSTRACT

The purpose of this work was to create a methodology for validation and
revalidation processes of moist heat sterilization in horizontal autoclaves,
emphasizing the critical points of the process and focusing efforts where they are
actually required.

Temperature distribution studies, heat penetration studies and microbiological
challenge have been carried out through in the validation of the autoclave STERIS
FINNAQUA 6912. Aiming the evaluation of the impact of changes and the
relationship between factors and their interactions for the sterilization process, the 2°
factorial design of the factors load density (number of items), product packaging and
location in the chamber internal was used.

Temperature distribution studies confirmed the homogeneous heat distribution
inside the inner chamber during the exposure time at 121°C. Temperatures ranged
between 120.35°C and 120.92°C with maximum standard deviation of 0.12°C.

Heat penetration studies confirmed thermal exposures equivalent to 121°C for
24 minutes on all items of load (Fp > 24 minutes). In all studies for dry loads, the
process capability indexes Cpk were greater than 1.33.

Microbiological challenge tests assured a Sterility Assurance Level (SAL)
greater than 12 logarithmic reductions in relation to Geobacillus stearothermophilus
bioindicators. The presence of surviving spores in 132 bioindicators was not detected

Based on the Design of Experiments (DOE) with the significance level of 95%,
the changes in factors position, packaging and quantity of the load were not
significant to the process of sterilization in autoclave with vacuum air removal. As for
the significance level of 90%, the interaction between position x packing was

statistically significant in the sterilization process with P value of 0.080.

Keywords: Steam sterilization. Autoclaves. Pharmaceutical Industries.
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INTRODUCAO

Joseph Lister (1860) e Ignaz Semmelweis (1847) foram os primeiros
cirurgides a desinfetarem as maos, instrumentos e o ambiente de operagdo com
objetivo de evitar as infec¢gdes durante as cirurgias, surgindo assim a cirurgia anti-
séptica, que hoje € chamada de cirurgia asséptica, gracas a esterilizagdo por meios
fisicos e quimicos de instrumentos e ambientes cirurgico (Fontana, 2006). Portanto,
pode-se dizer que esterilizagao é a tentativa fisica ou quimica de destruir ou eliminar
todas as formas de vida, principalmente os micro-organismos.

Mesmo com o avango da ciéncia e tecnologia, hoje, aproximadamente 140
anos depois, continuam existindo casos de infecgbes hospitalares e produtos
contaminados. Isto se deve ao fato da falta de estudos e testes, em algumas
empresas e hospitais, que comprovem que 0s processos de esterilizagdo sao
realmente eficazes. Com isto destaca-se a importancia da qualificacdo dos
equipamentos esterilizadores e da validagado dos processos de esterilizagao.

O processo de esterilizagdo em industrias farmacéuticas garante assepsia
dos materiais utilizados na producdo de medicamentos. O método de esterilizagao a
vapor saturado € sempre a primeira escolha nas industrias farmacéuticas por tratar-
se do método mais eficaz, rapido, com melhor relagado custo/beneficio e com menor
impacto ambiental. A fim de garantir o nivel de esterilidade necessario, a
qualificacdo de autoclaves e validagdo de suas cargas (itens que devem estar
estéreis para uso) sdo requisitos sempre exigidos pelos 6rgaos regulatorios
nacionais e internacionais. Os regulamentos destes 6rgdos nem sempre sao
objetivos e claros, muitas vezes sujeitos a interpretagdes (ANVISA, 2006; OMS,
1997) GAMP. Estes regulamentos regem o qué deve ser feito, mas n&o especificam
como deve ser feito.

Em muitas industrias farmacéuticas existem poucas autoclaves, néao
ultrapassando o quantitativo de cinco autoclaves. Neste caso € possivel dedicar
mais tempo e recursos aos estudos, ensaios, investigagdes e relatorios das
validagdes. Logo a seguir, na Tabela 1, esta demonstrado o tempo geralmente gasto

na validagao de uma carga de autoclave.
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Tabela 1 - Tempo gasto em média durante a validagao de uma carga (Fonte: Bio-
Manguinhos, 2010).

Tarefa Tempo gasto

Calibragao dos instrumentos da autoclave 4 h

Calibragao do sistema de aquisicao de dados antes da validagcdo |2 h

Montagem e configuragcao da carga 0,5h
Estudo térmico na carga em trés corridas consecutivas 4 h/corrida
Desafio microbiolégico em trés corridas consecutivas 7 dias de incubacéao

Calibracao do sistema de aquisicao de dados depois da validacédo |2 h

Elaboracao do relatério de validacao 1 dia

Algumas destas tarefas podem ser feitas simultaneamente, como o estudo
térmico da segunda corrida com incubagdo dos indicadores biolégicos da primeira
corrida. Entretanto, uma autoclave possui geralmente até 20 cargas distintas que,
segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 1997), devem ser revalidadas ao
menos uma vez ao ano. Isto se torna inviavel logisticamente e economicamente num
complexo industrial que possui 40 autoclaves com cerca de 10 cargas cada. Sem
levar em conta que segundo a NBR ISO 11134 (2001), uma validagdo segura e
duravel requer que alteragdes somente sejam feitas apds avaliagdo completa dos
impactos destas. Se algum fator envolvido causar algum impacto relevante na carga
ou autoclave, as mesmas devem ser revalidadas.

O foco deste trabalho é criar uma metodologia de validacgéo, revalidagao e
controle de mudanga em autoclaves horizontais, destacando os pontos criticos do
processo, explorando os conceitos tedricos da microbiologia, da termodinamica e da
estatistica com o objetivo de concentrar esforcos onde sao realmente necessarios.
Neste trabalho serao utilizadas técnicas estatisticas para analise de dados coletados
em estudo de distribuicao térmica, penetragdo de calor e desafios microbiolégicos
visando determinar um método rapido, seguro e eficaz que atenda as exigéncias dos
orgaos regulatorios sem afetar a capacidade de produgao das plantas industriais e a

qualidade do processo de esterilizacao.
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1. FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1. Processo de Esterilizagdo

1.1.1. Papel do Vapor na Esterilizacao

A esterilizac&do por calor € amplamente utilizada na industria farmacéutica. A
Tabela 2 mostra as equivaléncias de letalidade entre as diferentes temperaturas com
os respectivos tempos de exposicdo dependendo do método de esterilizacao
utilizado (calor umido ou calor seco). Comparando por método, matematicamente
todos os parametros tém o mesmo potencial de esterilizagdo. Pode-se concluir que a
esterilizacdo na presenca do vapor € mais eficaz, pois requer menos tempo e

temperatura que o calor seco.

Tabela 2 — Tempos e temperaturas dos processos de esterilizacdo normalmente
utilizados nas industrias farmacéuticas. Para umido, T=121°C e z=10°C; para seco,
T=170°C e z=20°C (Fonte: AGALLOCO, 2007).

CALOR UMIDO CALOR SECO

Temperatura| 115°C | 121°C |134°C| 160°C 170°C | 180°C
Tempo 30 min |15 min|{3 min {380 min| 120 min |40 min

Segundo a fabricante de autoclaves Industrias Baumer S.A. (2004), isto se
deve ao fato que a medida que a agua é aquecida, mais energia é absorvida ao
ponto da temperatura elevar-se até o estado de ebulicao (calor latente). Esta energia
nao € usada apenas para o aumento da temperatura, mas sim para transi¢cao da
fase liquida para a gasosa. A energia gasta nesta transicdo é muito elevada,
fazendo que no processo inverso — condensagédo — a energia obtida seja também
muito alta, confirmando que a esterilizacdo por calor na presenca do vapor
apresenta alto rendimento (menor tempo e temperatura). Este rendimento pode
ainda ser maior, caso a pressao interna da camara seja mantida acima da presséo
atmosférica, pois o ponto de ebulicdo passa ser maior que 100°C. Este é o caso das
autoclaves industriais que trabalham com a presséao relativa em torno 1,1 kgf/cm?
fazendo que a ebulicdo da agua seja préoxima a 121°C. Na figura 1, as linhas cheias
indicam condicdes de pressao e temperatura onde as duas fases podem coexistir.

Para agua nas condi¢gdes normais de presséo, a temperatura de saturagao é 100°C
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(ebulicdo). A temperatura de saturacdo aumenta com a pressdo, mas ha um limite,

denominado ponto critico, acima do qual ndo ha transigdo definida entre as duas

fases.
G o
F L ponto critico
g 22 MPa  srrereersisasrsnenrssrnnee
=3
liguido {dgua)
1 atm (= 0,1 MPA) coeresemnnanse

sélido i vapor

ponto

Iﬂpfﬂ wemrenmnennes (0,611 kP2

; : : >
0,00%8 “C temperafura 100 *C 374 =C

Figura 1 - Diagrama de presséo x temperatura de saturagao (Fonte: MSPC, 2010).

Outro aspecto importante, ilustrado na figura 2, sdo as expansdes que
ocorrem quando a agua passa para a fase gasosa e as contracbes quando volta a
fase liquida. O vapor sofre uma contragédo instantdnea de volume (na ordem de
1.500 vezes) ao condensar e umedecer a superficie do produto. Isso faz com que a
penetracdo de vapor nos poros e frestas do objeto a ser processado, seja
potencializada através do efeito de “bomba de vacuo”. Este efeito capta mais vapor,
que continua aquecendo o produto e condensando-se. Ao condensar-se, o vapor
cria um vacuo parcial que tende a ser ocupado por mais vapor, que, por sua vez,
traz mais energia. Dessa maneira, cumpre-se um ciclo. Este fenbmeno sucessivo é

também chamado de “bomba de calor” (Luqueta, 2004).

t o~

Penetragio Efeito Bomba de Sucgdo
Vacuo

1

Figura 2 - Ciclo de penetragao de vapor
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1.1.2. Seqiéncia Funcional Basica da Autoclave Horizontal

A autoclave horizontal é basicamente a combinacao de dois vasos de pressao
hermeticamente fechados, sendo que um esta contido no outro. O vaso externo é
chamado de camara externa, mas também é conhecido como camisa ou jaqueta. O
vaso interno é o lugar onde acomoda a carga para esterilizacdo e € chamado de
camara interna. A figura 3 mostra o diagrama basico de uma autoclave horizontal de
duas portas e seus principais componentes. A fungcado das duas portas € eliminar o
risco de contaminagdo cruzada, criando um fluxo de material sempre do lado mais

sujo para o lado mais limpo.

. Filtro de Ar
. Valvula de seguranca
t E %ﬂl B . Vdlvula de vaporda camara intema

. Vdlvula de arda camara interna

. Vdlvula de vaporda jaqueta

A
B
c
D
E
F. Dreno
— G
H
I
J
K
L
M

l_
o1 |

.Bomba de vdacuo
. Camara interna
. Jaqueta

. Porta

. Pressdo da jaqueta

. Pressdo da camara interna

. Entrada de Validacédo

F G N. Alimentacéo de vapor

Figura 3 - Componentes de uma autoclave horizontal (Fonte: Luqueta, 2008).

Quando se liga a autoclave, a valvula E abre, deixando o vapor proveniente
da fonte N entrar na camara externa. A principal funcdo da camara externa é
aquecer as paredes internas da camara, evitando a formacdo de condensado
durante a injecdo de vapor na camara interna. A camara externa aquecida também
auxilia na fase de secagem, irradiando a calor a carga.

Ao fecharem as portas J, a fase de pré-condicionamento é iniciada. Esta fase
apresenta duas subfases, pré-vacuo e rampa de aquecimento. O pré-vacuo consiste
na remog¢ao do ar na camara interna através de ciclos repetitivos de pulsos de vacuo

alternados com injecdo de vapor. No primeiro instante desta subfase a bomba de
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vacuo G é ligada até que a camara interna H atinja 730 mmHg de vacuo. Apos
atingir o vacuo, a bomba de vacuo é interrompida e a valvula C de entrada de vapor
na camara interna € aberta até que a presséao interna se equalize com a presséao
atmosférica, concluindo assim um pulso de vacuo. Na pratica, esta fase é repetida
trés vezes, pois, de acordo com a figura 4, o terceiro pulso de vacuo ja garante uma

remocgao de 99,994% do ar no interior da camara.

1° Vacuo
| —% jxlOO = 4%
Ar residual = 4%
2° Vacuo
4% de 4%
Ar residual = 0,16%
3° Vacuo
4% de 0,16%
Ar residual = 0,006%

Figura 4 - Ar residual apés terceiro pulso de vacuo (Fonte: Baumer, 2004).

Os pulsos de vacuo, além de removerem o ar presente no sistema, também
tém a finalidade de aquecer a carga antes da injegcao definitiva de vapor, diminuindo
a formacdo de condensado e, conseqiientemente, facilitando a secagem final. E
fundamental a eliminag&o do ar dentro da camara, pois o ar € considerado um dos
melhores isolantes térmicos, o que dificulta a homogeneidade térmica na camara e a
penetracdo de vapor na carga. A subfase seguinte ao pré-vacuo é a rampa de
aquecimento, onde o vapor é injetado pela valvula C até que seja alcancada a
temperatura de exposigdo a 121°C. Nesta fase um sensor de temperatura instalado
no dreno F abre a valvula C até que a temperatura de esterilizagao alcance 121°C.

A fase seguinte é tempo de exposi¢céo, onde a temperatura € mantida a 121°C
por um tempo determinado. Nesta fase um sensor de temperatura instalado no
dreno F modula a valvula C e E em torno de 1,1 kgf/cm?, para que a temperatura de
esterilizacdo permanecga proxima a 121°C (caso fosse mantida a 134°C, a presséo
deveria ser modulada a 2,1 kgf/lcm?). O dreno é o melhor lugar para controle de
temperatura, pois o ar e o condensado (mais denso que o vapor) sdo removidos por

gravidade pelo dreno localizado no fundo da camara, transformando-o no ponto mais
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frio da camara. Se o dreno estiver a 121°C, espera-se que os demais pontos no
interior da camara estejam a temperaturas maiores ou iguais a 121°C.

A ultima fase do ciclo de esterilizagdo € o pés-condicionamento, que também
apresenta duas subfases: secagem e aeragdo. Na secagem, o sistema de vacuo é
ligado enquanto que a valvula de admissao de vapor € fechada, criando-se
novamente vacuo na camara interna. A presenga do vacuo junto a radiagao de calor
proveniente das paredes da camara, devido a injecdo de vapor na camara externa,
faz com que o vapor e o condensado da camara interna sejam retirados. A subfase
de secagem consiste basicamente em deixar a bomba ligada por um tempo
determinado. Apdés o tempo de secagem, a subfase de aeragdo consiste na
equalizacao da pressao interna com a pressao atmosférica, admitindo-se ar externo.
Nesta fase, a bomba de vacuo é interrompida e a valvula de aeragao D é aberta,
quebrando o vacuo no interior da camara através do ar que passa pelo filtro A. A
qualidade e a correta manutencéao do filtro de aeragao sao vitais para o sucesso da
esterilizagdo, ja que a injecao de ar contaminado ao final do ciclo compromete todo o

processo de esterilizagdo. Estas fases podem ser observadas na figura 5.
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Figura 5 - Fases do ciclo de esterilizagao
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1.1.3. Tipos de Cargas

As cargas das autoclaves podem ser classificadas de duas maneiras. De

acordo com seu com seu objetivo final e fase da matéria.

1.1.3.1. Objetivo Final

O termo objetivo final refere-se a finalidade da carga. Se o material for
utilizado para manipulagéo do produto num ambiente estéril (sala limpa ou capela de
fluxo laminar) ou na formulacao dos ingredientes do produto, o processo € chamado
de Esterilizag&o. Se o material for classificado como Residuo de Servigo de Saude
— RSS, que geralmente s&o restos de producdo que teve contato com material
biolégico e precisa ser descartado, sao chamados de processo de
Descontaminacado (ANVISA, 2006).

1.1.3.2. Fase da Matéria

O termo fase da matéria refere-se as fases solida e liquida dos itens da carga.
Na pratica sdo chamadas de cargas secas (que se subdividem em sdlidas e
porosas) e cargas liquidas (que também se subdividem em hermeticamente abertas
e hermeticamente fechadas).

As cargas secas porosas tém o objetivo de colocar o vapor em contato com
micro-organismo através de seus poros e/ou suas embalagens. Ha necessidade de
remocao do ar, penetragao do vapor, saida do vapor e revaporacdo da umidade do
material, como por exemplo, vestimentas, vidrarias embaladas, mangueiras.

As cargas secas solidas tém o objetivo de colocar o vapor em contato direto
com a superficie da carga, como por exemplo, aros e bandejas.

Os processos usados para materiais solidos ou cargas porosas tém em
comum o objetivo de colocar o vapor em contato com micro-organismo. Para
liquidos, o objetivo é diferente. O proprio liquido € usado como agente esterilizante.

Portanto o vapor € usado apenas para aquecer uniformemente o liquido.
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1.1.3.3. Método de Classificagao

A figura 6 mostra as possiveis combinagdes entre as categorias para

classificar as cargas.

CARGA DA AUTOCLAVE

Y A

— Objetivo Final Fase da Matéria |—

F'y

Carga Seca

A

4 Porosa

A 4

Esterilizacéo

4 Sdlida

> Mista <

Carga Liguida [+

Recipientes Fechados |«

» Descontaminacdo

Figura 6 - Classificacdo das cargas

O processo de esterilizagdo de cargas secas € basicamente o mesmo
processo descrito no item sequéncia funcional basica da autoclave horizontal (1.1.2),
mas para cada tipo de carga, existem particularidades pertinentes nas fases pré-

condicionamento, tempo de exposicado e pos-condicionamento.

1.1.4. Particularidades Pertinentes de cada Tipo de Carga

1.1.4.1. Ciclos Liquidos de Recipientes Abertos

Como pode ser observados na figura 7, durante a fase de pré-
condicionamento, os ciclos de carga liquida de recipientes abertos ndo podem
conter pulsos de vacuo, pois o calor irradiado da camara interna, combinado com a
baixa pressdo, causa uma ebulicdo precoce que consequentemente provoca a
diminuicao do volume por evaporagao. Contudo é possivel executar meio pulso de

vacuo (380 mmHg), desde que os liquidos estejam frios no inicio do ciclo. Para
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garantir menor volume de ar na camara interna, depois deste meio pulso, executa-se
uma descarga de vapor fluente para criar um arraste do residuo de ar através do
dreno. Logo depois se inicia a fase de Tempo de Exposi¢cédo, onde a temperatura é
monitorada pelo sensor de carga e néo o sensor de dreno. O sensor de carga é uma
sonda (termorresisténcia PT100) que é inserida na carga liquida ou num recipiente
chamado de guia. A duragao desta fase pode ser incrementada de duas maneiras. A
primeira por tempo, onde a contagem do tempo de exposi¢gao programada € iniciada
quando a sonda de carga atinge 121°C. A segunda seria por letalidade acumulada
ou Fo, onde tempo de exposicédo é finalizado quando a letalidade atinge o valor
programado (o termo F( sera mais discutido no item 1.3).

Durante a fase de esterilizagdo, a contagem do ciclo por Fo nem sempre
chega a 121°C, pois dependendo da inércia térmica da carga, a letalidade é
alcangada antes mesmo que a temperatura da carga atinja 121°C. Durante a fase de
pos-condicionamento, o liquido é resfriado com pulsos de ar comprimido seco. A
qualidade deste ar é vital para o sucesso da esterilizagdo, pois caso esteja
contaminado, a carga pode né&o sair estéril. O ciclo pode ser concluido e a camara
despressurizada somente se as temperaturas de todos os recipientes liquidos
estiverem menores que 100°C, caso contrario, os liquidos entrardo em ebulicdo

instantanea.
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Figura 7 - Grafico de temperatura de liquidos abertos



27

1.1.4.2. Ciclos Liquidos de Recipientes Fechados

Frascos selados com tampa e ampolas sdo exemplos de liquidos de
recipientes fechados. Durante a fase de pré-condicionamento, este tipo de ciclo
também nao pode conter pulsos de vacuo, pois o diferencial de pressao entre o
recipiente e a camara, combinado com aquecimento abrupto do ar internos do
recipiente, provoca o seu rompimento. O ar residente no interior dos recipientes
aquece mais rapido que o liquido, devido a sua massa e calor especificos serem
menores que os do liquido (Baumer, 2004). Com isso a pressao interna do recipiente
fica maior que a pressao da camara provocando tensdes elevadas nos recipientes
durante a esterilizacdo. As ampolas de vidro criam fissuras ou explodem e os frascos
perdem as tampas. Em razdo disto, & injetado ar comprimido seco para criar o efeito
de contrapressao para diminuir o diferencial de pressao, evitando assim tensdes nas
paredes dos recipientes. Contudo isto cria um problema de uniformidade térmica no
aquecimento, ja que o ar introduzido pode formar zonas frias no interior da camara.
Por isto, a autoclave deve conter, conforme a figura 8, um sistema de ventilagao

forgcada (ventiladores) que promovem a homogeneidade térmica.

