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Se realizd una revision acerca de la esterilidad y de los procesos de esterilizacion en equipos empleados a
escala de produccion. Se describe el concepto de Fo y su empleo en la evaluacion de la efectividad de un
proceso de esterilizacion. Se estudié el perfil de temperatura en diferentes secciones del fermentador durante los
ciclos de esterilizacion, encontrdndose algunas secciones en las cuales el tiempo equivalente no era suficiente
por lo que se propusieron modificaciones, que luego de ejecutadas permitieron obtener resultados satisfactorios.

Palabras claves: Esterilizacion, validacion, fermentadores, reactores

Introduccién

La esterilizacion constituye uno de los procesos mas
criticos, en la produccién de medicamentos, sin embargo,
no todos los materiales, productos o equipos se
esterilizan de igual forma.

Los equipos de grandes dimensiones que se emplean en
los procesos de produccién, como fermentadores,
reactores y tanques instrumentados se esterilizan en el
mismo lugar donde estan instalados (in situ), usando
como medio esterilizante vapor saturado, en la mayoria
de los casos (2, 7, 15).

El proceso es controlado por un sistema automatizado
gue asegura que, ademas del vaso, todos los dispositivos
y accesorios (valvulas, sistemas de filtros, puertos de
accesos para sondas de temperatura, pH, u otras) sean
expuestos durante el tiempo requerido al vapor saturado,
siguiendo una secuencia programada; los ciclos de este
tipo se denominan SIP (Steam In-Place) (1, 2). Existen
también equipos industriales cuyo nivel de automatizacion
no es elevado y s6lo se controlan algunas etapas, siendo
necesaria la operacion semiautomatica o incluso manual
del proceso de esterilizacion, en algunas partes o
secciones.

La definicion de esterilidad mas simple, y correctamente
establecida, es la completa ausencia de toda forma de
vida. En el campo de las producciones farmacéuticas,
este concepto se refiere especialmente a los
microorganismos (4).

En términos practicos, la esterilidad se expresa como la
probabilidad matematica de que una unidad de producto
permanezca  contaminada  con microorganismos
sobrevivientes, después de una exposicion a un proceso
de esterilizacion.

Para productos farmacéuticos y dispositivos médicos la
designacion de estériles es generalmente aplicada a
productos que han sido tratados de manera tal, que una
vez completado el proceso, las unidades individuales
tengan una probabilidad de ser no-estériles igual o menor
que 10 a esta probabilidad también se le denomina
nivel de aseguramiento de la esterilidad o SAL (Sterility
Assurance Level) (4).

Aunque la definicion de esterilidad se expresa como una
funciéon de probabilidad, esto no significa, sin embargo,
gue una unidad no estéril en 10° sea aceptada (3, 4, 6).

La letalidad de un proceso de esterilizacion por calor
hamedo es una funcion de la temperatura del vapor
saturado (8), y del tiempo de exposicion, por lo que
diferentes combinaciones de temperatura y tiempo
pueden lograr un resultado eficaz. Otros factores que
también influyen son la naturaleza de los materiales a
esterilizar, su estado de agregacion y su sensibilidad al
calor.

La naturaleza de muchas soluciones, tales como medios
de cultivos y suplementos, que poseen en su composicién
compuestos de origen organicos, hacen que estas sean
sensibles a los efectos del calor por lo que no siempre
pueden ser esterilizadas en las condiciones deseadas.

VacciMonitor

1 Afo 10 No. 2. Abril--Junio del 2001



En la literatura especializada (3, 9, 10) se acepta
generalmente, que una exposicion a 121 °C, durante 15
min debe eliminar toda forma de vida microbiana, aunque
otras combinaciones que logren el efecto deseado
también son admitidas.

Debido a esto es que se precisa de una magnitud que
permita comparar entre si, la letalidad producida bajo
diferentes combinaciones de temperatura—tiempo.