D%\ Vapor
—

Agua Fria

((

l Seco

!

| Balanco de
\\\./ L N )] | Presséo

§ @,Ar comprimido
|
!
|

Figura 8 - Sistema de ventilagdo for¢ada.

Um processo similar de tensdes nos recipientes acontece no pos-condicionamento
quando séao resfriados rapidamente. Nesta fase o vapor da camisa é substituido por
agua fria e simultaneamente o vapor da camara interna € substituido por ar

comprimido seco, a fim de criar uma contrapressdo e resfriar os recipientes
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rapidamente. O ciclo s6 pode permitir a abertura das portas se a temperatura dos
recipientes estiver abaixo de 100°C (geralmente é padronizado em 90°C), caso
contrario, o liquido no seu interior entra em ebulicdo instantanea. Este fenbmeno
provoca tensdes elevadas nos recipientes e tampas. Os recipientes de vidro tém boa
resisténcia mecanica a tais tensdes, mas ndo podem evitar que a tampa sofra
movimentos. Se isso ocorrer, havera a consequente perda da hermeticidade, a qual
aumentara a probabilidade de recontaminagdo durante ou apds a esterilizagdo. A

figura 9 mostra uma curva caracteristica deste ciclo.
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Figura 9 - Grafico de temperatura de liquidos fechados

1.1.4.3. Ciclos de Descontaminacao

A Unica particularidade existente num ciclo de descontaminagdo é a
necessidade de tratamento de efluentes. Neste tipo de ciclo ha uma precaucdo com
as primeiras purgas de condensado na fase de Pré-condicionamento, pois se
considera que qualquer efluente descartado antes de finalizado o tempo de
exposicao seja tratado como residuo contaminado (ANVISA, 2006). No dreno da
autoclave ha instalado um filtro hidrofébico de 0,2 um que retém qualquer possivel
micro-organismo. Este filtro é esterilizado automaticamente por vapor fluente a

121°C. Ele esta ilustrado na figura 10.
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- Filtro de 0,

Figua 1 - Carcaca e u filtro hidrofobico de 0,2 Mm
1.2. Conceitos Microbioldgicos

Segundo Agalloco (2007), os micro-organismos estdo presentes em toda a
parte e seus habitats naturais sdo extremamente diversificados. Eles sobrevivem em
grandes faixas de temperatura, pH, concentracdo de sais, quantidade de agua e
nutrientes, mas para industria farmacéutica eles sao extremamente prejudiciais e
representa grandes riscos para a qualidade e seguranga dos medicamentos.
Portanto, a esterilizagdo nos processos farmacéuticos € uma etapa muito importante
no processo produtivo que deve estar bem fundamentada nos conceitos
microbioldgicos.

Quando expomos o micro-organismo a condigdes estressantes, com objetivo
de esteriliza-lo, os resultados podem variar dependendo do agente esterilizante.
Além disso, cada agente esterilizante tem um mecanismo especifico de esterilizagéo
(Russel, 2004). Este trabalho é dedicado a esterilizagdo por calor umido utilizando
vapor como agente esterilizante, ndo se aplicando aos outros tipos de agentes
como, por exemplo, calor seco, 6xido de etileno, agentes quimicos e radiagéo.

N&o ha uma temperatura especifica para executar uma esterilizagado, embora
seja utilizado amplamente nas industrias o valor de 121,1°C (correspondente a
250°F). O tempo necessario para atingir a esterilizagdo microbiana depende do
tempo que o micro-organismo é submetido a uma temperatura especifica e da
resisténcia térmica do micro-organismo. Assim, a utilizagdo de uma temperatura

mais baixa, como 100°C, requer um longo periodo de exposi¢do para atingir o
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equivalente a uma temperatura mais elevada, por exemplo, 121,1°C. Em resumo,
elevadas temperaturas de exposicao exigem menores tempos de exposi¢cao e baixas
temperaturas de exposi¢céo requerem maior tempo de exposi¢ao (tabela 2). Ambos,
entretanto, podem ser utilizados e validados para conseguir a esterilizagdo

microbiolégica.

1.2.1. Células Vegetativas

As células vegetativas tém pouca resisténcia ao aquecimento. Segundo
Tortora (2005), a maioria das células vegetativas € morta por temperatura acima de
70°C.

1.2.2. Virus

A maioria dos virus € destruida a exposi¢ao de 60°C por aproximadamente 20
minutos, com desnaturacéo inicial de DNA em aproximadamente 45°C (Tortora,
2005).

1.2.3. Endosporo

O endosporo ou esporo bacteriano sdo estruturas especiais formadas no
interior das células de algumas espécies de bactérias, quando submetidas a um
ambiente hostil (Madigan,2004). Quando ocorre uma condig&o de estresse, algumas
bactérias tém a habilidade de desenvolver estruturas que lhes dao capacidade de
sobreviver neste ambiente hostil. Elas sdo envolvidas por uma espécie de armadura
chamada de endosporo ou esporos bacterianos. Quando as condigdes tornam-se
novamente ideais para o crescimento, os endosporos germinam e criam novas
células vegetativas (Clontz, 2009).

Os esporos de bactérias sado diferentes de esporos de fungos. Os esporos de
fungos fazem parte do ciclo normal de reproducdo e ndo sao resultados de uma
condicao adversa e, portanto, ndo s&o resistentes (Tortora, 2005).

Endosporo tém maior resisténcia ao calor umido. Embora os endosporos
verdadeiros sejam encontrados em bactérias Gram-positivas, uma espécie de Gram-

negativa, Coxiella burnetti, o agente causador da febre Q, forma estrutura



31

semelhantes aos endosporos que resistem ao calor. A espécie mais utilizada para
desafiar o calor umido, devido sua grande resisténcia, € o micro-organismo
Geobacillus  stearothermophilus ATCC 7953. Segundo a United States
Pharmacopeia (USP, 2009), os endosporos sdo 0s micro-organismos com maiores
chances de sobreviver na esterilizagao por calor umido. Eles sdo geralmente usados
em estudos de validagao, representando o "pior caso" no desafio microbiolégico.

O nivel de resisténcia a esterilizagdo por calor umido é geralmente
representado pelo valor D (tempo de reduc¢do decimal) ou valor z (relagdo da taxa de
inativagdo microbiana com a variagdao da temperatura). Eles permitem determinar a
sensibilidade de diferentes esporos de bactérias para processos de esterilizagao por
calor umido. Os valores D, z e outros modelos matematicos serdo mais discutidos no
item 1.3.

1.2.3.1. Formagao do Endosporo ou Esporulagao

O processo de formagao de endosporos dentro de uma célula vegetativa leva
varias horas e é conhecido como esporulagao ou esporogéneses. Segundo Tortora
(2005) as bactérias que formam endosporos comecam a esporulagao quando fontes
de carbono e nitrogénios tornam-se escassas ou indisponiveis. No primeiro estagio
da esporulagao, um cromossomo bacteriano recém-replicado e uma pequena porgao
de citoplasma sao isolados por um crescimento da membrana plasmatica para
dentro, denominado septo do esporo. O septo do esporo torna-se uma membrana
dupla que circunda o cromossomo e o citoplasma. Essa estrutura, inteiramente
fechada dentro da célula original € chamada de pré-esporo. Camadas espessas de
peptideoglicana sao dispostas entre as duas laminas da membrana. Entdo, uma
espessa camada de proteina se forma em torno da membrana externa. Este
revestimento é responsavel pela resisténcia térmica do esporo. Segundo Levinson
(2005), tal resisténcia se deve ao acido dipicolinico, um quelante de calcio,

encontrado somente nos esporos.
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Figura 11 - Formacéo de endosporos (Fonte: Tortora, 2005).

1.2.3.2. Germinacéao
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Quando liberados no ambiente, o endosporo pode sobreviver a temperaturas

extremas, falta de agua e exposi¢cao a muitas substancias toxicas e radiagao. Por

exemplo, endosporos com 7500 anos de Thermoactiomyces vulgaris do lodo

congelado do Lago Elk, no estado norte-americano de Minnesota, voltaram ao

metabolismo normal quando reaquecidos e colocados em um meio com nutriente

(Tortora, 2005).

Um endosporo retorna ao metabolismo normal (célula vegetativa) por um

processo denominado germinagéo. A germinacgao € ativada por uma lesao fisica ou

quimica do revestimento do endosporo. Entdo as enzimas dos endosporo rompem
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os peptideoclicanos, captam a agua, liberam o acido dipicolinico e recomega o
metabolismo. Como uma célula vegetativa forma um unico endosporo que, apos a
germinagao, permanece uma célula, a esporulagdo em bactérias ndo € um meio de

reproducgao (Tortora, 2005).

1.2.3.3. Leséao Térmica dos Endosporos

O calor umido mata os micro-organismos principalmente pela coagulagdo das
proteinas. A agua auxilia o rompimento das ligagdes nao-covalentes, como por
exemplo, as pontes de hidrogénio (desnaturacdo) que mantém as proteinas em sua
estrutura tridimensional (Tortora, 2005). Entretanto, segundo Levinson (2005), danos
na membrana e hidrélise enzimatica do DNA também podem estar envolvidos.

Segundo as Industrias Baumer (2004) o mecanismo geral microscopico pelo
qual atua o vapor sobre um micro-organismo consiste no aquecimento por
transferéncia de calor (por convecgéo) na parede celular. Ao ceder sua energia, 0
vapor aquece o material e produz umidade na parede celular do micro-organismo a
ser destruido (isto € essencial para a eficiéncia do processo). Nestas condigdes ha
uma grande contracdo de volume. Com isso é produzido vacuo que ativa a

penetragcao de mais vapor.

1.3. Modelo Matematico de Esterilizagc&o por Vapor

Graga ao conhecimento da cinética quimica € possivel utilizar modelos
matematicos para estimar os comportamentos microbianos na esterilizagao por calor
vapor. A introducdo da teoria cinética quimica ao chao de fabrica das industrias
trouxe resultados satisfatérios para o entendimento da esterilizacdo, bem como para
o desenvolvimento industrial do processo. Segundo Luqueta (2004), estima-se que a
morte da maioria dos micro-organismos pela agao do calor seja a resultante de uma
reacao de primeira ordem.

Para demonstrar este comportamento foi utilizado o modelo proposto por
Rahn (1945) que calcula a cinética de morte térmica das bactérias (Luqueta, 2004).

N

o= KN (1)

Em que:
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N = Populagéo inicial de micro-organismo;
t = Duragao do tratamento térmico;
K = constante (taxa de reacgéao).
Reorganizando-se a equagéo (1) e integrando-se, tem-se:
dN

N —Kjdt (2)
Convertendo em logaritmo de base 10:
logN =—-Kt+C (3)

Assumindo que no tempo zero a populagéo inicial € igual a Ny, a constante C
€ igual a logNy e equacgéao (3) assume a forma:
logN =log N, — Kt

N
log(—) = —Kt
ﬁ :lo—Kt
NO

Onde N é o numero micro-organismo no instante t. Segundo Agalloco (2007),
esta equacao é chamada de curva de sobrevivéncia semilogaritmica de Rahn, onde
€ possivel desenvolver duas das principais variaveis no tratamento matematico de
destruicdo dos micro-organismos: o valor D e o valor z. Se tragarmos o logaritmo da
fracdo de sobreviventes (log(N/Ng)) em funcdo do tempo de exposigao, a curva de

sobrevivéncia sera linear com a inclinagao negativa de K/ 2,303 (figura 12).

1

L K
- /lncllnagao— 5303 - D
107"
1072 T

_a L
N 10 frac@o de sobreviventes
log[\—r) 104

—
Q
@

—9
10 =
Valor D

tempo de exposicéo

Figura 12 - Grafico de valor D usando o log dos sobreviventes no eixo y e tempo de
€XPOSsi¢ao No O eixo X.
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1.3.1. Valor D ou Tempo de Reducado Decimal (TRD)

O valor D é definido como tempo de exposi¢do necessario, apds 0 processo
atingir as condi¢des pré-definidas, para causar uma redugao 90% na populacéo de
um determinado micro-organismo (ISO 11134: 2001). Algumas literaturas referem-se
ao valor D como o tempo de redugdo decimal (TRD). Todos os valores D séao
especificos para uma temperatura, meio e um determinado micro-organismo.
Geralmente sdo expressos para 121°C, mas nada impede que sejam expressos a
qualquer temperatura. Este procedimento é representado graficamente na figura 12
e calculado pela seguinte equacao (Russell, 2004):

ValorD At (5)
log N, —log N

Em que:
At = Duracéao do tratamento térmico
No = Populagéo inicial de micro-organismo

N = Populacéo final de micro-organismo

10° 1.000.000
} Morrem 900.000

100.000
} Morrem 90.000

10.000

.L% } Morrem 9.000
3
&
a 10° 1.000
Morrem 900
Alog N
10¢ 100
} Morrem 90
10" 10
At
¥ Z2F: 3T a7 5T 6T

Figura 13 - Grafico semilogaritimico da curva de sobrevivéncia.

Pela figura 13, pode-se concluir que:

AlogN
At

tg¢ = (6)
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Assumindo que AlogN é -1 reducgao logaritima teremos:

-1
tgp = — 7
9¢ AL (7)
Considerando-se que a constante K da figura 12 que representa o grau de

inclinacao da reta:

K__ 2,303

:>D:At:>D:$

(8)

Por ser uma expressao dificil de trabalhar, devido a sua unidade de medida

ser “-min™”

, 0 termo mais usado é valor D. Ele representa uma redugao logaritmica
que é expressa por numero positivo.

O valor D se altera em funcdo da temperatura, portanto, para cada
temperatura de exposicao é especificado um valor D diferente, por exemplo, D121oc =

0,2 min ou D4ggec = 26 min.

1.3.2. Valorz

As determinagcbes do valor D geralmente sao realizadas sob condi¢des
isotérmicas, mas foi provado experimentalmente que a resisténcia de um micro-
organismo pode mudar com a variagcdo de temperatura (Agalloco, 2007). Esta
mudanga na taxa de inativagdo microbiana com uma mudang¢a na temperatura €
chamada de valor de z e é definido como numero de graus (Celsius) necessarios
para aumentar ou diminuir uma determinada temperatura para produzir um aumento
ou diminuicdo de 10 vezes no tempo de esterilizagado. (ISO 11134: 2001).

Segundo Luqueta (2004), se esbogarmos o valor de log D em diferentes
temperaturas em um grafico semilogaritmico conforme a figura 14, obtem-se uma
linha reta. A inclinacdo dessa reta determina o valor z. A principal funcdo deste
modelo obtida por forma empirica por Bigelow (1921) é relacionar a redugao
logaritima da populacdo em funcdo da temperatura (Ocio, 1994). O valor z é
utilizado na determinacé&o do calculo de letalidade que sera visto mais adiante. O
calculo e a determinacéo do valor z ndo sao muito adequados acima de 135°C e nao
€ aconselhada sua extrapolagdo (Baumer, 2004). Para fim de validagdo, foi
padronizado nas industrias farmacéuticas o valor z igual a 10.

o LT
log D, —log D,

(9)
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Figura 14 - Grafico de Valor z.

1.3.3. Calculo de Letalidade Acumulada (Valor Fp)

Assim como a grandeza fisica temperatura possui a unidade de medida grau
Celsius (°C), pode-se dizer que a esterilizagao por vapor também possui sua propria
unidade de medida. Esta unidade que quantifica a esterilizacdo é chamada
Letalidade (Fzero Ou Fp) que é expressa em minutos. Ao primeiro contato, estranha-
se mensurar a letalidade de um processo de esterilizacdo com uma unidade de
tempo (min), mas de acordo com a definicdo da Parenteral Drug Association (PDA,
2000), Fo € o tempo de exposi¢cao em minutos equivalente a exposi¢cao a 121°C com
valor de z de 10°C. Por exemplo, quando um ciclo de esterilizagdo acumula valor de
Fo igual a 15 min, significa que o produto ficou exposto, teoricamente, 15 minutos a
temperatura de 121°C. Isto significa que, de acordo com a equagao (10), as
exposi¢coes 115°C por 30 min e 134°C por 3 min (especificadas na Tabela 2 do item
1.1.1) sdo equivalentes, pois acumulam o mesmo valor de Fy = 15 min.

t, T-121,1°C

Fo=le 2 dt

Y

(10)

Em que:
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Fo = letalidade acumulada a 121,1°C com o valor z de 10°C e valor D de 1 min.

t1 = instante quando a menor temperatura for maior que 100°C.

to = instante apos t4, quando a menor temperatura for menor que 100°C.

z = Numero de graus de temperatura requerida para a mudancga de 1 Log no valor D,
no qual em processos de esterilizacao, este valor é 10°C.

T = temperatura instantdnea em °C.

Conforme a figura 15, o calculo da letalidade s6 apresenta algum valor
significativo acima de 100°C. Por esta razdo, o sistema de aquisicdo de dados
realiza automaticamente o calculo da letalidade somente quando as temperaturas

estao acima deste valor.

1min 100°C-121,1°C

Fo= [10 ¢ dt=10""=0,008min (11)
0

Neste caso pode-se dizer que a esterilizacdo a 100°C é 100 vezes menos
eficaz que a 121°C, pois 1 minuto a 100°C equivale aproximadamente a 0,01

minutos a 121°C.
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Figura 15 - Relagdo matematica entre letalidade e temperatura.

1.3.4. SAL (Sterile Assurance Level)

Ao contrario que muitos acreditam, a esterilizagao nao significa simplesmente

destruir todos os micro-organismos vivos. O conceito de esterilizacdo absoluta esta



39

sendo substituido pela probabilidade da carga estar estéril. Devido as limitacdes
tedricas e praticas, nenhuma afirmacdo semelhante com respeito a auséncia de
micro-organismos pode ser provada. No processo de esterilizagdo, a natureza da
morte dos micro-organismos € descrita por uma fungao linear. Portanto, a presenca
de micro-organismos viaveis em qualquer item deve ser expressa em probabilidades
(ISO 11139, 2006). Embora esta probabilidade possa ser reduzida a um numero
muito pequeno, nunca pode ser reduzida a zero (ISO 11134, 2001). E por esta razdo
que o termo nivel de garantia de esterilidade € usado nas industrias farmacéuticas
para estimar ou avaliar a eficacia do processo de esterilizagdo. Ele é geralmente
retratado através de sua abreviatura em inglés SAL (Sterile Assurance Level) e
expressa a probabilidade de sobrevivéncia de micro-organismos viaveis.

O valor padronizado pela maioria das Farmacopéias Internacionais € SAL de
10°. De acordo com a figura 16, para um ciclo alcancar SAL de 10° deve ser capaz
de reduzir 12 ciclos logaritmos de uma populagao inicial de 1.000.000. Isto equivale
a uma probabilidade de sobrevivéncia de 1 em 1.000.000 (FDA, 1994). O calculo de

probabilidade é extraido da seguinte equacgao.
Fy = Diyiec (1095 Ny —l0g,, B) (12)
Em que:
Fo = Letalidade minima requerida
D121°c = Resisténcia térmica do indicador biologico

No = Populagéo inicial do indicador biolégico

B = Probabilidade de sobrevivéncia do indicador biolégico
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Figura 16 - Representacdo grafica de SAL a 10 (Fonte: Penna, 2006).