El célculo de la letalidad se realiza a partir de un término
denominado tiempo equivalente, que se representa como
F. El valor F es un parametro que permite juzgar la
efectividad del proceso de esterilizacion.

Si en el estudio de un ciclo calculamos el valor F en
varios puntos y en el punto de menor valor de F este
tiempo es suficiente, para alcanzar el nivel de
esterilizacion deseado, entonces podemos asegurar que
el ciclo de esterilizacién proporciona el calor necesario a
toda la carga (3).

En este trabajo se estudia el proceso de esterilizacion
que se realiza en un fermentador tipico, destinado a la
obtencidn de cultivos a escala de produccion.

Materiales y Métodos

Matematicamente, podemos definir al tiempo equivalente
(F) como la integral de la letalidad (L) con respecto al
tiempo, lo cual significa que en un gréafico de temperatura
vs. tiempo, el valor F puede calcularse como el area bajo
la curva:

2
F =ILdt

t1

La solucién de esta integral nos conduce a un modelo en
el cual el valor F es calculado como la sumatoria de la
letalidad, durante un intervalo de tiempo dado (6, 12). La
nueva expresion obtenida se formula de la siguiente
forma:

(T-Th)
F=Aty10 Z

En el caso particular de la esterilizaciébn por vapor
saturado, el pardametro F se identifica como Fo, la
temperatura base (Tb) es igual a 121,1 °C y el parametro
Z esigual a 10 °C, T representa la temperatura real en un
instante cualquiera y At el tiempo.

Se estudié como modelo un fermentador Chemap de 75
L. Su sistema de control automatico le permite, durante el
proceso de esterilizacion, controlar la temperatura del
vaso, pero no la duracién del ciclo, que debe ser
controlada por el operador. El resto de las secciones
debe ser esterilizado en forma manual.

El estudio se realiz6 por secciones; éstas aparecen
descritas a continuacion.

Sistema de filtros de entrada y salida
Sistema de lineas externas

Sistema de sello mecanico

1
2
3
4. Sistema de tomamuestras
5. Lineade cosecha

6

Vaso del fermentador

En cada seccion se realizaron tres corridas
experimentales consecutivas, durante las cuales se
registraron las temperaturas 'y se calcularon
automaticamente los valores del Fo acumulado. El criterio
de aceptacion fue que el proceso de esterilizaciéon
entregara un Fo = 15 min.

Antes de cada estudio se calibré el sistema de medicion,
para asegurar que las mediciones de temperatura
tuvieran un error inferior a 0,5 °C (6, 11).

Para la medicion y registro de los perfiles de temperatura
se empled un sistema de adquisicion de datos formado
por un conjunto de equipos y accesorios que se
encuentran conectados entre si.

Este sistema esta constituido por:

1. Computadora industrial, en la cual se almacenan
todos los datos obtenidos y se efecttan los célculos.

2. Programa “Prometeo” (ver. 2,04) desarrollado en Lab
Windows 3,0, para el procesamiento automatizado
en tiempo real.

3. Tarjeta de adquisicion de datos AT-MIO-16X para la
lectura de datos desde el sistema acondicionador de
sefiales.

4. Sistema SCXI-1120, al cual se conectan los
termopares y la tarjeta de adquisicién de datos.

5. Calibrador de temperatura, con un rango de 50-600
°C £ 0,5 °C, empleado en la calibracion de los

termopares.
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6. Termometro digital y resistencia de platino (100 Q a 0
°C) empleado en la calibracion de los termopares.
7. Juego de 12 termopares tipo T para medir la

temperatura dentro del vaso del fermentador.

8. Juego de 20 termopares tipo T, para medir la
temperatura en las vias externas del fermentador.

9. Fuente de alimentacién ininterrumpida, para la
alimentacién independiente de todo el sistema de
medicion.

Los sistemas formados por el filtro de entrada y el filtro de
salida, el sello mecanico, el tomamuestras y la via de
cosecha se esterilizan de forma independiente con
respecto a cualquier otra operacién en el fermentador.
Estos sistemas se alimentan con vapor saturado
directamente de la linea, por lo cual la temperatura que
alcanzan depende exclusivamente de la presion del
vapor. El control del tiempo de esterilizacion se realiza de
forma manual. Las lineas externas se esterilizan
conjuntamente con el vaso, en una misma operacion.

La esterilizacion del vaso es ejecutada de forma
semiautomatica: la temperatura del proceso (121,1 °C) es
controlada autométicamente, mientras que el tiempo (20
min) se controla manualmente.

Ademas del perfil de temperatura, en el vaso del
fermentador se realiz6 un desafio microbioldgico (10, 16).
Se emplearon 12 ampolletas con esporas de Bacillus
stearothermophilus, ATCC 7953, con una concentracion
reto de 1,2 x 10° UFC y un valor Z=10 °C.

En cada corrida se colocaron 4 ampolletas, a dos niveles,
y se retiraron una vez concluido el ciclo de esterilizacion.
Luego de realizados todos los ciclos estas fueron
incubadas en las condiciones descritas por el fabricante
(55 °C, durante 7 dias).

Los resultados obtenidos se muestran organizados en
tablas, mostrandose en cada uno de los casos:

e Laidentificacién del sistema estudiado

»  Los parametros del ciclo de esterilizacion
* Identificacién de los termopares usados
« Identificaciéon de las corridas

* Valores de Fo alcanzados

Resultados y Discusion

La primera seccion estudiada fue el sistema de filtros.
Este sistema estd formado por el filtro de entrada, que
permite suministrar aire al proceso y el filtro de salida de
gases.

Sus resultados son expuestos en la Tabla 1.

Tabla 1. Sistema de filtros de entrada y salida (20 min

a 121 °C)
Termopar cl c2 c3
No. Fo Fo Fo
(min) (min) (min)
T3 35,6 51,8 111,5
T4 19,2 25,2 47,7
T5 36,2 72,8 178,3
T6 19,0 14,8 33,2
T7 30,9 54,9 62,8
T8 23,5 44,2 62,7

Los valores de Fo alcanzados son mayores de 15 min,
excepto en el caso del termopar T6, durante la corrida 2;
esto se debié a un ineficiente contacto térmico entre la
pared de la tuberia y el termopar por lo que se considero
vélida la corrida. Los termopares préximos a T6 (T7 y T8)
no mostraron dificultades y sus valores de Fo superaron
el valor de 15 min.

Un analisis de la dispersion mostrada, en los valores de
Fo, indica que esta se debe principalmente a las
variaciones en la presiéon del vapor y en menor grado al
control manual del tiempo de la operacion.

Posteriormente se estudi6 el sistema de lineas externas,
el cual alcanz6 en las primeras corridas valores
insuficientes de letalidad, por lo que se decidi6 aumentar
el tiempo de duracién del ciclo hasta 25 min, ya que no
era posible aumentar la temperatura. Los resultados se
muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Sistema de lineas externas (25 min a 121 °C)

Termopar 1 c2 c3
P Fo Fo Fo
No. . ) .

(min) (min) (min)

T1 18,3 18,3 17,8

T2 22,6 21,8 22,0

T3 23,4 25,4 25,8

T4 19,1 19,2 18,9

En la Tabla mostrada se observa que los valores de Fo
alcanzados superan el criterio de aceptaciéon (15 min a
121,1 °C).

Al estudiar los perfiles de temperatura en el sistema de
sello mecanico, se encontré que la valvula reductora de
presion, que alimenta este sistema, mostraba variaciones
en la presion de salida. Una variacion de solo 0,15 bar,
tratdndose de vapor saturado, provoca una diferencia de
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temperatura de hasta 2,4 °C (8); debido a esto se
sustituyd la valvula reductora de presion. Una vez
realizada esta operacion se realiz6 el estudio,
obteniéndose los resultados que se muestran en la
Tabla 3.