Para estimar probabilidade de sobrevivéncia devemos rearranjar a equagao

para:

F
Log,,B =log,, N, ——2— (13)

121°C

Para exemplificar, num determinado desafio microbiolégico, foi utilizado um
indicador biolégico de valor D421.¢c = 1,3 min com populagao inicial de 1,5 x 10°. Para
se obter um ciclo de esterilizagdo que seja capaz de fornecer um SAL de 10 deve

dimensionar um ciclo que seja capaz de acumular a seguinte a letalidade minima:

Fy = Dy (109, Ng —l0g,, B)

F, =13(log,,1,5x10° - log,, 10~°%)
F, =1,3(6,18 - (-6))

F, =158min

(14)

Agora exemplificando de maneira inversa, para estimar a probabilidade de um
determinado ciclo de esterilizagdo que acumulou uma letalidade minima de 25,3 min

e que foi desafiado com o mesmo indicador biologico:
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F
Log,,B=log,, N, — -
121°C
Log,,B =log,, 1,5x10° — 21533
Log,,B = 6,18 —19,46 (15)
Log,,B =-13,28
B =1x10 2

Com isto conclui-se que o indicador biolégico sofreu 13 redugdes logaritmicas
em relacdo a populagdo inicial de 1,5 x 10° e que atingiu a probabilidade de

-13,28
O )

sobrevivéncia de 1 x 1 , apos o término da esterilizagao.

1.4. Modelos de Esterilizacdo do Vapor

De acordo com a Farmacopéia Americana (USP, 2009) “Modelo de
Esterilizagdo” sao varios métodos de abordagens disponiveis para desenvolver um
ciclo de esterilizacdo por calor umido, levando em conta a termoestabilidade da
carga, o nivel de garantia de esterilidade desejado e o custo de esterilizagao.
Embora cada um desses modelos tenha potencial de atingir qualquer valor de SAL
desejado, cada um utiliza diferentes quantidades de transferéncia de calor a carga,
custo de esterilizagdo, custo de manutengdo do processo e risco de negocios com
relacdo ao fator de seguranca. De acordo com a Parenteral Drug Association (PDA,
2000), existem trés modelos basicos: ‘sobremorte’ (overkill), ‘indicador bioldgico
combinado com carga microbiana’ (Bioburden / Bioindicator Combination) e ‘carga
microbiana total’ (absolute bioborden).

Cada um dos métodos tem exigéncias diferentes com relagao as cargas, aos
desafios microbiolégicos e ao monitoramento ambiental (acompanhamento
microbiolégico continuo para monitorar o processo). De acordo com a figura 17, o
modelo carga microbiana total oferece menor exposi¢do térmica da carga, o que
reduz o risco de dano ao produto, porém demanda mais custo para manter uma
equipe de monitoramento ambiental, para verificar se 0 processo esta atendendo as
especificacbes. O modelo combinado requer uma exposi¢cao térmica moderada com

risco moderado a integridade fisica da carga e um menor acompanhamento
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microbiolégico. O método que requer menos dados microbioldgicos, mas requer

mais energia e, consequentemente, mais risco de danos a carga é o sobremorte.

ALTO

MEDIO

BAIXO

ENERGIA TERMICA NA CARGA

MICROBIANA TOTAL COMBINADO SOBREMORTE

Figura 17 - Método de esterilizagdo versus energia térmica na carga (Fonte: PDA,
2002).

Os modelos sobremorte e combinado utilizam indicadores biolégicos. Em
ambos, o risco de contaminagao apos a esterilizagdo € muito baixo, uma vez que
existe uma margem de segurancga substancial nos indicadores bioldgicos utilizados.
Ao contrario do método carga microbiana total, que n&o oferece margem de
segurancga, capaz de esterilizar um possivel micro-organismo com uma resisténcia
térmica ligeiramente superior. Estas relacbes estdo representadas no grafico da
figura 18. A deciséo final de qual modelo a utilizar para o desenvolvimento de um
ciclo, baseia-se na termoestabilidade da carga, nas exigéncias dos oOrgaos

regulatorios e nos custos para manter o processo.
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Figura 18 - Método de esterilizag&do versus custo de manutencgao (Fonte: PDA,
2002).

1.4.1. Método de Sobremorte (Overkill)

O método de sobremorte geralmente € utilizado para esterilizar componentes
de maquinas, equipamentos e alguns produtos acabados. Este método apresenta
boa aceitagdo entre os 6rgaos regulatérios e muitas empresas os escolhem, pois a
expectativa de sobrevivéncia dos indicadores biologicos durante a validagado dos
ciclos de esterilizacdo € praticamente nula. Para muitos, o nao crescimento
microbiano € a unica maneira de demonstrar que o ciclo é eficaz.

Este método requer que a carga seja termoestavel (resistente ao calor). O
critério de aceitagdo, utilizado pela maioria dos 6rgaos regulatorios, é que a
probabilidade de sobrevivéncia de micro-organismos esteja na ordem de 10° (FDA,
1994). O objetivo deste método é garantir que o SAL seja atingido, independente do
numero de populagédo e da resisténcia térmica dos micro-organismos presentes na
validacdo. De acordo com a figura 19, o método sobremorte é executado,
dimensionando um ciclo que fornega calor suficiente para alcancar 12 reducdes
logaritmicas em relagdo ao indicador biolégico. O desafio microbiolégico deve conter

indicadores com populacéo superior a 10° e com valor D121°c superior a 1 min/log.
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Figura 19 - Representacao grafica do método sobremorte (Fonte: PDA, 2002).

Uma outra maneira de realizar um método sobremorte é dimensionar, durante
a validacao, um ciclo que seja capaz de matar todos os micro-organismos do desafio
microbiolégico (reducdo de 6 log). Depois, na rotina, utilizar um ciclo que tenha o
dobro do tempo de exposi¢do que matou todos no desafio microbiolégico (redugéo
de 12 log). Isto é chamado de estudo de qualificacdo de meio-ciclo.

Uma vez que os indicadores biolégicos sao mais resistentes que os micro-
organismos encontrados no ambiente de produgdo, presume-se que os dados
coletados na validagcdo possam ser replicados para 0s micro-organismos
encontrados no ambiente de producdo. No entanto, desde 1994 a FDA vem pedindo
dados de resisténcias térmicas dos micro-organismos encontrados no ambiente de
producao (FDA 1994).

O método sobremorte fornece mais calor a carga e, consequentemente, traz
alto risco a termoestabilidade do produto. Ele tem maior tempo de exposicao,
ocasionando alto impacto econdmico ao custo de operacdo da autoclave, mas, em

compensacgao, tem menos custo com monitoramento ambiental continuo.
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1.4.2. Método Combinado Indicador bioldgico / Carga Microbiana (Bioburden /

Bioindicator Combination)

Este método consiste em utilizar informagdes sobre a relacdo entre os
indicadores biolégicos e a resisténcia térmica da carga microbiana isolada. Isso
permite estimar a letalidade necessaria do indicador biolégico para atingir um SAL
de 10, com base na relagdo da resisténcia térmica entre o indicador biolégico e a
carga microbiana isolada.

Geralmente é usado em cargas que nao sao resistentes ao calor, como por
exemplo, solugbes de meio de cultura, estabilizadores e medicamentos finais. O
ciclo de esterilizagdo deve ser desenvolvido para que seja capaz de alcangar a
letalidade minima requerida, sem que haja degradacéo da carga.

O desenvolvimento do ciclo depende de estudos microbiolégicos para
determinar o numero de bactérias normalmente presentes no produto e a resisténcia
térmica destes micro-organismos (tempo de redugcdo decimal ou valor D).
Geralmente apenas as bactérias formadoras de esporos, que sio resistentes ao
calor, sdo isoladas e submetidas a determinacdo do valor D. Uma vez que a
quantidade e a resisténcia do micro-organismo isolado s&o conhecidas, o ciclo pode
ser dimensionado para fornecer uma relacdo entre a curva de morte do micro-
organismo isolado e a curva de morte do indicador biolégico. Normalmente requer
um SAL de 10° para carga microbiana isolada, permitindo a sobrevivéncia de alguns
do indicador biolégico. Por exemplo, na figura 20, o indicador bioldgico utilizado tem
valor D de 1 minuto e a carga microbiana isolada tem valor D de 0,5 minuto. Ent&o,
para cada log reduzido do indicador biolégico, 2 log serdo reduzidos da carga
microbiana isolada. Para demonstrar que a carga microbiana isolada alcangou 12
reducdes logaritmicas, basta certificar que o indicador biolégico sofreu uma redugao

de 6 log.
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Figura 20 - Representacéo grafica do método combinado (Fonte: PDA, 2002).

Este método combinado € mais utilizado para cargas que n&do suportam o
método sobremorte. Este método fornece menos calor a carga, diminuindo o
impacto a degradacdo da carga e tem um tempo de ciclo menor, gastando menos
energia. No entanto, requer exames periddicos para garantir que a relagcdo micro-

organismo isolado / indicador biolégico continuam as mesma.

1.4.3. Método de Carga Microbiana Total (Absolute Bioburden)

Os métodos de carga microbiana total sido ciclos de esterilizagdo cujo
desenvolvimento baseia-se somente na resisténcia térmica da carga microbiana
predominante nas industrias. Nenhum indicador biologico é utilizado, mas o micro-
organismo isolado mais resistente é cultivado e coletado para ser utilizado no
desafio microbiolégico. Este método requer estudos de monitoramento ambiental
para determinar o tipo e numero de micro-organismos presentes nas instalagdes. Ele
nao é amplamente utilizado, pois requer muito custo para manter o monitoramento
ambiental. Alem disso, os demais métodos oferecem um SAL semelhante, porém
sem a necessidade de elaborar e manter um complexo desafio microbiolégico.
Geralmente os micro-organismos isolados ndo conseguem ser mantidos para uso

em longo prazo. De acordo com a figura 21, o tempo necessario para alcangar um
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SAL de 107 foi estimado através do tempo gasto para reduzir a populagéo até zero.
Se foram gastos 1,5 minutos para reduzir 3 log, conclui-se que serdo necessarios

mais 3 minutos para alcancgar a probabilidade de sobrevivéncia de 1: 1.000.000.

6 -

5 Populacdoda da Carga Microbiana = 1000
i Valor D = 0,5 minutos

4 -

3 -

Reducdo da Populacdoda da Carga até 0 em 1,5 minutos

Log de Sobrevivéncia
]

Tempo requerido para obter um SAL de 1:1.000.000 foi 4,5 minutéé’ e

0 0.5 1 1,5 2 2.5 3 3,9 4 45 5

Tempo de Exposicao
Figura 21 - Representagao grafica do método carga microbiana total (Fonte: PDA,
2002).

Nenhum método € melhor ou pior que outro. Todos apresentam certos
beneficios e riscos e sao todos capazes de fornecer um SAL aceitavel. Cabe a cada
empresa farmacéutica avaliar os diversos riscos e beneficios e escolher o melhor
método que atenda os requisitos dos o6rgaos regulatérios e as estratégias de

negocios.
1.5. Requisito de Normas e Orgdos Regulatorios

Nas industrias farmacéuticas existem varios regulamentos e normas sobre
esterilizagdo a vapor e, infelizmente, ndo ha muita semelhanga entre eles. Este
problema se agrava quando a industria exporta os seus produtos para diferentes
paises, pois em cada lugar as agencias regulatorias tem suas particularidades. A fim
de minimizar estas divergéncias, os 6rgaos regulatérios internacionais comegaram a
promover encontros para expressar suas opinides e harmonizar as particularidades.

Acreditava-se que estes encontros criariam procedimentos, regras e diretrizes de
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“‘como fazer”, mas na pratica foram apenas encontros de grupos que discutiam sobre
0 assunto e concordavam ou discordavam de acordo com seus interesses.

Muitos fabricantes de produtos farmacéuticos realizam transacgdes
internacionais e as tentativas para satisfazer as exigéncias internacionais para
esterilizagdo geram grande frustragdo. Embora existam algumas normas ISO
(International Organization for Standardization) para a esterilizacdo a vapor, elas nao
refletem as necessidades de todas as agéncias reguladoras. Isso obriga as
empresas a tomar decisdes dificeis sobre os processos de esterilizagdo, como por
exemplo, criagao de ciclos padrao de esterilizagdo altamente rigorosos que tentam
atender todas as normas e exigéncias regulatérias (tanto do mercado interno como
no mercado externo). Essas decisdes certamente resultam em aumento do custo de

fabricagdo do medicamento.

1.5.1. Documentos sobre Validacdo de Esterilizacdo por Vapor

Em novembro de 1994, a Food and Drug Administration (FDA) publicou um
guia sobre validacdo de processo de esterilizagdo (FDA, 1994). Embora o
documento FDA seja apenas um guia, ele se tornou na verdade um roteiro de
regulamento utilizado durante as inspegdes.

Na mesma época, em 1994, o equivalente britdnico do FDA, Medicines
Control Agency (MCA), publicou um documento relativo a esterilizagéo e a validagao
de esterilizagao (HTM 2010) que introduziu um novo conjunto de requisitos para a
qualificagédo de autoclaves e testes de qualidade de vapor (HTM 2010, 1994).

Em janeiro de 1997, a World Health Organization (WHQO) publicou o guia A
WHO guide to good manufacturing practice (GMP) requirements part 2: Validation
demonstrando um exemplo de qualificacdo de autoclave (OMS, 1997). Este guia
sugere um grande numero de estudos térmicos, tornando-se praticamente inviavel
para um complexo industrial com varias autoclaves e cargas.

Em outubro de 1997 a ANVISA publicou a Portaria n°. 500/MS/SNVS ANEXO
| - Validagao do Processo de Esterilizagao pelo Valor - que estabelece as condigdes
exigidas para validar um ciclo de esterilizagdo por calor umido, de modo a garantir a
eficiéncia do processo (ANVISA, 1997).

Em novembro de 2002, na Europa, a European Union Good Manufacturing

Practice (EU GMP) liberou para consulta publica o guia Manufacture of Sterile
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Medicinal Products que foi oficialmente publicado em Setembro de 2003 (EU GMP,
2002).

Analisando estes documentos, percebem-se divergéncias nos requisitos.
Além disso, existem varias normas ISOs e farmacopéias de varias nagdes, inclusive
a brasileira, que fornecem informacdes distintas sobre a esterilizacao e a utilizagao
de indicadores biologicos no processo de esterilizagao.

A situacéo ideal para as industrias farmacéuticas seria a existéncia de normas
de esterilizacdo baseados em conceitos cientificos, que fossem aceitas em todos os
paises, mas infelizmente, esta ndo é a realidade, pois muitos documentos de
regulamentacdo contém informacgdes ultrapassadas e exigéncias com pouca ou
nenhuma base na ciéncia de esterilizagdo. Agalloco, Akers e Madsen (2009)
resumiram e explicaram as varias inverdades associados a esterilizacdo a vapor: é
dificil confrontar as inspecbes com base na ciéncia de esterilizagdo por vapor,
quando existem varios regulamentos com exigéncias conflitantes; é ainda mais dificil
e frustrante lidar com as diferentes interpretagdes de diferentes auditores (nem
sempre para a proxima inspec¢ao € mantido o ultimo inspetor), que muitas vezes se

baseiam em normas e ndo na ciéncia.

1.5.2. Dificuldade para Harmonizacao

O problema mais dificil para conciliar as diferentes exigéncias internacionais
para esterilizacdo a vapor € que os documentos existentes ndo usam o0os mesmo
conceitos de esterilizacdo. Como ja foi dito anteriormente, um dos métodos para
configurar um ciclo de esterilizagcdo é o método sobremorte. A Farmacopéia
Européia e o EMEA definem que um ciclo de sobremorte é aquele que seja capaz de
fornecer tempo de exposicao de 121°C por 15 minutos, contanto que a contagem de
tempo comece quando todos os pontos da carga atinjam 121°C (EDQM, 2005). Esta
definigdo ndo requer conhecimento de Valor D para os indicadores bioldgicos
utilizados na validacdo. A Farmacopéia Americana, por outro lado, define que um
ciclo de sobremorte € aquele que seja capaz de reduzir 12 log de uma carga
microbiana de Valor D121.c de no minimo 1 minuto, ou seja, Fo igual a 12 minutos
(USP, 2009). Visto que definicdes para um simples método sobremorte sao
diferentes, conclui-se que seja bastante improvavel que os 6érgaos regulatérios

internacionais cheguem a um consenso comum, em curto espago de tempo.
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por serem mais detalhados, geralmente s&do adotados os

regulamentos americanos da FDA, mas existem varias normas nacionais que estao

listadas na Tabela 3. Na pratica, os critérios adotados séo:

Nao devem apresentar variacdes de temperatura superior a 2°C acima ou

abaixo da média das temperaturas de todos os sensores, durante o

periodo em que as cargas permanegcam a temperatura de exposicao.

Os sensores de temperatura devem ser calibrados antes e depois de cada

estudo e os resultados das calibragbes ndo devem apresentar variagdes

de temperatura de + 0,5°C com respeito ao termémetro de referéncia.

A diferenca de temperatura entre o sensor do registrador de temperatura

da autoclave e do sensor em estudo ndo deve variar mais de 1,0°C.

Deve haver pelo menos 9 (nove) sensores funcionando corretamente

durante o estudo.

A letalidade requerida deve ser alcancada até o final do ciclo.

Tabela 3 - Normas nacionais

NUumero Ano Edicao Titulo

NBR 11816 | 2003 | ABNT Esterilizadores a vapor com vacuo, para produtos de saude.

NBR 11817 | 2001 | ABNT Esterilizagao - Esterilizagdo a vapor - Esterilizadores pequenos -
Requisitos.

NBR-18861 1997 | ABNT Instrumentais cirurgicos e odontolégicos — Resisténcia a
esterilizagdo em autoclaves — Requisitos gerais.

NBR-12946 | 1993 | ABNT Papel grau cirurgico para embalagem de produtos odonto-
médico-hospitalares — Requisitos.

NBR-13849 [ 1997 | ABNT Esterilizadores a gas de 6xido de etileno puro e suas misturas —
Requisitos.

NBR-8166 1995 | ABNT Estufa Esterilizadora a Gravidade — Requisitos.

NBR11134 | 2001 | ABNT Esterilizacdo de produtos hospitalares — Requisitos para
validagao e controle de rotina — Esterilizagdo por calor imido.

NBR-13851 1997 | ABNT Instrumentais cirdrgicos e odontolégicos — Resisténcia a
esterilizagdo em autoclave, a corrosao e a exposi¢cdo — Técnica
— Requisitos gerais.

NBR-14332 [ 1999 | ABNT Instrumentais cirargicos e odontolégicos de acgo inoxidavel —
Orientagbes sobre manuseio, limpeza e esterilizagao.

RDC 210 2003 | ANVISA | Boas praticas para fabricagdo de medicamentos
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Cabem aos membros da alta direcdo das industrias farmacéuticas
determinarem uma estratégia de validagao de processo de esterilizagao que atenda

todas as exigéncias regulatérias sem causar impacto nos custos financeiros.

1.6. Processo de Validacéao - Ciclo de Vida de Autoclave

A validacédo é aplicada em muitos setores na industria farmacéutica, incluindo
servigos, equipamento, sistemas, processos e limpeza. Em cada caso o objetivo é
produzir evidéncias documentadas, que fornegam um grau elevado de garantia de
que todas as partes das instalagbes trabalham conforme o esperado quando
trazidas em operagdo (FDA, 1987).

A validacao consiste em:

— Qualificacédo de Instalacao (QIl): Verificagdo documentada de que
um sistema esta instalado de acordo com especificacdes escritas e
pré-aprovadas.

— Qualificacéo de Operacao (QO): Verificagdo documentada de que
um sistema opera de acordo com especificacbes escritas e pré-
aprovadas durante todas as escalas de operagao especificadas.

— Qualificacdo de Performance (QP): Verificagdo documentada de
que um sistema é capaz de desempenhar ou controlar as atividades
dos processos que sido requeridas para executar ou controlar, de
acordo com especificacbes escritas e pré-aprovadas, enquanto
opera em seu ambiente de operacao especificado.

— Qualificacdo de Design (QD): Este termo tem sido introduzido
recentemente, referindo-se a verificagdo documentada de que o
projeto proposto para as instalagbes dos sistemas e dos

equipamentos € apropriado para a finalidade pretendida.

Os documentos de qualificagcdo descritos acima contem ndo so
especificagcdes técnicas, mas também as instrucdes de teste. O termo Protocolo de
Validagao é usado frequentemente quando referidos a estes documentos.

Uma estrutura basica de validagao, apresentada na figura 22, mostra como as

trés principais atividades de qualificacao interagem com os trés niveis basicos de
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especificagoes, formando a letra “V” de validagdo. Juntos, os trés niveis de

especificagoes definem o desenvolvimento da autoclave.

ESPECIFICACAO DE

QUALIFICACAD

REQUERIMENTO DO

US?I/\RIO Verifica DE PERFORMACE
DESCRICAO | QUALIFICACAO
FUNCIONAL Verifica DE OPERACAO

.4 [ |

ESPECIFICAGAQO QUALIFICACAD
DE PROJETO Verifica |PE INSTALACAQ

DO SISTEMA

Figura 22 - Estrutura basica para especificagao e qualificagao (Fonte: ISPE, 2008).

O relacionamento entre as fases de especificagdo e a qualificacido é
complexo. As verificacbes de que as exigéncias regulatorias e os objetivos do
projeto ocorram conforme o esperado deve ocorrer exaustivamente e
minuciosamente na fase de especificacdo. Ao contrario do que muitos acreditam, a
validacdo se inicia com a idéia do projeto e termina com a retirada da autoclave.
Esta verificagao € essencial para que a autoclave seja entregue no tempo estimado

e dentro do orgamento pré-estabelecido.

1.6.1. Revalidacéo

A revalidagao é repeticado de parte ou de todos os testes de validagdo com a
intengdo de reconfirmar a confiabilidade do processo (ANVISA, 2004). Infelizmente
0s Orgaos regulatérios ndo regulamentam quais partes dos testes devem ser
repetidas, dando margem para cada inspetor propor recomendagdes distintas, toda
vez que a fabrica é inspecionada.

Ela deve ser feita toda vez que um reparo significativo na autoclave possa
afetar a eficacia do processo. A revalidacdo também deve ser realizada no minimo
uma vez a cada ano (ISO11134, 2001).

Na pratica, as industrias que tém poucas autoclaves com poucos ciclos

realizam anualmente estudo de validacdo térmica com desafio microbiolégico em
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todas as configuragbes de carga. Ja as industrias que apresentam grande numero
de autoclaves e ciclos, estabelecem estudos anuais dos “piores casos”. Cada
estratégia € bem aceita pelos 6rgaos regulatorios se ela for bem documentada e

fundamentada com conceitos microbiolégicos e termodinamicos.

1.7. Ferramentas Estatisticas

A validagao € regida por numeros e, muitas vezes, a imensiddo de dados
disponiveis ndo é usada como deveria. Segundo Vieira (2009), um bom estatistico é
aquele que sabe conjugar, projetar e interpretar todos os dados ja disponiveis para
retirar conclusdes reveladoras. Ja Sicsu (2009), do Departamento de Estatistica da
Fundacdo Getulio Vargas (FGV), disse que “A estatistica é a arte de torturar os

numeros até que eles confessem. Eles sempre confessam”.

1.7.1. Controle Estatistico de Processo — CEP

Controle Estatistico de Processo (CEP) é um conjunto de ferramentas usadas
para resolver problemas, com o objetivo de encontrar a estabilidade do processo e
melhorar a capacidade através da reducgdo da variabilidade. A finalidade do CEP é
monitorar os resultados de muitas amostras ao longo de um periodo de tempo e
através de graficos de controle verificar se o processo esta desempenhando como
deveria ou, alternativamente, se esta saindo de controle. Se o processo esta, de
fato, saindo de controle, providéncias poderdo ser tomadas antes que haja um

problema. O CEP pode ser aplicado a qualquer processo.

1.7.1.1. Carta de Controle

As mais importantes e também as mais conhecidas ferramentas do CEP sé&o
as Cartas de Controle. Elas sdo uteis em determinar se um processo esta se
comportando como desejado ou se existem algumas causas nao aleatdrias de
variagdo interagindo no processo. Um processo € considerado fora de controle
quando um ponto situa-se fora dos limites de controle ou uma série de pontos exibe

um comportamento nao natural (ndo aleatério).
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Procurar tendéncias € um uso importante dos graficos de controle. Se a
tendéncia sugere que o processo esta ficando constantemente pior, entdo vale a
pena investigar o processo. Se a tendéncia esta constantemente melhorando, ainda
pode valer a pena investigar o que estd fazendo o processo melhorar. Essas
informagdes podem, entdo, ser compartilhadas com outras partes da organizagao
ou, por outro lado, o processo pode ser interrompido, ja que a causa poderia estar
acrescendo desnecessariamente despesas a operagao (Balestrassi, 2000).

Os graficos de controle contém uma linha central (LM) que representa o valor
médio da medida e duas linhas horizontais chamadas de limite superior de controle
(LSC) e limite inferior de controle (LIC). Se processo esta sob controle, praticamente

todas as amostras estardo entre LSC e LIC. Isto pode ser observado na figura 23.

Limite Superior de Controle

Linha Média

Limite Inferior de Controle

Numero de Amostra ou tempo
Figura 23 - Grafico de Controle
Os limites de controle indicam a extensdo esperada da variagao de causas
comuns. Se alguns pontos caem fora desses limites de controle, entdo o processo
pode ser considerado fora de controle, pois a variagdo € provavelmente devida a

causas especiais.

LSC=u+Lo
LM = pu (16)
LIC=u-Lo

Onde L é distancia dos limites de controle a linha média expressa em unidade
de desvio padrao, y € a média do processo e o é o desvio padrdao do processo.

A escolha dos limites de controle € uma das decisdes relevantes que devem
ser tomadas. Grandes valores de LSC e LIC diminuem o risco de um erro tipo |
(reprovar um ponto que era para ser aprovado), mas em compensacao aumentam o

risco do erro tipo Il (aprovar um ponto que era para ser reprovado). Pequenos
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Valores de LSC e LIC acarretam efeitos opostos: aumento do risco tipo |, enquanto o
tipo Il € diminuido. Na maioria dos processos industriais os limites sdo expressos
em 3c. A fim de tomar uma acgéo corretiva, enquanto o sistema ainda estd sob

controle, algumas industrias utilizam 2c como limite de alerta (figura 24).

] 30 LSC

LSC =u+30
LSA=u+20
LC=u

Lid=u-20
LIC=u-30

Figura 24 - Limite de Alerta

1.7.1.2. Capacidade do Processo

Quando a maioria das medi¢des esta dentro do limite de controle, diz-se que
0 processo esta sob controle estatistico, porém mesmo um processo sob controle
estatistico produz itens defeituosos. Logo, ndo basta colocar e manter um processo
sob controle, também é fundamental avaliar se o processo é capaz de atender as
especificacdes estabelecidas a partir das necessidades do processo. E esta
avaliagao que constitui a analise da capacidade do processo, que é medida através
da relagao entre a variabilidade natural do processo em relagao a variabilidade que é
permitida a esse processo, dada pelos limites de especificagao.

Dentre os métodos difundidos de avaliagdo, o mais usual € o que propicia o
calculo dos indices de capacidade Cp, para processo centralizado, e Cpk, para
processo descentralizado, quando a média do processo € diferente da média da
especificacdo. Para um processo representado por uma distribuicdo normal é
comum utilizar uma dispersao 6o de referéncia.

O Cp foi o primeiro dentre os cinco indices de capacidade do processo
desenvolvidos pelos japoneses. Projetado para dar uma medida indireta da
habilidade do potencial do processo em satisfazer as exigéncias (especificagdes),

sua definicao é da forma:
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_ LSE-LIE
60

Segundo Alonso (2005), para o processo ser considerado capaz, o indice Cp

Cp (17)

deve ser igual ou maior do que 1, o que equivale a dizer que pelo menos 99,73%
dos valores medidos estdo conformes, admitindo-se a distribuicdo normal para a
variabilidade das unidades produzidas e que a média do processo seja centralizada
na especificacdo. Entretanto, Cp = 1 ndo é comumente usado como um valor
minimo aceitavel. Uma estimativa de Cp = 1,33 se tornou o critério mais comumente
aceito como limite inferior para determinacado da capacidade de um processo. Essa
estimativa assegura que os dados do processo utilizam aproximadamente 75% ou
menos da amplitude de especificacdo. Isso assegura uma taxa muito baixa de
rejeicao (0,007%) e é, portanto uma estratégia efetiva para andlise dos resultados.
Montgomery (2004) descreve valores minimos de 1,33 para especificacdes bilaterais
e 1,25 para especificagdes unilaterais em um processo existente. Para processos
novos cita valores minimos de 1,50 para especificacbes bilaterais e 1,45 para
especificagdes unilaterais.

Como na pratica nem sempre o processo esta centrado no valor nominal da
especificacdo, entdo, o uso do indice Cp pode levar a conclusdes erradas, Kane
(1986) propds indice de desempenho Cpk, que leva em consideragao a distancia da
média do processo em relacdo aos limites de especificagdo. Este indice esta

ilustrado na figura 25 e é dado pela seguinte equacgéo:

Cpk:min(LSE_ﬂ,ﬂ_LlEj (18)
3o 3o
LIE +15c :L\ LSE
4 % X \
P¥ Cpx2 Cpk=1.5
Cpk =2
-§o0 =%0 =40 S8 =l -le 0 +1e #l0 +30 4«83 +50 0

-— B¢ para LIE -— 6¢ para LSE —
Figura 25 - Relacéo Gréfica entre Cp e Cpk



57

1.7.2. Planejamento Experimental — DOE

Segundo Montgomery (2004), a aplicagdo da metodologia do planejamento
experimental (também conhecido pela sua abreviatura em inglés DOE- Design of
experiments) na fase de desenvolvimento é fundamental para melhoria do produto e
otimizacao do processo de fabricacao. Este principio tem sido utilizado em diferentes
industrias, inclusive nas farmacéuticas. O uso correto da metodologia DOE pode
levar a processos de fabricacdo mais simples e com maior confiabilidade.

Na pratica, o DOE é uma serie de testes, onde sao feitas mudancgas
propositais nas variaveis de entrada de um processo para observar os impactos na
resposta de saida, levando em consideracdo os possiveis ruidos existentes no
sistema (figura 26).

Fatores Controlaveis
X1 X2 Xp

] y

Entrada Saida

mmm) Processo ﬂ);

it... 1 i

Zl Z2 Zg
Fatores Incontrolaveis (ruido)
Figura 26 - Modelo de um Processo
O CEP junto com DOE, se bem interpretados, formam poderosas ferramentas
estatisticas para a melhoria e otimizagdo do processo. Um processo pode estar sob
controle, mas ainda n&o atender aos requisitos de projeto, ou seja, capacidade de
processo inferior. Segundo Montgomery (2004), o CEP é um método estatistico
passivo, onde as informagdes sao apenas observadas para depois tomar uma acao
corretiva. Ja o DOE é um método estatistico ativo, onde varios testes sdo realizados,
fazendo mudangas na entrada e analisando as mudangas correspondentes na

saida.
1.7.2.1. Planejamento Fatorial
Quando ha varios fatores de interesse em um experimento, é utilizado um

planejamento fatorial. Este € muito util para controlar as varidveis do processo e

determinar quais sdo as mais relevantes. O planejamento fatorial mais utilizado é o
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planejamento 2 onde k é o nimero de fatores, cada um com dois niveis. O tipo mais
simples é 22 (dois fatores com dois niveis), onde os fatores sdo representados pela

letra A e B e 0s niveis sdo representados pelos simbolos “+” e “-”. O modelo 22 é
facilmente representado na figura 27, onde o numero de combinagdes (2%=4) é
representado pelos vértices do quadrado. Os efeitos de interesse neste tipo de

planejamento sado os efeitos principais A e B e a interacao AB.
b ab

+

(M a

+

Figura 27 - Geometria do p-Ianejamento e matriz de teste de 22.

O planejamento 2% pode ser estendido para mais de dois fatores, como por
exemplo, k=3. Neste o planejamento é representado na figura 28 por um cubo, onde
contém trés fatores, dois niveis e oito combinacdes (2°=8). Os efeitos de interesse
neste tipo de planejamento s&o os trés efeitos principais A, B e C; as trés interagdes

de dois fatores AB, AC e BC e uma interagao de trés fatores ABC.

bc abc

ab

+0+1 +0 +
++ 0 ++1 0 |w

++++1 1040

B

A

- +
Figura 28 - Geometria do planejamento e matriz de teste de 2°.

1.7.2.3. Modelo de Regressao

Para resumir os resultados do experimento é utilizado um modelo de
regressao. Por exemplo, experimentos com k=2 sdo expressos, depois de ajustados,

pela seguinte equacéo:

y=P0y + B X + ByX, + BrXX, +& (19)

Em que:
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y € a variavel de resposta
X S80 0S regressores
S sao os coeficientes de regressao
£ é o termo erro aleatorio
Os coeficientes de regressdo sao escolhidos de modo a minimizar a soma
dos quadrados dos erros & (método dos minimos quadrados).
E fundamental expressar os resultados do planejamento experimental através

de um modelo de regressao, pois sera muito importante na interpretacéo do estudo.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Equipamentos
2.1.1. Autoclave
O equipamento utilizado no desenvolvimento deste trabalho foi uma

autoclave da marca STERIS FINNAQUA, modelo 6912-E-C, mostrada na figura 29,

construida em aco inox do tipo 316L, com camara interna de aproximadamente 686

L (900 x 610 x 1250 mm).
e ﬂl
= |

Figura 29 - Autoclave STERIS FINNAQUA

2.1.1.1. Sistema de Controle

O sistema de controle consiste de um controlador légico programavel (CLP)
SLC 500 Alen-Bradley e uma interface de operagao PainelView 900 Allen-Bradley.
Sistema de controle, impressora, transformadores, fusiveis, etc., sdo montados em

um gabinete de controle (figura 30).
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— AB PANEL VIEW 900
INTERFACE DO OPERADOR
LADO NAOQ ESTERIL

IMPRESSORA

RS232C ]

FONTE |[MODULO [MODULO MODULOS
ENERGIA|[CPU BASICO DE E/S

Figura 30 - Diagrama de blocos tipico de sistema de controle

2.1.1.2. Medigédo de Temperatura

O elemento de medi¢cao usado no sensor de temperatura € um detector de
temperatura por resisténcia (DTR) de platina (Pt), de 100 QQ, de acordo com os
padrdes IEC 751 Classe A. A precisao do sensor ndo calibrado a 121 °C é de +£0,3°C
com uma repetibilidade de mais de 0,05% da medicdo. A precisao do sensor
calibrado a 121 °C é de +0,15°C. O tamanho da sonda € 100 mm de comprimento, 6
mm de diametro e o comprimento do fio € de 5 m. O cabo da sonda é feito de nucleo
de cobre estanhado microtexturizado com isolamento de Teflon® e cobertura externa
de silicone. Existe um sensor flexivel de temperatura de carga que pode ser
livremente posicionado no interior da camara. Existem transdutores de temperatura
que convertem o sinal do DTR em sinal 4-20 mA para cada medi¢cdo analdgica de
temperatura monitorada pelo CLP. De acordo com a figura 31, o sinal analégico de

corrente correspondente a temperatura medida € inserido em um canal de entrada

ENTRADA
R/l ANALOGICA

CONVERSOR DE
RESISTENCIA/CORRENTE

Figura 31 - Diagrama de blocos tipico de medi¢ao de temperatura

analdgica no CLP.

PT 100Q PLC
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2.1.1.3. Medigao de Pressao

O transdutor de pressdo da camara foi testado a 121 °C sob vacuo total. A
faixa de pressao funcional é de 0 - 400 kPa (0 - 58 psia) e a de temperatura é de 20
- 150 °C. Um sinal de saida de 4-20 mA fornece ao sistema de controle informacdes

sobre a presséo.

2.1.1.4. Principio da Regulagem da Valvula de Controle

Pressdo, temperatura e fluxo sao controlados pelos controladores de

software PID (proporcional, integral e derivativo) conforme a figura 32.

/ﬂ W e Ve Y l z

AJUSTADOR CONTROLADOR PID ELEMENTO DE SISTEMA
DE PONTO @ (D/A) L »| CONTROLE FINAL +—| CONTROLADO
DEFINIDO (PROCESSO)

Xr
X

TRANSDUTOR

i
<4

Figura 32 - Diagrama de blocos de controle proporcional
Em que:

w = Valor definido (ponto definido do controlador)

e = Valor de erro ou diferenga entre o valor definido e o valor medido (w-x)

yr = Sinal de controle analdgico para valvula reguladora

y = Saida de valvula reguladora

z = Desvio do processo (Perturbagao)

x = Valor medido (realimentacao de informacgdes para o controlador PID)

X = Sinal analégico para o CLP

D/A = Conversor Digital/Analdgico

O controle PID da autoclave consiste, basicamente, em analisar o sinal de

erro (e) - diferenga entre o valor definido e o valor medido - e aplicar uma corregao
no sinal de controle analégico da valvula (y;). O controlador PID é alimentado com o
sinal de erro (e), dependendo deste valor, atua de forma apropriada na valvula
reguladora (y). Sendo assim, uma boa escolha dos parametros PID €& necessaria
para o funcionamento adequado do sistema. Os parametros de PID ajustados na

autoclave foram Kc = 110 (proporcional), Ti = 9 (integral) e Td = 0 (derivativo).
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2.1.2. Sistema de aquisicido de dados de temperatura

O equipamento utilizado para aquisicdo dos dados de temperatura foi um
sistema de validagdo térmica marca GE Kaye, modelo Validador 2000 (figura 33)
conectado a um notebook com sistema operacional Windows XP. Os sensores de
temperatura foram termopares tipo T (composto de um filamento de cobre e outro de

constantan) da marca GE Kaye modelo Prémio com preciséo 0,01°C.

Figura 33 - Sistema de aquisi¢do de dados GE Kaye.

Este equipamento possui um sistema automatico para calibragdo dos
termopares utilizados, o que garante a confiabilidade dos resultados registrados.
Antes e depois de cada ciclo, os termopares foram calibrados em forno (Hart
Scientifc - modelo 9100 B), nos pontos de temperatura de 90°C, 121°C e 134°C,
apresentando variagdo de temperatura de £ 0,2 °C em relacdo ao termémetro de
referéncia (PT 100, Kaye Instruments).

Este dispositivo € utilizado para a validagao térmica e foi projetado de forma
a atender os requisitos do FDA (2003) relacionados a proteg¢ao dos dados quanto a
sua alteragdo ou perda, encontrando-se em conformidade com as exigéncias
internacionais e européias de Boas Praticas de Fabricagdo para a inspecao de

industrias de producgao de farmacos.

2.2. Materiais

Os materiais utilizados no desenvolvimento deste trabalho que fazem parte

das montagens das cargas estao listados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Materiais utilizados.

ltem Quantidade
Suporte plastico de ovos | 660

Tyvek 20

Baldode 1L 30
Erlenmeyerde 2 L 4

Frasco 125 ml 180

Frasco Nalgene 12

Métodos

2.3.1. Classificacdo das Cargas
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Levando em consideragao as particularidades pertinentes aos itens que

compdem a carga, ela foi dividida em duas categorias:

— Cargas Secas (tabela 5): tém o objetivo de colocar o vapor em contato

com o micro-organismo através de seus poros e/ou suas embalagens.

Ha necessidade de remoc¢ao do ar, da penetracido e da saida do vapor

e reevaporacao da umidade do material.

— Cargas Liquidas (tabela 6): o liquido do produto reage com o micro-

organismo para inativa-lo, entdo o objetivo € aquecer uniformemente o

liquido.