Los elevados valores de Fo alcanzados por T6, en las
tres corridas se deben solamente a que este se
encontraba situado a la entrada del circuito de suministro
de vapor, donde la temperatura promedio oscilé alrededor
de 135 °C, lo cual representa un valor acumulado de 25,1
min de Fo, por cada min de tiempo real. El resto de los
puntos estudiados no presentaron problema alguno,
siendo superiores a 15 min, los valores de Fo obtenidos.

Tabla 3. Sistema de sello mecéanico (20 min a 121 °C)

Termopar cl €2 C3
e P Fo Fo Fo

) (min) (min) (min)

T6 572,6 481,6 468,9

T7 32,5 23,6 30,5

T8 55,9 39,6 50,9

A continuacion se estudio el sistema de tomamuestra,
durante el cual se encontraron inicialmente, bajos valores
de Fo. La salida del vapor se realizaba a una conexién
gue no incluia una trampa de vapor por lo que la
temperatura oscilaba entre 116 y 119 °C, lo cual requeria
méas tiempo de exposicion para lograr el valor deseado de
Fo. Una vez colocada una conexidon a una trampa de
vapor, adecuada al flujo que circulaba, se ejecutd
nuevamente el estudio, mostrandose en la Tabla 4 los
datos obtenidos.

Tabla 4. Sistema de tomamuestra (15 min a 121 °C)

Termopar ¢l c2 c3
NoO P Fo Fo Fo
' (min) (min) (min)
T11 32,8 26,1 21,7
T12 20,0 17,4 19,4

Ningun valor de Fo reportado, es inferior a 15 min
considerandose apropiada la modificacion realizada.

La siguiente seccién o sistema estudiado fue el formado
por la linea de cosecha. Este sistema no presento
problema alguno durante las tres corridas efectuadas; los
valores de Fo que se alcanzaron fueron superiores al
limite establecido por el criterio de aceptacion.

Tabla 5. Sistema de linea de cosecha (15 min a

121 °C)
Termopar cl c2 c3
No P Fo Fo Fo
) (min) (min) (min)
T7 59,8 121,7 185,0
T8 52,0 84,7 88,0

Todos los valores de Fo alcanzados, fueron superiores a
15 min.

En las secciones anteriores la no existencia de un
sistema de control automatico conduce a que exista
dispersién en algunos valores de Fo alcanzados, aunque
estos son superiores a los 15 min (14, 15).

Por ultimo, se investigd el proceso de esterilizacion que
se efectla en el interior del vaso del fermentador.

Para este estudio se requiri6 de un dispositivo que
permitiera penetrar en el vaso del fermentador y
mantener a su vez, la hermeticidad. En este caso en
particular se utiliz6 el puerto correspondiente al sensor de
pH, por no tener influencia en el lazo de control del
proceso de esterilizacién.

En la Tabla 6 se exponen los resultados obtenidos
durante las corridas. Los 12 termopares mostraron haber
alcanzado valores de Fo mayores que 15 min, por lo cual
el proceso es satisfactorio.

Tabla 6. Vaso del fermentador (20 min a 121 °C)

Termopar cl €2 €3
No. Fo Fo Fo
(min) (min) (min)
T1 29,0 30,9 29,2
T2 28,3 29,9 28,4
T3 27,1 28,5 27,0
T4 28,4 30,0 28,3
T5 26,3 27,4 26,0
T6 27,3 28,6 27,0
T7 27,4 28,6 27,0
T8 26,6 27,7 26,1
T9 26,2 29,1 26,5
T10 27,0 29,5 27,7
T11 26,1 27,4 25,4
T12 28,6 29,8 28,9

En este caso en particular, se observa una distribucion
muy uniforme del calor debido al efecto del lazo de
control automatico.

La Tabla 7 muestra el
resultados del estudio de esta seccién. En la misma se

andlisis estadistico de
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observa el comportamiento muy similar de los ciclos; la
desviacion absoluta promedio, durante las tres corridas
alcanz6 un valor maximo de 1,01 min.