Tabela 5 - Cargas Secas

Identificacdo do ciclo CICLO 01
Temperatura de Exposicdo 121 °C
Tempo de Exposicao 00:25:00 | hh:min:seg

Pré-Condicionamento

3 pulsos de vacuo

Pds-Condicionamento

1 pulso de vacuo

Item Embalagem Quant.
Papel Grau
Tyvek Cirurgico 20
Identificac&o do ciclo CICLO 02
Temperatura de Exposicao 121 °C
Tempo de Exposicao 00:25:00 | hh:min:seg

Pré-Condicionamento

3 pulsos de vacuo

P&s-Condicionamento

1 pulso de vacuo

Item Embalagem Quant.
Suporte Plastico de Ovos PSP?I Qrau 660
irdrgico
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Tabela 6 - Carga Liquida

Identificac&o do ciclo CICLO 03
Temperatura de Exposicao 121 °C
Tempo de Exposicéo 00:37:00 | hh:min:seg
Pré-Condicionamento Vapor fluente
P6s-Condicionamento Resfriamento natural
ltem Embalagem Quant.
Erlenmeyer de 2 L com agua Sem embalagem 4
Frasco 125 ml com agua Caixa Plastica 18
Identificac&o do ciclo CICLO 04
Temperatura de Exposicdo 121 °C
Tempo de Exposicao 01:00:00 | hh:min:seg
Pré-Condicionamento Vapor fluente
Po6s-Condicionamento Resfriamento natural
Item Embalagem Quant.
Baldo de 1 L com glutamato Pg_pell Qrau 10
irargico

2.3.2. Distribuicdo Térmica da Autoclave

O estudo térmico da autoclave fornece a distribuicdo térmica na camara
interna destacando os pontos quentes e frios. Foi executado com trés corridas para
mostrar a reprodutibilidade do sistema. Cada tipo de ciclo (seco e liquido), por
apresentar particularidades distintas, foi testado separadamente. Os pontos
monitorados foram os instrumentos de controle e as extremidades da camara. O
instrumento de controle para cargas secas € o sensor de dreno e para cargas
liquidas € o sensor de carga. Para cada estudo, foram espalhados 11 termopares
tipo T equidistantemente na camara interna e um adjacente ao sensor de controle,
conforme a figura 34, que coletavam dados a cada 30 segundos. Foram definidos os
limites maximo (124°C), minimo (120°C) e o limite de variagdo entre os sensores

(x2°C), apenas na fase tempo de exposigao.



66

D C
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A
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1 P |
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Entrado
Figura 34 - Distribuicdo dos Sensores de Temperatura.

2.3.3. Penetracio de Vapor na Carga

Os mesmos termopares utilizados no estudo em vazio foram utilizados nos
estudos térmico das cargas, mas agora inseridos no interior dos itens da carga.
Também foram executadas trés corridas para cada ciclo das Tabelas 5 e 6. O
objetivo ndo é avaliar a homogeneidade térmica entre os itens das cargas e sim
avaliar a penetragdo de vapor na embalagem e nos poros da carga. Isto foi feito
através da letalidade acumulada em cada item. Normalmente €& usada como
referéncia a minima letalidade acumulada. Ela foi calculada automaticamente pelo
GE Kaye Validador 2000, durante todo tempo em que os sensores ficaram acima de
100°C, através da equacgéao (10).

t, T-121,1°C

Fo=[10 7 dt 10)

t1
Foram espalhados aleatoriamente 12 termopares (um em cada item da
carga), onde as posigdes foram diferentes em cada estudo, abrangendo todas as
areas da autoclave ao longo do tempo. Nestes estudos, também foram coletados
dados a cada 30 segundos. A fim de avaliar o comportamento do vapor em diversos

itens com formatos distintos, nao foi posicionado mais de um sensor no mesmo item
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ou em itens idénticos. Foram usadas posi¢cOes aleatérias para a maioria dos
sensores e fixado um sensor no ponto frio. Para obter uma margem de seguranca
satisfatoria, todos os ciclos foram dimensionados de acordo com a equacéo (12),
para fornecer um SAL de 10® a uma populagdo de 1x10° de valor D de 2 minutos,

ou seja, todos os ciclos devem acumular uma letalidade minima de 24 min.
Fo = Disiec (Iogm N, — Ioglo B)
F, = 2x(log,,1x10° —log,,107°) (12)

F, =24min

2.3.4. Desafio Microbioldgico

Para o desafio microbiolégico foram utilizados indicadores bioldgicos
contendo o Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953 (figura 35). Para as cargas
secas foram utilizados indicadores Esporofar da marca Cefar contendo 1,11 x 10°
UFC / fita com valor D de 1,37 minutos. Para as cargas liquidas foram utilizados
indicadores Sterikon da marca Merck contendo 1,50 x 10 UFC / ampola com valor D

de 1,90 minutos.

ESPOF FAR
philus

G. Stear

Cefar - Dia ;a Ltda

Fita

Figura 35 - Indicadores bioldgicos tipo fita e ampolas.

O desafio microbiolégico foi executado simultaneamente com o estudo
térmico com carga. Os indicadores biologicos foram fixados junto aos termopares
conforme indicado na figura 36. Para cada termopar utilizado, foi fixada uma fita ou

ampola de indicador biolégico.
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SPOROEA F
2 Earothemap g

Figura 36 - Fixac&o dos indicadores biologicos junto aos termopares.

Como foi utilizado nas validagdes o método de sobremorte (sobremorte),
onde a probabilidade de sobrevivéncia é de 10°, o objetivo deste teste foi obter
resultados qualitativos (positivo ou negativo) e nao quantitativos (numero da
populacdo sobrevivente). Apesar de parecer um exagero ou perda de tempo, é
necessario desafiar indicadores bioldégicos em ciclos onde a letalidade minima (24
minutos) € maior que a exigida pelos mesmos (16,50 minutos para as cargas secas
e 23,13 minutos para as cargas liquidas), uma vez que existe o risco de nao obter
sucesso no desafio microbioldgico. Isto se deve ao fato que a esterilizacdo a 121°C
s0 € eficaz no calor umido e, nestes casos, os termopares nao tem como sinalizar se
aquela temperatura medida esta ou ndao na presenca do vapor.

Estes indicadores bioldgicos foram incubados, apds a exposi¢ao, a 56 °C por
48 horas, e observados quanto ao crescimento microbiolégico. Como critério de
aceitacao, todos os pontos deveriam acumular um Fy maior que a letalidade minima
requerida e nenhum indicador biolégico deveria apresentar, apds o periodo de
incubacao, a alteracdo da coloracdo do seu meio para amarelo, o que indicaria

crescimento microbiano (Figura 37).

Figura 37 - Alterac&o da cor do indicador biolégico de um resultado positivo.
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2.3.5. Calculo da Capacidade de Esterilizacdo (Cpk)

O objetivo deste teste é verificar se a autoclave € capaz de esterilizar uma
determinada carga. A razdo da capacidade do processo de esterilizagdo da
autoclave (Cpk) deve ser > 1,33, caso contrario, deve-se investigar se a causa desta
incapacidade esta relacionada com as funcionalidades da autoclave ou com a
montagem do carregamento.

Usando os dados coletados pelos termopares, somente durante o tempo de

exposicao a 121°C, calculou-se o Cpk de cada corrida pela equagao (19):
Cpk = Minimo| | S5 =X || X=LIE (18)
3o 3o

x = média de todas as medi¢des durante o tempo de exposicdo a 121°C.

Em que:

o = desvio padrao de todas as medi¢gdes durante o tempo de exposi¢cao a
121°C.

Cpk = indice de capacidade do processo

LSE = Limite de especificagado superior (124°C)

LIE = Limite de especificagao inferior (120°C)

2.3.6. Planejamento Fatorial das Variaveis da Esterilizacdo (2%)

Segundo a ISO11134 (2001), a requalificacédo é recomendada se mudangas
significativas sao feitas na autoclave, processos, produtos ou embalagens.
Entretanto, na pratica é dificil de mensurar o nivel de significancia de uma mudanga,
sem saber o real impacto destes fatores no processo de esterilizacao.

Com o objetivo de avaliar o impacto de uma mudanga e compreender a
relacdo entre os fatores e suas interagdes para o processo de esterilizagao por calor
Umido, foi utilizado o planejamento fatorial 2°. Neste foram definidos os trés fatores
que mais sofrem mudancas, devido a dinadmica do processo produtivo: densidade da
carga (quantidade de itens), embalagem do produto e localizagdo na camara interna.

Os fatores de interesse (variaveis) e seus niveis de avaliagdo estao

identificados na Tabela 7. E fundamental determinar a interagdo estatistica entre as
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variaveis para avaliar a necessidade de requalificacdo de performance apos
mudanca.

Tabela 7 - Tabela de Fatores
Fatores (-) (+)

A - Posicdo | Ponto Frio | Ponto Quente

B - Embalagem| Unica Tripla

C - Quantidade | 1 Frasco 12 Frascos

A camara interna foi dividia em doze se¢des longitudinais, cada uma delas
contendo um termopar no centro, conforme a figura 38. Antes de iniciar o
planejamento, foram realizadas trés corridas com a autoclave vazia para determinar
os dois niveis do fator A (ponto frio e ponto quente). Nas trés corridas realizadas, as
maximas temperaturas foram registradas na secdo 1 e as minimas temperaturas
foram registradas na sec¢é&o 9.

Vista Superior

1
Quente 4 7 10
Porta 5 5 8 11
Carregamento
9
3 6 Frio 12

Figura 38 - Localizagao dos pontos quente e frio.

Tendo como ponto de partida trés fatores e dois niveis, executou-se um
planejamento fatorial 2°, que consiste em realizar ensaios e registrar as respostas
observadas em todas as possiveis combinacdes desses niveis, conforme
esquematizado na Tabela 8. O experimento foi realizado com frascos Nalgene® de
1L, combinando sua quantidade em 1 ou 12 frascos; sua embalagem em 1 ou 3
folhnas de papel grau cirargico e a posigcdo entre a segao 1 ou 9. Manteve-se um
termopar em cada das 12 se¢des, mas quando havia frasco, o termopar ficava
inserido no mesmo. A quantidade maxima equivale a um frasco por secdo e a
quantidade minima equivale apenas em um frasco em toda camara, estando ele no
ponto frio ou no ponto quente. A montagem do planejamento esta ilustrada na figura
39.
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Tabela 8 — Combinagdes possiveis dos fatores

Ensaio POSICAO EMBALAGEM | QUANTIDADE A B C
1 PONTO FRIO UNICA MINIMA Secdo 9| 1 Folha | 1 Frasco
2 | PONTO QUENTE UNICA MINIMA Secéo 1| 1 Folha | 1 Frasco
3 PONTO FRIO TRIPLA MINIMA Secao 9|3 Folhas | 1 Frasco
4 PONTO QUENTE TRIPLA MINIMA Secao 1|3 Folhas | 1 Frasco
5 PONTO FRIO UNICA MAXIMA | Secdo 9| 1 Folha |12 Frascos
6 PONTO QUENTE UNICA MAXIMA Secao 1| 1 Folha |12 Frascos
7 PONTO FRIO TRIPLA MAXIMA Secao 9 | 3 Folhas | 12 Frascos
8 PONTO QUENTE TRIPLA MAXIMA Secéo 1|3 Folhas | 12 Frascos
Tratamento (0) 1 Tratamento (a) 2
L ] L ] [ ] L ] L ] [ ] L ]
L] [ [ ] [ ] [ ] [ ] L ] [ ]
[ ] [ ] L ] [ ] [ ] [ ] [
Tratamento (b) 3 Tratamento (ab) 4
[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]
L ] [ ] [ ] L ] L ] [ ] [ ] L ]
L L * L L L] L J
Tratamento (¢) & (ac) 5 & 6 Tratamento (bc) & (abc) 7 & 8

Termopar O Embalagem Unica
Embalagem Tripla [ ] Frasco Nalgene

SACEE

Figura 39 - Montagem do planejamento.

A matriz de planejamento é a listagem das combinagbes apresentadas na
Tabela 9, juntamente com os resultados obtidos nos experimentos. Observa-se que
os ensaios foram feitos em ftriplicata produzindo 24 respostas no total. Isso nos

permitira obter uma estimativa do erro experimental associado a determinacao de
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uma resposta individual. A extensao desse erro sera importante para decidirmos se
existe ou ndo efeitos estatisticamente significativos dos fatores sobre a resposta. Os
resultados serdo apresentados em duas respostas: letalidade minima acumulada

(Fo) e indice de capacidade inferior (Cpi).

Tabela 9 - Planejamento dos Ensaios

Tratamento A B C Resultados - n=3 Média

0 -1 -1 -1

(a) 1 -1 -1

(b) -1 1 -1

(ab) 1 1 -1

(c) -1 -1 1

(ac) 1 -1 1
(bc) -1 1 1
(abc) 1 1 1




3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Distribuicdo Térmica na Autoclave
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Devido as particularidades pertinentes de cada ciclo, as corridas dos ciclos

secos e liquidos foram analisadas separadamente.

3.1.1. Ciclo Seco

Na figura 40 estdo tracados os mapeamentos térmicos das trés

corridas consecutivas realizadas na autoclave com a camara interna vazia.

Figura 40 - Gréfico de temperatura das trés corridas com a autoclave vazia.
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O mapeamento térmico confirmou a distribuicdo homogénea de calor nos 12
pontos distribuidos na cadmara durante o tempo de exposicdo a 121°C. A
parametrizagdo entre os graficos destaca as equivaléncias nas fases de pré-
condicionamento, tempo de exposic¢ao e poés-condicionamento entre as trés corridas,
confirmando a reprodutibilidade operacional do ciclo.

Para uma andlise estatistica foram selecionados os ultimos 20 minutos de
cada corrida, da fase do tempo de exposicdo a 121°C, dando um total de 480
amostras.

A figura 41 mostra os diagramas de caixa (box plot) comparativos para os
dados térmicos das trés corridas. Esses diagramas indicam que n&o existem
diferencas relevantes entre as medianas das trés corridas, embora a segunda
corrida tenha apresentado uma variabilidade amostral um pouco maior. Na Tabela

10 estao registrados os dados estatisticos basicos das medigdes.

121,0

120,91

120,81

—-— 120,68 -

120,72| "~ ———_| ————""[2072

|

Corrida 3

120,71

120,61

Temperatura (°C)

120,54

120,4- %

120,3

Corrida 1 Corrida 2

Figura 41 - Box pot para as trés corridas com autoclave vazia e ciclo seco.

Tabela 10 - Resumo do mapeamento térmico da autoclave a 121°C por 20 minutos.

Média (°C) | Minima (°C) Maxima (°C) Desvio Padréo (°C) Amplitude (°C)
Corrida 1 120,69 120,39 120,87 0,10 0,48
Corrida 2 120,66 120,35 120,92 0,12 0,57
Corrida 3 120,68 120,44 120,88 0,11 0,44

Pode-se notar avaliando os resultados da tabela 13 que, na camara interna,
comparando as trés corridas, as temperaturas variaram entre 120,35°C e 120,92°C,
nao ultrapassando os limites estabelecidos entre 120°C e 124°C. A diferenga

maxima entre os sensores foi de 0,57°C, respeitando a variagdo maxima de + 2°C.
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Para avaliar o sistema de controle de temperatura, foram utilizados graficos
de controle para medidas individuais do termopar que foi fixado junto ao sensor de
controle da autoclave. Foi utilizada a amplitude movel de duas observacdes
consecutivas como base para estimar a variabilidade do sistema de controle. Estes

graficos estao ilustrados nas figuras 42, 43 e 44.

UCL=120,81
@ 120,800
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'S 120,775 _
° X=120,76
@ 120,750
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Figura 42 - Grafico de controle para observacgdes individuais e a amplitude mével do
controle da primeira corrida.

120,80
UCL=120,79
£
(0]
=}
)
= 120,757
O —
£ X=120,73
(2]
(0]
o
el
£ 120,701
LCL=120,68
T T T T T T T T T T T
1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 41
Observagdes
0,084
uCL=0,07
© 0,06
2
[0} -
3 0,04
2
E‘ MR=0,02
0,02+ =0,
<
0,00 & & *o—¢ LCL=0
T T T T T T T T T T T
1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 41
Observagoes

Figura 43 - Grafico de controle para observagdes individuais e a amplitude mével do
controle da segunda corrida.
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Figura 44 - Grafico de controle para observagdes individuais e a amplitude mével do
controle da terceira corrida.

Nas trés corridas, ndo foi observado nenhum deslocamento significativo nas
médias amostrais de 120,76, 120,73 e 120,74 que resultassem em pontos fora do
limite de controle ou em um padrédo sequencial em um dos lados da linha central.
Consequientemente, nas médias das amplitudes moéveis, que foram de 0,02 nas trés
corridas, nao foram encontrados picos expressivos que indicassem deslocamentos
nas medias do controle.

Os parametros PID do sistema de controle de temperatura da autoclave estédo
bem sintonizados. A malha de controle apresentou baixo tempo de acomodacéao e
nenhum valor de pico no periodo transitério. Também se mostrou bem estavel
durante o tempo de exposi¢do, pois apresentou um erro estacionario médio de
apenas 0,26°C e amplitude movel média de 0,02°C. Com isto ndo ha nenhuma

evidéncia que a autoclave opere fora de controle.
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Na figura 45 estdo tracados os mapeamentos térmicos das trés corridas

consecutivas realizada na autoclave com a camara interna vazia.
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Figura 45 - Grafico de temperatura das trés corridas com a camara vazia no ciclo

liquido.

O mapeamento térmico confirmou a distribuigdo homogénea de calor nos 11

pontos distribuidos na camara, mesmo antes que o sensor de controle chegasse a

121°C. Este retardo de medicdo no sensor de controle ja era esperado, pois 0

mesmo fica imerso num recipiente com agua durante todo o ciclo. A parametrizagao

entre os graficos também destaca as equivaléncias nas fases de esterilizagao entre

as trés corridas, confirmando a reprodutibilidade operacional do ciclo.
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A auséncia de pulsos de vacuos neste tipo de ciclo dificulta uma analise
estatistica, pois a mistura ar e vapor na camara interna gera muitos ruidos nas
medig¢des. O ar é um grande isolante térmico que dificulta a homogeneidade térmica
no interior da camara. Entdo, para avaliar o desempenho térmico deste tipo de ciclo,
basta certificar que as trés corridas ultrapassaram a letalidade minima requerida de

24 Fy. Isto pode ser visto na figura 46.
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Figura 46 - Letalidade minima acumulada nas 3 corridas vazias.

A reprodutibilidade operacional e a equivaléncia estatistica dos dados indicam
que a distribuigdo térmica da autoclave, sem carga, € homogénea. Uma vez que o
posicionamento dos itens da carga pode dificultar o transito do vapor, podemos
diagnosticar com mais confianga que qualquer anomalia da distribuicao térmica é

consequéncia da arrumagéao das cargas e n&o do sistema operacional da autoclave.



79

3.2.  Penetracao de Vapor nas Cargas

3.2.1. Cargas Secas

Nas figuras 47 e 48 estdo tracados as temperaturas médias, maximas e
minimas (verde, azul e roxo, respectivamente) ao longo do tempo das trés corridas
do ciclo 1 (20 unidades de Tyvek) e ciclo 2 (660 unidades de suporte plasticos de
ovos). Além das temperaturas, estdo tragcados em preto, as rampas da letalidade

minima acumulada.
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Figura 47 - Letalidade e as temperaturas das tres corridas ciclo 1.
1 — Pré-cond. 2 — Tempo de Exposicédo 3 — Pds-cond
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Figura 48 - Letalidade e as temperaturas das trés corridas ciclo 2.
1 — Pré-cond. 2 — Tempo de Exposi¢cao 3 — Pds-cond
Durante o tempo de exposi¢cdo, nenhuma das trés corridas dos ciclos 1 e 2,
apresentaram diferengas significativas entre as linhas média, maxima e minima.
Pode-se observar que, em todas as corridas, a letalidade minima acumulou mais
que 24 minutos de Fy, antes que terminasse o tempo de exposi¢ao a 121°C (a
menor letalidade acumulada foi de 24,03 minutos de Fy na primeira corrida do ciclo
1). A parametrizagao entre os graficos destaca as equivaléncias nas fases de pré-
condicionamento, tempo de exposi¢cao e pos-condicionamento entre as trés corridas

de cada ciclo, confirmando a reprodutibilidade operacional dos ciclos 1 e 2.
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Os dados coletados durante a validacdo das cargas secas estao resumidos

na Tabela 11.
Tabela 11 - Resumo do mapeamento térmico das cargas secas
Carga Amostras | Média (°C) | Minimo (°C) | Maximo (°C) | Amplitude (°C)
Corrida 1 648 121,05 120,03 121,58 1,55
Ciclo 1 | Corrida 2 588 121,00 120,06 121,30 1,24
Corrida 3 660 121,02 119,84 121,25 1,41
Corrida 1 648 121,03 120,29 121,44 1,15
Ciclo 2 | Corrida 2 636 121,10 120,52 121,48 0,96
Corrida 3 600 121,07 120,18 121,49 1,31

Podemos notar que, tanto no ciclo 1 como no ciclo 2, as temperaturas médias
das trés corridas ficaram préximas ao valor de controle de temperatura da autoclave
de 121°C. Isto demonstra que os parametros de controle PID ajudados no estudo
em vazio podem ser replicados para os estudos com carga, sem a necessidade de
reajuste. A diferenca maxima entre os sensores foi de 1,55°C, respeitando a
variagdo maxima permitida de + 2°C.

A temperatura minima da terceira corrida do ciclo 1, de 119,84°C, foi menor
que o limite inferior de especificagao (120°C). Neste momento seria prematuro
reprovar esta corrida, sem antes fazer uma analise estatistica de todos dos dados
coletados durante todo tempo de exposicdo. Entdo para este caso foi escolhida a
analise da capacidade do processo. Os valores estio listados na Tabela 12.

Tabela 12 - Analise da capacidade do processo.

Carga LSE | LiE | BE=X | X=LIE | oy
30 30

Corrida 1 3,74 1,34 1,34

Ciclol | Corrida?2 6,48 2,15 2,15
Corrida 3 5,60 1,91 1,91

124 | 120

Corrida 1 6,61 2,30 2,30

Ciclo2 | Corrida 2 7,11 2,68 2,68
Corrida 3 6,29 2,30 2,30

Em todas as corridas, o indice de capacidade do processo foi referente ao
limite inferior de especificacdo. Nele podemos afirmar que os ciclos 1 e 2 sao

capazes de esterilizar suas respectivas cargas, ja que todas as corridas
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apresentaram Cpk > 1,33. Segundo a figura 49, podemos observar que o ciclo 1
apresentou valores mais dispersos em relagdo a média, tornando-o menos capaz
que o ciclo 2. O Cpk € um bom indicador para determinagao do “pior caso” para as
cargas secas, pois com ele podemos selecionar a carga que apresentou o menor
Cpk (pior desempenho térmico) para que seja sempre utilizada nas revalidagbes
periodicas. Se a autoclave, ao longo dos anos, for capaz de esterilizar a carga que
apresentou baixo Cpk, certamente sera capaz de esterilizar as demais.

A revalidacgao periddica apenas do “pior caso” € muito importante no ponto de
vista estratégico de produgdo. Ela garante a qualidade do processo de esterilizagao

sem afetar a capacidade de producgado, ja que diminui o tempo de parada de

maquina.
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Figura 49 - Grafico de capacidade do processo - Cpk.

A terceira corrida do ciclo 1, apesar de apresentar a temperatura minima de
119,84°C, nao pode ser classificada como a pior corrida, ja que apresentou um Cpk
(1,91) maior que a corrida 1 do ciclo 1 (1,34). Possivelmente a medicédo de 119,84°C
se deveu ao fato de que, nos instantes iniciais do tempo de exposi¢ao, a malha de
controle ainda estava em amortecimento. Uma vez alcangada a estabilizagao, as

demais temperaturas ficaram entre 120°C e 124°C.
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3.2.2. Carqgas Liquidas

Nas figuras 50 e 51 estdo tragados os mapeamentos térmicos ao longo do
tempo das trés corridas do ciclo 3 (4 Erlenmeyers de 2 L com agua e 18 frascos de

125ml com agua) e ciclo 4 (10 baldes de 1 L de glutamato).
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Figura 50 - Mapeamento térmico das tres corridas ciclo 3.
1 — Pré-cond. 2 — Tempo de Exposicédo 3 — Pds-cond
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Figura 51 - Mapeamento térmico das trés corridas ciclo 4. Acurva em vermelho
demonstra que neste ponto a resisténcia térmica foi maior.
1 — Pré-cond. 2 — Tempo de Exposi¢cao 3 — Pds-cond

A parametrizagao entre os graficos destaca as equivaléncias nas fases de
pré-condicionamento, tempo de exposicdo e pds-condicionamento entre as trés
corridas de cada ciclo, confirmando a reprodutibilidade operacional dos ciclos 3 e 4.

A analise da homogeneidade térmica ndo se aplica aos ciclos liquidos, pois os
mesmos nao apresentam um tempo de exposi¢cao a 121°C definido. Por estarem
inseridos em liquido, os termopares tém que vencer a inércia térmica do meio para
alcancar a temperatura de exposicdo. Em muitos casos, a letalidade requerida é
alcangada antes mesmo que o tempo de exposi¢cao chegue ao fim. Entdo por esta

razao, a analise é feita pela curva de aquecimento e letalidade acumulada.
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Nas trés corridas do ciclo 3, todos os termopares tenderam a 121°C sem
destacar uma diferenca significativa entre as curvas, confirmando distribuicdo
homogénea de calor. Entretanto, no ciclo 4, as trés corridas, destacaram uma
divergéncia visivel em uma curva (destacada em vermelho) em relacdo as demais,
demonstrando que neste ponto de medigao a resisténcia térmica € maior.

Nas figuras 52 e 53 estdo os graficos de letalidade acumulada das trés

corridas de cada ciclo.
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Figura 52 - Letalidade acumulada das trés corridas do ciclo 3.
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Figura 53 - Letalidade acumulada das trés corridas do ciclo 4.

Nos gréaficos de letalidade acumulada, os valores variaram entre 27,67 e
61,22 minutos nas trés corridas do ciclo 3 e 4. Esta variagdo € resultante dos
diferentes tempos de exposicdo e das variagdes de temperaturas em relagdo a
localizagdo dos termopares. Como os ciclos foram dimensionados para acumular
letalidade maior que 24 minutos para todos os termopares, pode-se concluir que,

apesar da variacao observada, os resultados se mantiveram dentro do esperado.
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Na Tabela 13 estio listadas as letalidades maxima e minima de cada corrida

e 0s seus respectivos tempos de acumulo até Fp = 12 min. A razdo de ter-se

escolhido 12 min como referéncia se deve ao fato desta ser a letalidade necessaria

para reduzir uma populacédo de 10° com valor D de 1 minuto a um SAL de 10,

Tabela 13 — Letalidade maxima e minima de cada corrida e o tempo de alcance até

Fo =12 min.
Fo minimo Fo maximo Tempo Fp =12 min
Corrida 1 28,87 42,01 21,0
Ciclo 3 Corrida 2 27,67 40,22 22,0
Corrida 3 28,13 40,67 23,5
Corrida 1 43,85 61,22 32,5
Ciclo 4 Corrida 2 39,92 57,89 33,0
Corrida 3 38,1 59,88 34,0

O ciclo 3 apresentou a menor letalidade acumulada (27,67 minutos), mas em

compensacgao, obteve o menor tempo de alcance a Fp = 12 (21 minutos). A menor

letalidade acumulada do ciclo 4 foi adquira na terceira corrida (38,1 minutos), mas

com um tempo de alcance a Fp = 12 de 34 minutos.

O ciclo 3, apesar de apresentar a menor letalidade, ndo pode ser classificado

como o “pior caso”, tendo em vista que o ciclo 4 apresentou maior resisténcia a

penetracao de vapor. Na figura 54 podemos verificar que o “pior caso” foi o ciclo 4, ja

que as curvas de suas corridas apresentaram menor inclinagdo que as do ciclo 3.
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Figura 54 - Curva da letalidade minima de cada corrida.




88

Em relacdo a eficiéncia energética, o ciclo 4 esta superestimado,
apresentando um gasto energético desnecessario. Com base na figura 54, pode-se
diminuir o tempo de exposigdo para 47 minutos. Matematicamente, este tempo é

suficiente para alcangar SAL de 10 em relagéo ao indicador bioldgico (BI).
3.3. Desafio Microbiolégico

Levando-se em consideracdo apenas os dados fisicos coletados, podemos
dizer que em todos os locais ocorreram as condicdes minimas necessarias a
esterilizagdo, mas, de acordo com a ISO 11134 (2001), o processo s6 é considerado
validado se os resultados fisicos e microbiolégicos forem satisfatorios. Na Tabela 14
estdo apresentados os resultados obtidos com os indicadores biolégicos contendo o
micro-organismo Geobacillus stearothermophilus que foram posicionados nos
mesmos locais dos termopares.

Tabela 14 - Resultado do desafio microbioldgico das cargas secas e liquidas.

Indicador biolégico Tipo |Fabricante | Populacdo Valor D Quantidade
Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953 | Fita CEFAR 1,11 x 10° 1,37 66
CARGA SECA Resultado do desafio dos pontos avaliados
(C+) |01 |02|03| 04 05 | 06 07 |08|09| 10 11
Corrida 1 + - - - - - - - - - - -
Ciclo 1 Corrida 2 + -l -1 - - - - - - | - - -
Corrida 3 + - - - - - - - - - - -
Corrida 1 + - - - - - - - - - - -
Ciclo 2 Corrida 2 + -l - - - - - - - - - -
Corrida 3 + - - - - - - - - - - -
Indicador bioldgico Tipo |Fabricante | Populacdo Valor D Quantidade
Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953 | Ampola| MERCK | 1,50 x 10° 1,90 66

Resultado do desafio dos pontos avaliados

CARGA LIQUIDA

(C+) | 01|02|03| 04 | O5 | 06 | O7 |08|09| 10 11

Corrida 1 + - - - - - - - - | - - -

Ciclo 3 Corrida 2 + - -1 - - - - - - - R -
Corrida 3 + - - | - - - - - - | - - -

Corrida 1 + - - | - - - - - - | - - -

Ciclo 4 Corrida 2 + - -1 - - - - - - - R -
Corrida 3 + - - | - - - - - - | - - -
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Nenhuma das corridas apresentou crescimento microbiolégico nos pontos
avaliados, com excecdo do controle positivo (C+), nenhum indicador biolégico
apresentou coloragao amarela apés o periodo de incubacio. O controle positivo ndo
foi exposto ao processo de esterilizagdo, para certificar que o lote de indicadores
bioldgicos apresentava realmente micro-organismos vivos. Com isso, foi confirmado
que, além de gerar valores de Fy acima do requerido, os ciclos secos (1 e 2) e
liquidos (3 e 4) foram capazes de inativar o micro-organismo Geobacillus

stearothermophilus.

3.4. Planejamento Fatorial 2°

Para avaliar o impacto da mudanca no processo de esterilizac&do por vapor, foi
realizado um planejamento 2° com fatores posicéo (A), embalagem (B) e quantidade
(C), com n = 3 replicagdes. A Tabela 15 apresenta os dados coletados de letalidade
acumulada (Fp) e de indice de capacidade inferior (Cpi). O planejamento esta
representado graficamente na figura 55.

Tabela 15 - Resultados do Planejamento 2°.

Ensaio A B C Letalidade Média Capacidade Média
1 0 -1 -1 -1 2521 2514 25,34 25,23 5,47 5,54 5,23 5,41
2 (@) 1 1 -1 2563 23,13 26,68 25,15 5,73 3,83 7,09 5,55
3 by -1 -1 1 252 22,75 2559 2451 5,23 3,20 5,67 4,70
4 (ab) 1 -1 1 26,45 26,15 26,06 26,22 7,13 5,76 5,03 5,97
5 (c) -1 1 -1 2463 2577 2536 2525 2,08 7,30 7,01 5,46
6 (ac) 1 1 -1 2253 26,36 2531 24,73 2,08 7,30 7,01 5,46
7 (bc) -1 1 1 2373 24,38 25,01 24,37 4,26 6,13 7,63 6,01
8 (@bc) 1 1 1 2516 2549 26,08 2558 4,26 6,13 7,63 6,01
[ 25,5767 [6,00667
ﬁ,sm 26,2200 470000 597333
1 | 1 I
. LETALIDADE { CAPACIDADE
EMBALAG [24,7333] EMBALAG [5,46333
I N I N |
[25,2300 35,1467 | WHPADE ro74333 555000 | VARADE
-1 i Y -1 =1 7 ; -1
-1 1 -1 1
POSICAO POSIGAO

Figura 55 - Geometria do planejamento 2°.
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Com os resultados expressos na Tabela 15 e utilizando o programa
STATISTICA, obtiveram-se os valores dos efeitos de cada parametro (posicao,
embalagem e quantidade) sobre a letalidade acumulada e sobre o indice de
capacidade inferior durante o tempo de exposigao.

Para tanto foi necessario determinar quais parametros realmente apresentam
influéncia estatistica significativa no nivel de confianga de 95 % (a = 0,05). Os

resultados podem ser observados por meio do diagrama de pareto (figura 56).

Letalidade
1by2 1,9243275
(1)Posicéao 1,263376
(3)Quantidade -,642642
1by3 | -514844
2by3 -,215431
(2)Embalagem f ,175266

p=,05
Capacidade (Cpi)
(1)Posicao 469602
1by3 - 469602
2by3 4585003
(3)Quantidade 4340765
1by2 37858 568
(2)Embalagem | 2033303307
05

Figura 56 - Diagrama de pareto de letalidade e capacidade inferior.
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Pode-se verificar que os fatores posicdo, embalagem e quantidade nao
apresentam significancia estatistica em nenhuma das duas respostas, pois nenhuma
das barras ultrapassa a linha correspondente ao p = 0,05. A interacdo que mais se
destacou foi a Posicdo x Embalagem na resposta letalidade, mas assim como as
outras, também n&o atingiram o nivel de significancia arbitrado (valor P < 0,05).

A analise da variancia para o planejamento fatorial completo esta resumida na
Tabela 16. Com base nos valores P, também € possivel concluir que nenhum fator e

interagdo apresentam significancia estatistica.

Tabela 16 - Tabela da Anova de Letalidade e Capacidade (a = 0,05)
Tabela da Anova - Letalidade

Fatores ‘ G.L. Soma Quad Quadrado Médio Estat. F‘ P-valor

Posigao 1 1,995 1,995 1,5023 | 0,238
Embalagem 1 0,038 0,038 0,0289 | 0,867
Quantidade 1 0,516 0,516 0,3887 | 0,542
Posicao x Embalagem 1 4,629 4,629 3,4853 | 0,080
Posicdo x Quantidade 1 0,331 0,331 0,2495 | 0,624
Embalagem x Quantidade 1 0,058 0,058 0,0437 | 0,837
Posicao x Embalagem x Quantidade | 1 0,002 0,002 0,0013 | 0,972
Residual 16 21,250 1,328
Tabela da Anova — Capacidade
Fatores H G.L. Soma Quad Quadrado Médio Estat. F P-valor
Posicao 1 0,746 0,746 0,209 | 0,653
Embalagem 1 0,238 0,238 0,067 | 0,799
Quantidade 1 0,637 0,637 0,179 | 0,678
Posicao x Embalagem 1 0,485 0,485 0,136 0,717
Posicao x Quantidade 1 0,746 0,746 0,209 | 0,653
Embalagem x Quantidade 1 0,711 0,711 0,200 | 0,661
Posicao x Embalagem x Quantidade | 1 0,485 0,485 0,136 | 0,717
Residual 16 56,988 3,562

De acordo com este planejamento o modelo seria do tipo:

y = ﬂO +ﬂlxl +ﬂZXZ +ﬂ3X3 +1812X1X2 +ﬂ13xlx3 +1823X2X3 +18123X1X2X3 +¢€ (20)
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Analisando-se a significancia estatistica de cada fator, foram obtidos os
resultados mostrados na Tabela 17. Foram ignorados todos os fatores e interacdes
que apresentaram o valor P menor que 0,05 ou que apresentaram o t calculado
maior que t tabelado. Assim, nestes modelos apenas [y tem significancia, logo o
modelo seria y = 25,13 (x0,24) para letalidade e y = 5,57 (x0,39) para a capacidade
inferior.

Tabela 17 - Coeficientes e efeitos da letalidade e capacidade (a = 0,10).
Coeficientes - Letalidade

Preditor Efeitos Estimativa Desvio Padrdo Estat. T P-valor

Intercepto 25,13 0,24 106,831 | 0,000

Posigao 0,577 0,29 0,24 1,226 | 0,238

Embalagem 0,080 0,04 0,24 0,170 | 0,867

Quantidade -0,293 -0,15 0,24 -0,623 | 0,542

Posicdo:Embalagem 0,878 0,44 0,24 1,867 0,080

Posicao:Quantidade -0,235 -0,12 0,24 -0,499 | 0,624

Embalagem:Quantidade -0,098 -0,05 0,24 -0,209 | 0,837

Posicdo:Embalagem:Quantidade | -0,017 -0,01 0,24 -0,035 | 0,972
Coeficientes - Capacidade

Preditor Efeitos Estimativa Desvio Padrédo Estat. T P-valor

Intercepto 5,57 0,39 14,464 | 0,000

Posigao 0,352 0,18 0,39 0,458 | 0,653

Embalagem 0,199 0,10 0,39 0,259 | 0,799

Quantidade 0,326 0,16 0,39 0,423 | 0,678

Posicdo:Embalagem 0,284 0,14 0,39 0,369 0,717

Posicao:Quantidade -0,352 -0,18 0,39 -0,458 | 0,653

Embalagem:Quantidade 0,344 0,17 0,39 0,447 0,661

Posicao:Embalagem:Quantidade | -0,284 -0,14 0,39 -0,369 | 0,717

Tendo em vista a grande variabilidade na resposta, o calculo do planejamento
foi repetido, usando um nivel de significancia de 90% (a = 0,10). Os fatores posigéao,
embalagem e quantidade permaneceram sem apresentar significancia estatistica em
nenhuma das duas respostas, pois nenhum dos valores P foi menor que 0,1. Como
pode ser visto na figura 57, a interacdo Posicdo x Embalagem foi o efeito mais

importante na resposta letalidade, pois apresentou o valor P menor que 0,1 (0,080).
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Para a resposta capacidade inferior, nada mudou no calculo do planejamento, pois

todos os fatores e interagdes apresentaram valores de P maiores que 0,1.

Grafico de Probabilidade Normal
(resposta Letalidade, Alpha = 0,10)

Tipo de Efeito
® N3o Significativo
W Significativo

tor  Nome
Pasicio
Embalagem
Crusntizsos

m

T m*xT

Percentagem
3

G T T T T T T
0,0 0,3 1,0 1,5 2,0 2,0
Efeito

Figura 57 - Grafico do efeito da probabilidade normal da resposta letalidade.

Foram ignorados todos os fatores e interagdes que apresentaram o valor P
menor que 0,1. Assim, para o modelo da resposta letalidade, apenas os coeficientes
Bo e B12 (referente a posicao x embalagem) tém significancia estatistica. Logo o
modelo para a = 0,1 seria y = 25,13 (x0,24) + 0,44x4x; (x0,24) para a resposta
letalidade e y = 5,57 (£0,39) para a resposta capacidade inferior.

Estes modelos nao serdo aplicados para aperfeicoar o processo de
esterilizacdo. O objetivo deles foi demonstrar estatisticamente o impacto da
mudanca dos fatores posi¢cao, embalagem e quantidade na esterilizacdo. Tendo em
vista que todos os fatores e interagbes foram ignorados, a quantidade e o
posicionamento dos itens da carga podem ser alterados, contanto que sejam
respeitados os espagamentos entre os itens e que sejam adicionados apenas itens
que ja foram validados anteriormente. O mesmo se aplica a embalagem onde o
acréscimo de uma ou duas folhas de papel grau cirdrgico na embalagem da carga,
nao cria barreiras que dificultam a penetracdo de vapor. Os poros de todas as folhas
se dilatam na presenca do calor, permitindo a entrada de vapor e a saida do

condensado.
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4. CONCLUSOES E SUGESTOES
4.1. Conclusoes

Esta metodologia de validagdo fornece dados suficientes para avaliar o
desempenho térmico da autoclave com ou sem carga. Ela traz diagnosticos mais
precisos de eventuais problemas, podendo determinar se a causa esta ligada ao
desgaste dos componentes da autoclave ou na montagem e configuracdo das
cargas. Também abrange novos conceitos de selegcdo do “pior caso”, pois ao
contrario do que muitos acreditam, nem sempre a carga maxima apresenta menor
taxa de crescimento de letalidade.

Outro aspecto importante foi na revalidagdo. Com base na determinacao do
pior caso, o processo de revalidacdo anual consiste em realizar um estudo térmico
vazio, um estudo térmico do pior caso seco e um estudo térmico do pior caso
liquido. Com isto criou-se uma metodologia de revalidagdo rapida, segura e eficaz,
destacando os pontos criticos do processo, explorando os conceitos fisicos e
concentrando esforcos onde eram realmente necessarios. Com isto foi possivel
atender as exigéncias dos 6rgaos regulatorios sem afetar a capacidade de produgéao
das plantas industriais e a qualidade do processo de esterilizagdo. Tal fato pode ser
comprovado, pois esta metodologia ja sofreu varias auditorias nacionais e
internacionais, e nenhuma delas fez qualquer recomendacao.

Os estudos de distribuicdo térmica para ciclos secos e liquidos, realizados
com a autoclave vazia, confirmaram a homogeneidade térmica na camara interna
durante o tempo de exposicdo a 121°C. Isto demonstra que, no caso do ciclo seco, a
bomba de vacuo e o sistema de injecdo de vapor foram capazes de remover o ar e
substitui-lo por vapor.

Os estudos de distribuicdo térmica para ciclos liquidos mostraram que o ciclo
foi capaz de integrar a temperatura ao longo do tempo, acumulando letalidade
suficiente para esterilizar uma carga microbiana de 10° endosporos de valor D1, de
2 minutos, a uma probabilidade de 10° (Fo = 24 minutos).

Os ciclos de esterilizacdo obtiveram equivaléncias térmicas nas fases de pré-
condicionamento, tempo de exposicdo e pds-condicionamento nas trés corridas
consecutivas, confirmando a reprodutibilidade operacional, tanto nos ciclos secos,

quantos nos ciclos liquidos.
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Os parametros PID do sistema de controle de temperatura da autoclave estao
bem sintonizados. A malha de controle apresentou baixo tempo de acomodacéao e
nenhum valor de pico no periodo transitério. Também se mostrou bem estavel
durante o tempo de exposi¢ao, pois apresentou um erro estacionario médio de
apenas 0,26°C e amplitude moével média de 0,02°C. A carga néo interfere no sistema
de controle.

Os ciclos secos mostraram-se capazes de esterilizar suas respectivas cargas,
ja que todas as corridas apresentaram Cpk > 1,33. Os estudos de penetracéo de
vapor destes ciclos confirmaram distribuicdo homogénea de calor, sem destacar
pontos mais frios ou mais quentes.

Os ciclos liquidos também se mostraram capazes de esterilizar suas
respectivas cargas, ja que todas as corridas acumularam letalidade minima maior
que o especificado (Fo = 24 minutos). O ciclo 4 esta superestimado, apresentando
um gasto energético desnecessario. O tempo de exposi¢gao pode ser diminuido de
60 para 47 minutos.

De acordo com os resultados do desafio microbiolégico, o menor valor F das
cargas secas (24,52 minutos), garantiu nivel de esterilidade (S.A.L.) de 18 redugdes
logaritmicas em relacdo ao indicador biolégico Geobacillus stearothermophilus
ATCC 7953 (Valor D de 1,37 minutos e populagdo média de 1,10 x 10° endosporos
por fita). Para as cargas liquidas, o menor valor Fo (27,67 minutos), garantiu nivel de
esterilidade (S.A.L.) de 14 redugdes logaritmicas em relagdo ao mesmo indicador
bioldgico, porém com valor D de 1,90 minutos e populacdo média de 1,50 x 10°
endosporos por ampola. Nao foi detectada a presenca de endosporos sobreviventes
em nenhum dos 132 indicadores bioldgicos utilizados. Este nivel de seguranca de
esterilidade € maior que o estabelecido pelos critérios de aceitacdo que é de 12
reducgdes logaritmicas.

Tendo em vista que as medigdes térmicas e os testes microbiologicos foram
satisfatérios nas trés corridas consecutivas, pode-se concluir que as cargas com 0s
seus respectivos ciclos estao validadas e prontas para serem utilizadas na rotina de
produgao.

O planejamento experimental constatou que, para o nivel de significancia de
95% , as mudangas nos fatores posi¢céo, embalagem e quantidade da carga néo sao
significativas para o processo de esterilizagdo, em autoclave com remogao forgada

de ar, desde que sejam respeitados os espagcamentos entre os itens, para que o
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vapor transite livremente. Ja para o nivel de significancia de 90%, a interagéo
Posicdo x Embalagem apresentou significancia estatistica no processo de
esterilizagao.

Ao contrario que se pensa, o acréscimo de uma ou duas folhas de papel grau
cirargico na embalagem da carga, n&o cria barreiras que dificultam a penetragao de
vapor. Os poros de todas as folhas se dilatam na presenga do calor, permitindo a
entrada de vapor e a saida do condensado.

A quantidade e o posicionamento dos itens da carga podem ser alterados,
contanto que sejam respeitados os espagamentos entre os itens e que sejam

adicionados apenas itens que ja foram validados anteriormente.

4.2. Sugestdes para outras Industrias

Concentrar esforcos na fase de especificagdo da autoclave, envolvendo a
equipe de produgao, engenharia e garantia da qualidade. Qualquer tempo e recurso
gasto nesta fase do projeto, certamente serdo menores que na fase de instalagéo e
operacao. Uma autoclave bem especificada € importantissima para o sucesso da
validacgao.

Utilizar o indice de Capacidade de Processo (Cpk) para avaliar o
desempenho térmico de outros equipamentos, como por exemplo, estufas, fornos,
freezers, refrigeradores e camaras frigorificas.

Utilizar a Curva da Letalidade Minima para determinar o “pior caso” em
processo de despirogenizagéo por calor seco em fornos.

Utilizar sempre que possivel, o Método de Sobremorte (Overkill) nos
processos de esterilizagao por vapor. Entre os trés métodos, € o que apresenta
maior margem de seguranca.

Calibrar semestralmente as malhas de temperatura e pressao da autoclave
de forma a garantir a manutencéao do status de validagao.

Classificar as cargas em secas e liquidas antes de iniciar a validacdo. Isto
impede que determinados itens sejam esterilizados de forma ineficiente,
ocasionando perda de volume em cargas liquidas ou auséncia de vapor nos poros

das cargas secas.
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ANEXO A - Especificacao de Projeto de uma Autoclave

A especificacdo de projeto € fundamental para a autoclave e para o bom
relacionamento entre usuario e fornecedor. As novas autoclaves horizontais sao
complexas, caras e pode ser impraticavel qualquer mudanca apés a compra. Com
isto, € muito importante definir as fungdes e as finalidades da autoclave antes da
construgao.

A especificacdo do projeto deve ser elaborada antes da compra de uma
autoclave, pois este documento é importante para determinar o que sera necessario
para o sistema de esterilizagdo. A sua elaboracdo € uma tarefa multidisciplinar que
deve envolver as equipes de engenharia, produgdo, validacdo e garantia da
qualidade.

Os objetivos atuais e as tendéncias do produto no mercado mundial tém
impacto significativo sobre os requisitos de processo. Também pode ser dificil usar
uma autoclave para satisfazer todos os requisitos. A especificagdo de projeto deve
incluir os valores das utilidades disponiveis na fabrica necessarias para operacéo da
autoclave, tais como vapor, agua, ar comprimido e energia elétrica. Ela define
marcos importante, como as datas de entrega, revisao dos parametros de controle,
testes de aceitacdo de fabrica (FAT), data de embarque, duragdo do
comissionamento, a quantidade de testes de aceitagao no local (SAT), treinamento e
documento. Quando todos os critérios sao estabelecidos, as especificagcbes sao
aprovadas por todos da equipe multidisciplinar e apresentadas aos fornecedores.

Uma Especificagdo de Requerimento do Usuario (ERU) e uma Descrigao
Funcional (DF) sdo os documentos necessarios para atingir estes objetivos. Existem
muitas razdes para gerar estes tipos de documentos:

— A DF fornece fundamentos para elaboragdao dos documentos de
qualificacéo operacional.

— A ERU fornece fundamentos para elaboracdo dos documentos de
qualificacdo de performance.

— A qualificagdo de projeto engloba os documentos exigidos pelos
orgaos regulatorios.

— A geracao destes documentos obriga os engenheiros de projeto a

detalhar por escrito todo escopo do projeto em documentos que séo
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encaminhados ou aprovados para compra, permitindo tratar
eventuais irregularidades antes da finalizagdo do pedido.

Todos os departamentos da industria farmacéutica participam no
processo de decisdo eliminando certos tipos de comentarios como
“Eu ndo fui consultado”, "Eu teria feito isso de forma diferente" ou
“Nao foi esta autoclave que eu pedi”.

Tanto o usuario como o fornecedor da autoclave tém melhor
entendimento das expectativas de ambas as partes, minimizando
muitas surpresas que podem ocorrer durante a instalacido e

qualificacao.

Al. Especificacdo de Requerimento do Usuario (ERU)

Segundo a Good Automated Manufacturing Practice - GAMP (2008), este

documento, elaborado pelo usuario, define as funcdes requeridas e esperadas pelo

usuario final da autoclave (o que fazer) sem pré-determinar solugoes.

Ele deve conter:

O tamanho maximo da autoclave, especificando as demissdes
disponiveis na fabrica.

O tamanho da camara interna

Os tipos de carga a serem esterilizados conforme seu objetivo final
e fase da matéria.

Descricdo dos itens das cargas (por exemplo, frascos de vidro ou
ampolas, produtos plasticos, rolhas, vestimentas e densidade das
cargas liquidas).

Exigéncias dos 6rgaos regulatérios.

Detalhamento dos pontos de amostragem de agua, vapor e ar
comprimido.

Documentagao de manutencgao, operacao e qualificagao (protocolos
de Ql, QO)

Faixa térmica de trabalho (por exemplo, 115 a 134°C)
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— O numero de esterilizacbes diarias para definir a duracédo das fases
de pré e pobs-condicionamento (por exemplo, acelerar o
resfriamento da carga para obter mais corridas por dia).

— Descrigcao de requerimento de construgdo da camara e periféricos
(por exemplo, camara interna deve ser construida de acordo com os
requisitos da American Society of Mechanical Engineers - ASME em
aco 316L);

— Fluxo de material para definir se € uma autoclave de uma ou duas
portas.

— Légica de intertravamentos e alarmes (por exemplo, a porta do lado
limpo s6 pode ser aberta se o ciclo estiver finalizado; alarme de falta
de vapor ou ar comprimido)

— Especificagdo do sistema de filtracdo (por exemplo, um filtro de
retengdo microbiana deve ser instalado, com esterilizagcédo in situ
durante o ciclo)

— Especificagdo do sistema de controle. Geralmente as industrias
padronizam os componentes e periféricos em suas instalagées para
facilitar o gerenciamento de pegas sobressalentes e reduzir os
custos de validagédo. Fabricantes e modelos de preferéncia devem
ser especificados.

— O formato da carta grafica que deve conter o nome do ciclo, o
numero da corrida, o nome do operador, os parametros do ciclo, a
data/hora de inicio e fim da corrida, o codigo da autoclave, a curva

térmica e os alarmes, caso ocorram.

Os sensores de temperatura normalmente utilizados no dreno e interior da
camara séo as termorresisténcias PT100. Eles sdo escolhidos devido a sua alta
precisdao e ampla faixa de temperatura. A fim de garantir a qualidade do produto,
deve existir um sensor de controle independente da malha de controle. Isto faz que
qualquer possivel falha no sensor de controle seja detectada pelo sensor
independente (ISO11134, 2004).

Autoclaves com controlador do tipo PID (proporcional, integral e derivativo)

apresentam maior precisdo na temperatura de exposicéo (£0,5°C) e baixo valor de
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pico no inicio da exposi¢ao. O controle preciso € necessario para aqueles ciclos que
exigem uniformidade térmica ou para cargas com itens que sao sensiveis ao calor.

A fim de atingir a confiabilidade a um menor custo, o controle do processo
deve ser feito por CLP (Controlador Légico Programavel) conectado a um sistema
supervisorio. Isto faz com que alarmes, dados e parédmetros do ciclo sejam
armazenados para obter rastreabilidade no processo de produgéo.

As definicbes de alarmes sao importantes para o sucesso de esterilizagdo. O
sistema de controle deve reconhecer situacdes que estdo fora dos parametros de
funcionamento. O operador devera ser notificado por meio de alarme visual ou
sonoro. Alarmes podem ser programados para interromper, conter (modo espera),
ou abortar ciclos que estejam fora dos limites estabelecidos. Os tipos de alarmes
mais utilizados sao:

- Tempo de exposi¢céo longo ou curto
— Temperatura alta ou baixa

- Presséo alta ou baixa

- Mau funcionamento da valvula

— Falta de vapor, ar comprimido e agua
- Falha na bomba de vacuo

— Falta de energia

— Falha na porta

Se um alarme ndo for especificado antes da construcdo da autoclave,
dificilmente estara presente no momento da aquisicao.

Uma vez aprovada, a ERU deve ser entregue para o fornecedor da autoclave
para elaborar a Descricdo Funcional. Durante e depois da qualificacdo toda
mudanga deve ser controlada e documentada conforme os procedimentos pré-

estabelecidos.

A2. Descricao Funcional

A Descricdo Funcional (DF) é elaborada pelo fornecedor da autoclave e

descreve as fungdes detalhadas do equipamento (como fazer). Uma verséao inicial

da DF pode ser produzida como proposta do fornecedor. Revisdes adicionais da DF
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sdo preparadas junto com o usuario obrigatério (GAMP, 2008). A DF é relacionada
com a Qualificagdo de Operacéo, a qual testa todas as fungdes especificadas.

A DF deve cobrir os aspectos fisicos e funcionais de cada requisito da ERU e
identificar qualquer n&o conformidade. Ela €& base para o desenvolvimento da
especificagcdo do projeto e fornece os critérios de aceitagdo dos testes de
qualificagdo. Qualquer diferenga entre a especificagdo de projeto e a DF deve ser
claramente identificada pelo fornecedor, revisada e acertada com o usuario.

Os cruzamentos dos requisitos da ERU com as solugdes da DF devem ser
feitos através da Matriz de Rastreabilidade, exemplificada na Tabela 18.

Tabela 18 - Matriz de Rastreabilidade
Numero de referéncia da ERU | Descricao | Referéncia da Descrigao Funcional | Observagao

1.0 Texto... | DF023.1.4 (a)
2.0 Texto... | DF331.3.2
2.1.1 Texto... | DF331.3.3

2.1.2 Texto... DF331.2.2
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ANEXO B - Teste de Aceitacao de Fabrica — FAT

O teste de aceitacdo em fabrica (do inglés, factory acceptance test - FAT) é
uma série de testes ou desafios que sdo executados nas instalacdes do fornecedor
da autoclave, com a supervisdo do usuario (GAMP, 2008). Ele segue uma seqténcia
de teste descrita em um documento formal chamado de Protocolo de FAT. A
intengdo € verificar se as especificagbes de projeto da autoclave foram cumpridas.
As funcionalidades séo testadas nas instalagdes do fornecedor para detectar alguma
nao conformidade ainda na fabrica. Isto € importante, pois & possivel realizar uma
corregcao imediata, antes que a autoclave seja enviada para o usuario. Em muitos
casos, pode nao ser possivel a realizacdo de todos os testes, como por exemplo,
testes de integragdo com as utilidades (ar comprimido, agua e vapor). No entanto, o
fornecedor pode se aproximar do cenario de produg¢ao do usuario final, através de
simulagdes. O ideal € que o FAT seja concluido satisfatoriamente, mas nada impede
que algumas nao conformidades sejam documentadas no protocolo de FAT e
corrigidas apds o envio ao usuario, desde que o fornecedor se comprometa a corrigi-
las.

A fiacdo do sistema automatizado da autoclave € verificada totalmente
durante o FAT. O mesmo acontece com os alarmes especificados na ERU. Outro
teste comum é a utilizacido de um simulador de processo, que envia sinais elétricos
(analdgicos e digitais) para os cartdes de entrada do CLP (Controlador Ldgico
Programavel), para verificar os acionamentos das valvulas de controle. Uma analise
da programacéo do software da autoclave deve ser realizada no FAT.

Deve ficar acordado com o fornecedor da autoclave que o protocolo de FAT
deve ser previamente encaminhado ao usuario para aprovacao.

Durante o FAT deve-se avaliar as seguintes questdes:

— Existem restricdes de tamanho para a camara da autoclave ou
painel de controle?

— Existem restricobes de espaco para abertura e fechamento das
portas?

— Todos os modos alarmes serdo testados no fornecedor? Se nao,
poderao ser testados no usuario?

— Os diagramas sdo adequados para verificar a instrumentacgao,
tubulacgéo, fiagdo e l6gica de programagao?
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— Qual a politica de controle de mudancga do fornecedor?

— O fornecedor tem um roteiro de teste que descreve os
procedimentos associados com os resultados esperados?

— Todas as mensagens de erro do software serao testadas?

— Quais pecas sobressalentes sdo necessarias? Fabricantes
genéricos sao compativeis?

— Os testes serdo suficientes para garantir que a autoclave opere
conforme o esperado?

— Qual o suporte do fornecedor durante a instalagdo da autoclave nas
instalagdes do usuario? Material de treinamento de manutencéo e

operagao?

Um FAT pode fornecer excelentes beneficios financeiros tanto para o usuario
quanto para o fornecedor, se a autoclave foi muito bem especificada. O FAT é o
momento ideal para atualizagdo das especificagbes. Se, no entanto, o projeto n&o foi
bem especificado ou mal executado, € uma boa hora para determinar o que é
realmente necessario. Apds a autoclave ser enviada ao local do usuario final, torna-
se dispendioso e demorado tentar alterar o projeto, sendo em alguns casos

impossivel.
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ANEXO C - Qualificacao de Instalacdo — QI

A qualificagédo de instalagdo de uma autoclave é realizada no local do usuario

e é composta por varias etapas.

C1l. Comissionamento

Comissionamento sdo atividades realizadas depois que a autoclave é
conectada eletricamente e mecanicamente no local de trabalho. A equipe de
instalacdo executa ciclos para testar a autoclave. Nesta fase, nada € documentado,
pois s&0 apenas testes operacionais (ensaios). A execugéo de ciclos de esterilizagao
€ atividade fundamental na pré-qualificacdo, pois destaca falhas grosseiras no
processo de instalacdo, como por exemplo, vazamentos nas conexdes. Os testes
realizados durante o comissionamento verificam se as bombas de vacuo, valvulas e
funcdes de controle operam corretamente. Geralmente, € nesta fase que comecga a

elaboragao dos procedimentos de operacao, calibracdo e manutencao.

C2. Teste de Aceitacdo no Local — SAT

O Teste de Aceitagdo no Local (do inglés, Site Acceptance Testing - SAT) &
composto de uma série de testes executados junto com o fornecedor nas
instalagdes do usuario. Normalmente o SAT constitui a repeticio do FAT no
ambiente de operagdo do usuario, mas agora interagindo com todo o processo,
instrumentacédo de campo, interfaces e utilidades (GAMP, 2008).

O objetivo destes testes é verificar se ndo houve danos a autoclave durante o
transporte e, principalmente, se todas as nao-conformidades encontradas no FAT
foram corrigidas. Normalmente, o usuario final requer a conclusdo bem-sucedida do
SAT antes concretizar o pagamento ao fornecedor.

Uma das vantagens de se realizar o SAT é a realizagdo de parte da

qualificacao e treinamentos da autoclave junto com o fornecedor.
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C3. Testes de QI

Os testes de QI s&o realizados para garantir que a autoclave foi instalada de

acordo com as especificacbes do fornecedor e do usuario. Nesta fase comeca a

documentacao dos testes. A verificagdo da instalagcdo de item por item é realizada

como parte do teste. A documentagado fornecida com o equipamento e os dados

coletados durante os testes sido uteis aos inventarios de pecas de reposicao,

procedimentos de manutengdo preventiva e programagédo das frequéncias de

calibracoes.

Protocolos de QI normalmente incluem os seguintes tipos de informagoes:

Introducdo: uma explicagdo muito basica, mas completa da
autoclave. Ela inclui os equipamentos auxiliares e as caracteristicas
fisicas.

Diagramas Esquematicos: sdo desenhos de engenharia, como
diagramas elétricos, de tubulagdo, de instrumentagdo, de
montagem e dimensionais. Parte do teste inclui verificar tais
desenhos com a instalacéo fisica.

Registros de dados de teste: folhas de assinaturas devem ser
incluidas para demonstrar que foram feitas verificacdes dos itens
instalados corretamente. Cada verificagao deve conter uma rubrica
do instalador.

Lista de componentes: esta lista deve conter informagdes tais como
fabricante, modelo, n°. de serie, capacidade ou tamanho e material
de construgao para cada componente critico.

Lista de instrumentacdo: esta lista deve conter informacdes tais
como fabricante, modelo, n°. de série, escala, menor divisdo e faixa
de trabalho.

Certificados de calibracdo: uma tabela deve ser incluida para
verificar a calibragdo dos instrumentos criticos. Os certificados
devem ser mantidos disponiveis para revisao.

Lista de fabricantes dos componentes: s&o catalogos de
componentes, manuais de operagao e manutencao, lista de pecas e

documentacao de software.
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— Lista de utilidade: sao listas que incluem dados de suplementos
necessarios para operacgao, tais como pressdo minima de vapor

puro, agua e ar comprimido.

Documentos de comissionamento, SAT e QI s&o referéncias técnicas
fundamentais para o ciclo de vida da autoclave. Eles fornecem informacgdes
imprescindiveis para os departamentos de manutencdo, engenharia e validagao

para avaliarem o impacto das futuras alteragdes ao longo da vida da autoclave.
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ANEXO D - Qualificacdo de Operagéo — QO

A Qualificagdo de Operacdo acontece apés o Ql e é realizada com a
autoclave energizada, mas sem carregamento de produto na cadmara interna. Séo
testes que verificam as etapas dos ciclos de esterilizagdo, a homogeneidade térmica
da cadmara, os eventos de erros ou falhas, a automagdo dos comandos e os
registros e armazenamentos de dados. O objetivo é verificar se a autoclave opera de
acordo com as Descrigbes Funcionais (DF). A verificagao inclui testes operacionais e
corridas de ciclos de esterilizacdo. Estas corridas sio realizadas com a camara da
autoclave vazia (sem carga) sendo chamado de Estudos de Vazio da Autoclave. A
distribuicdo térmica da autoclave sem carga é primordial para avaliar o desempenho
da autoclave. A avaliagcdo da homogeneidade térmica da carga depende de como a
autoclave sera utilizada, uma vez que o posicionamento dos itens da carga pode
dificultar o transito do vapor. Caso contrario, seria dificil determinar quem é o
culpado pela reprovacgéo nos teste de qualificagédo, a carga ou a autoclave.

Uma ou mais autoclaves, com projetos idénticos, pode estabelecer
equivaléncia operacionais para reduzir a quantidade de testes necessarios
(1ISO11134, 2004). Os requisitos para determinar a equivaléncia entre as autoclaves
sdo que elas sejam idénticas e que passem pelo processo de Qualificacdo de
Instalagdo. Todas as autoclaves devem ser inicialmente qualificadas para certificar
que foram cumpridos os requisitos de testes de QI e QO, que estabelecem os
critérios de aceitagao e provam a equivaléncia dos parametros operacionais entre

elas.

D1. Estudo Térmico Vazio

O estudo térmico da autoclave fornece a distribuicdo térmica na camara
interna destacando os pontos quentes e frios. A distribuicdo térmica pode ser
influenciada pelo modelo, tamanho e projeto da autoclave. Geralmente sao
executados com trés corridas consecutivas para demonstrar a reprodutibilidade do
sistema. Cada tipo de ciclo (seco, liquido e descontaminag&o), por apresentar
particularidades distintas, € testado separadamente. Os sensores sdo espalhados
equidistantemente na camara interna, conforme a figura 58. Sao definidos os limites

maximo € minimo e o limite de variagao entre os sensores (sensor maximo menos o



114

sensor minimo) apenas no periodo de tempo de exposi¢ao. Durante o estudo é
posicionado um sensor adjacente aos de controle. O sensor de controle para cargas
secas € o PT100 de dreno e para cargas liquidas € o PT100 de carga. O numero de
sensores de temperatura utilizados no estudo pode variar conforme o tamanho da

camara, mas a maioria das industrias farmacéuticas padronizou doze sensores.

Figura 58 - Distribuicdo dos sensores de temperatura no interior da autoclave para a
realizacao do estudo térmico vazio.

A utilizagdo de grande numero de sensores pode afetar a estanqueidade da
camara, ja que todos sensores passam no mesmo orificio da autoclave, chamado
porta de validagdo. Hoje este problema esta sendo solucionado com data loggers
com tecnologia wireless, mas infelizmente ainda é muito caro. Uma vez que a
distribuicdo do vapor esta sendo avaliada neste estudo, € importante que os
sensores ndo entrem em contato com a superficie da parede interna da cadmara, pois
isto acarretaria em falsas medigdes.

Quando a autoclave for utilizada para métodos sobremorte em cargas
termoestaveis é aceitavel uma variacdo de +2°C entre os sensores de temperatura
durante o tempo de exposi¢cao. Uma variagao superior a +2°C nao causa impacto na
esterilizagdo, ja que o ciclo é dimensionado de acordo com o menor valor de
letalidade acumulada, mas indica um mau funcionamento da autoclave. A presenga

de ar na cadmara pode causar grande variagao de temperatura.
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Para cargas que nao sao termoestaveis os critérios sdo mais estreitos (x1°C).
Este critério deve ser claramente definido na ERU. Neste caso, quando uma
autoclave apresenta variacdo maior que +1°C, é considerada inapropriada para
cargas sensiveis ao calor, pois resultara em variagdes grandes de letalidade
acumulada. Isto pode ser observado na Tabela 19, onde a variacao de £1°C em 15
minutos pode causar variagao de letalidade de aproximadamente 7 minutos (7 Fo).

Tabela 19 - Efeito de uma variagao +1°C na letalidade acumulada

Tempo -T -Fo T Fo +T +Fo
1 min 120°C 0,794 | 121°C 1 122°C | 1,259
2 min 120°C 0,794 | 121°C 1 122°C | 1,259
3 min 120°C 0,794 | 121°C 1 122°C | 1,259
4 min 120°C 0,794 | 121°C 1 122°C | 1,259
5 min 120°C 0,794 | 121°C 1 122°C | 1,259
6 min 120°C 0,794 | 121°C 1 122°C | 1,259
7 min 120°C 0,794 | 121°C 1 122°C | 1,259
8 min 120°C 0,794 | 121°C 1 122°C | 1,259
9 min 120°C 0,794 | 121°C 1 122°C | 1,259
10 min 120°C 0,794 | 121°C 1 122°C | 1,259
11 min 120°C 0,794 | 121°C 1 122°C | 1,259
12 min 120°C 0,794 | 121°C 1 122°C | 1,259
13 min 120°C 0,794 | 121°C 1 122°C | 1,259
14 min 120°C 0,794 | 121°C 1 122°C | 1,259
15 min 120°C 0,794 | 121°C 1 122°C | 1,259

Letalidade Acumulada 11,91 15,00 18,88

Variagdo da Letalidade Acumulada 1616,97 min

D2. Teste nos Filtros da Autoclave

A QO deve testar o processo de esterilizagao do filtro de efluentes e a sua
integridade fisica. A esterilizagao do filtro pode ser confirmada com a inoculagao de
indicadores biologicos na membrana dos filtros. O teste de integridade do filtro é
usado para avaliar a integridade das membranas depois de varios ciclos de
esterilizacdo e pode ser investigado por qualquer método convencional de teste de
integridade. A vida do filtro pode ser deduzida empiricamente conforme a
experiéncia do fabricante.

Um outro filtro que deve ser testado periodicamente € o filtro de aeragéo, pois

ele é responsavel pela admissdo de ar durante a fase de secagem (pOs-
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condicionamento). Qualquer ar contaminado que entre apds o tempo de exposicao,

compromete a capacidade de esterilizagao da autoclave.

D3. Requisitos para a Qualificacdo de Operacao

Antes a realizagao dos testes de QO é fundamental que:

A qualificagao de instalagéao seja concluida.

Todos os instrumentos criticos da autoclave estejam calibrados.

Os procedimentos operacionais padrao (POP) estejam elaborados.
O controle de mudancga esteja implementado.

Os operadores da produgao estejam treinados.

A equipe da qualidade seja treinada em verificar os parametros de
controle.

Os procedimentos de manutencgéo preventiva estejam aprovados.

A documentagdo técnica da autoclave (manuais de operagao,

desenhos de engenharia) seja arquivada.
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ANEXO E - Qualificagéo de Performance — QP

A Qualificagdo de Performance (QP) sdo testes com objetivo de documentar
que a autoclave é capaz de desempenhar, de forma consistente e confidvel no seu
local de trabalho, as atividades de processos previstas na ERU. Nesta fase ocorre a
transicdo de qualificacdo do equipamento para a validacdo do processo de
esterilizacao

Antes de iniciar o processo de QP, deve-se: concluir com sucesso as
qualificagbes de instalacdo e operagcao (QI&QO), determinar o método de
esterilizacdo, selecionar os indicadores biolégicos e definir as montagens das
cargas. Com relagdo a carga, € importante conhecer a composi¢cao dos seus itens

para dimensionar ciclos com base em suas limitagdes térmicas.

El. Plano de Ac¢éo para execucgéo de QP

Para padronizar as exigéncias de QP, é fundamental que se estabeleca um
plano de agdo em parceria com os departamentos de garantia da qualidade e
producdo para determinar a melhor estratégia que atenda tanto os interesses
financeiros da empresa, como as exigéncias dos 6rgéos reguladores. Devem-se
responder os seguintes questionamentos:
— Todas as quantidades de volume e tamanhos de recipientes seréo
qualificados, ou sera estabelecida uma faixa de utilizagédo?
— A faixa de utilizacdo abrange todas as configuragdes de carga?
— Sera estabelecido um estudo de “pior caso”, ou cada carga de
esterilizacao sera validada?
— Seréao usadas duas configuragdes de cargas (minima e maxima) ou
apenas uma configuragao padrao?
— Existe equivaléncia de projetos entre as autoclaves a serem
qualificadas?
— Qual carga sera considerada o “pior caso”?
— Sera utilizada mais de uma temperatura de exposicdo, além de
121°C? Caso seja, nao poderdao ser utilizados indicadores

biolégicos com valor D121-c.
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— Qual a resisténcia térmica das cargas? Sao termoestaveis?

Os drgaos regulatérios recomendam que todas as cargas termoestaveis, que
entram em contato com o produto final, sejam esterilizadas pelo método sobremorte.
N&o existe nenhuma lei que obrigue a utilizagdo deste método, mas o método
escolhido deve fornecer um nivel adequado de garantia de esterilidade que deve ser
cientificamente comprovado e validado (FDA, 2004; ANVISA, 2006; 1SO11134,
2001; OMS, 1997).

O QP deve ser executado nas piores condi¢cdes de qualificacdo, simulando as
condigdes minimas permitidas de tempo e temperatura de exposi¢céo das cargas. Os
critérios de aceitacdo do QP devem ser estabelecidos antes do inicio dos testes e
podem ser definidos em protocolos ou em um procedimento operacionais padroes
(POP).

E2. Critério de Aceitacéao

Antes de determinar quais os critérios de aceitacdo para o ciclo de
esterilizagdo, é importante definir quais exigéncias dos 6rgaos regulatérios devem
ser respeitadas.

Os critérios contidos no plano de QP podem variar de acordo com o tipo de
autoclave, tipo de carga e método de esterilizacdo. Eles podem ser iguais ou mais
rigorosos que aqueles utilizados em rotina de produgao, ou seja, no pior dos casos
para a garantia de esterilidade (tempo e temperatura minima de exposig¢ao). Os
critérios de QP ndo podem ser menos rigorosos do que os utilizados na rotina.

Tendo em vista que o QP avalia o desempenho térmico da autoclave quando
carregada, ele n&o avalia a estabilidade do produto apds a esterilizag&o por vapor. A
avaliacdo da estabilidade é geralmente feita durante o desenvolvimento do produto.
No entanto, é fundamental que os dados do estudo de estabilidade estejam

concluidos antes da execugao do QP.
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E3. Elementos Fundamentais para QP

= Temperatura

Algumas autoclaves monitoram a Temperatura da Carga durante todo ciclo.
A sonda de carga € um sensor que é colocado dentro de um item da carga para
medi¢cdo de temperatura. Podem existir varias sondas que monitoram diferentes
pontos da carga. Geralmente, nestes casos o ciclo € controlado pela temperatura
destas sondas.

A Temperatura do Registrador Grafico é fundamental para validagéo. A fim
de garantir a confiabilidade do processo, a autoclave deve conter um registro grafico
de temperatura independente do sistema de controle (ISO11134, 2001). Para ciclos
de cargas secas, o0 sensor de registro deve ser colocado junto ao dreno. Para ciclos
de cargas liquidas, o sensor de registro deve ser posicionado junto a sonda de
carga. Sao estabelecidos critérios para uma diferengca maxima entre o sensor de
registro e o sensor de controle.

A Penetracédo de Calor é registrada através de sensores inseridos no interior
dos itens da carga durante todo o ciclo e mede o calor fornecido a cada item. O
objetivo ndo € avaliar a homogeneidade térmica entre os itens das cargas e sim
avaliar a penetracdo de vapor na embalagem e nos poros da carga. Isto é feito
através da letalidade acumulada em cada item. Normalmente €& usada como
referéncia a minima letalidade acumulada. Ela pode ser calculada durante o inicio do
ciclo até o final da exposicdo, apenas durante a exposicdo ou durante todo ciclo.
Para cargas sensiveis ao calor, é importante estabelecer critérios para maxima

letalidade acumulada.

= Pressao
A Pressdo da Céamara deve ser avaliada durante a exposicdo e o
resfriamento. Tendo em vista que a pressado € responsavel pela manutencdo da
temperatura de exposi¢cao, € fundamental que ela seja coletada por registradores
graficos. Qualquer queda de pressdo durante o tempo de exposi¢cdo impacta

diretamente na temperatura de esterilizagao.
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= Montagem e Configuragdo da Carga
Durante a qualificacdo pode ser utilizada uma carga fixa, para determinar uma
carga padrao, ou cargas maximas e minimas para determinar uma gama possivel de
cargas padrdes. Acredita-se que a utilizagcdo de uma carga fixa padrdo, sem
avaliagcao de configuragdes minimas e maximas, faz que as configuragdes de cargas
incompletas sejam descartadas ou preenchidas com os itens faltantes. Levando-se
em consideracao os conceitos termodinamicos é possivel afirmar que isto nédo é

verdade.

= Desafio microbiolégico

Todos os 6rgaos regulatérios exigem que sejam feitos ensaios de desafios
microbiolégicos durante a validagdo. A quantidade e o tipo de dados requeridos
dependem do método de esterilizacdo utilizado. Existem varios tipos indicadores
biolégicos para a esterilizagdo de vapor, mas o0 mais largamente utilizado é o
Geobacillus stearothermophilus (ou Bacillus stearothermophilus).

No Método Sobremorte, fodos os indicadores bioldgicos deverao ser
inativados (ndo apresentar crescimento microbiolégico apds incubagdo a 37°C).
Deve ser especificado o valor Dq21-c € a populagdo de micro-organismo para calcular
a letalidade minima requerida.

No Método Combinado, a inativagdo completa do indicador biolégico nao é
necessaria (pode apresentar crescimento), desde que a redugdo do mesmo
equivalha a SAL de 10° da carga microbiana. Quando ndo houver a completa
inativacdo, € necessario quantificar o crescimento obtido. A espécie do indicador
biolégico, o valor Dq21oc, @ populagéo inicial e os numeros de micro-organismos
sobreviventes devem ser especificados. Além disso, também deve ser calculado o
limite de reducdo logaritmicas do indicador biolégico necessario para carga
microbiana alcancar SAL de 107°.

O Método de Carga Microbiana Total deve incluir informagbes sobre a
quantidade e resisténcia térmica do micro-organismo isolado do ambiente de
producdo. O isolado ambiental mais resistente deve ser usado como o desafio
microbiolégico e todos deverdo ser esterilizados. Um extenso programa de
monitoramento ambiental € necessario para garantir que o ambiente ndo mudou e
gue nao apareceu um organismo mais resistente que o isolado anteriormente. Caso

aparega, este deve ser considerado como desafio microbiolégico. A espécie do
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isolado ambiental, a resisténcia térmica (valor D2¢°c) € a populacéo inicial devem ser

especificadas.

= Sequéncia de ciclo
E importante avaliar se todas as fases do ciclo acontecem na ordem esperada
para operagao seguindo-se 0s eventos passo a passo, como por exemplo, porta
travada, vapor na jaqueta, vapor na camara, inicio de exposi¢cao, estabilizagdo

atingida, exposicao final, inicio de refrigeracao e resfriamento final.

= Localizagdo dos Sensores

Infelizmente, os 6rgaos regulatérios ndo regulamentam a quantidade ou o
posicionamento dos sensores de temperaturas, dando margem para cada inspetor
propor recomendacdes distintas toda vez que a fabrica é inspecionada.

O mais comum ¢é espalhar aleatoriamente doze sensores (um em cada item
da carga), onde as posicoes sao diferentes em cada estudo, abrangendo todas as
areas da autoclave ao longo do tempo. A fim de avaliar o comportamento do vapor
em diversos itens com formatos distintos, ndo se deve posicionar mais de um sensor
no mesmo item ou em itens idénticos. O ideal é usar posi¢des aleatérias para a
maioria dos sensores e fixar um sensor no ponto frio. Os pontos de medigdo devem
ser os mesmos em que estdo localizados os indicadores biologicos. Para isso, eles

sdo amarrados nas extremidades dos sensores.

= Esterilizagdo de filtro de efluentes
O monitoramento de temperatura e o desafio microbiolégico sdo necessarios
para demonstrar a eficacia da esterilizagdo do filtro. Nada impede que sejam feitos
separadamente da qualificagdo da camara interna, mas ambos os estudos devem

ser concluidos para considerar o QP finalizado.

= Calibracao
A fim de garantir a confiabilidade de medigao, a calibracdo do sistema de
medicao de temperatura usado para validagao deve ser verificada antes e depois de
cada programa de testes sequenciais (1ISO11134, 2001). Os 6rgaos regulatérios néo
definem os desvios maximos permitidos entre as verificacbes, mas levando-se em

consideragdo que um erro de 1°C propaga um erro de 22,4% no calculo de
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letalidade, € recomendado que o desvio maximo nao seja maior que 1°C. Isto pode

ser demonstrado abaixo.

120°C-121,1°C

Fo=10 1o°c
Fo=10"°"
Fo=0,776 min

Erro =1min-0,776 min = 22%
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ANEXO F — Trabalho publicado no XVIII COBEQ