Tabla 7. Resumen Estadistico (Vaso del fermentador)

c1 c2 c3
nalvsds  Fo Fo Fo
(min) (min) (min)
Valor de Fo 29,0 30,9 29,2
maximo
Valor de Fo 27.4 29,0 27.3
promedio
Valor de Fo 26,1 27.4 25,4
minimo
Coeficiente de 4 32 5039 0,044
variacion

Los bioindicadores sometidos al proceso de esterilizacion,
incluyendo los usados como controles positivos fueron
incubados durante un periodo de siete dias, a una
temperatura de 55 °C.

El resultado del reto con bioindicadores es mostrado en la
Tabla 8.

Tabla 8. Reto microbioldgico con esporas de
B. stearothermophilus

Termopar
No.

T1 - - -
T2 - - -
T7 - - -
T8 - - -

Ci Cc2 C3

Controles positivos (CP)

CP1 +
CP2 +

Leyenda: - no mostraron crecimiento
+ mostraron crecimiento

Todos los indicadores biolégicos que fueron expuestos al
calor no mostraron evidencia de crecimiento microbiano,
por lo que puede asegurarse que el proceso de
esterilizacion produjo una letalidad adecuada para la
eliminacion de las esporas; los indicadores biolégicos
usados como controles positivos manifestaron un cambio
de coloracién, como evidencia de su crecimiento.

Conclusiones

La determinacion del perfil de temperatura y el calculo de
los valores de Fo acumulado, en cada seccién de un
fermentador, permite conocer y evaluar la efectividad del
proceso de esterilizacion, asi como la letalidad que se
obtiene durante el ciclo.

En aquellos sistemas, como vasos 0 camaras, que
poseen un lazo de control de temperatura se alcanza una
homogeneidad notable durante el proceso. Por otra parte,
los sistemas que emplean vapor fluente son mucho mas
sensibles a las variaciones de la presion del vapor y a la
duracion del ciclo, especialmente en los casos en que
esta Ultima se controla de forma manual.

En todas las secciones estudiadas, el proceso de
esterilizacion brinda suficiente letalidad para eliminar
cualquier forma de vida microbiana. Particularmente en el
vaso del fermentador el reto con bioindicadores confirmé
estos resultados.

Este procedimiento puede ser igualmente aplicado a otros
equipos, como es el caso de los reactores, siempre que
exista un puerto de acceso que brinde la posibilidad de
penetrar en el interior del vaso.
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0 Il Simposio de Calidad “FIDCAL 2001”

EI Il Simposio de Calidad, convocado por la Direccién de Calidad y las BTJ del Instituto Finlay, tendra

lugar el 31 de octubre del 2001, en el area de Virales, en el marco de la celebracion del Mes de la
Calidad.

Este evento, cuya primera edicién tuvo lugar el pasado afio, tiene como finalidad mostrar los avances,
aportes y resultados de la labor realizada por profesionales, técnicos y trabajadores de las diferentes
areas que integran nuestra Institucion y que tengan una relacion directa con la CALIDAD de los
productos, en cuya investigacion, desarrollo y fabricacidon nos encontramos enfrascados, asi como de
los servicios brindados por algunas areas de nuestro Instituto.

La presentacion de los trabajos se hard en forma de pésters, los cuales serdn expuestos por sus
respectivos autores. También se ofrecerdn conferencias y finalmente se premiaran los mejores
trabajos.

Las tematicas a abordar son las siguientes:

 Calidad en la investigacion y desarrollo de nuevos productos y técnicas analiticas. ¢« Calidad en la
manipulacion y control de cepas. ¢ Calidad en los procesos de fabricacién (incluyendo los almacenes)
« Calidad en los servicios técnicos ingenieros. ¢ Inspeccion y control de procesos. ¢ Control de la
calidad. ¢ Calidad en la capacitacion. « Calidad en la informacién. « Calidad en los servicios de apoyo:
economia, personal, transporte, cocina-comedor, vigilancia, etc. « Calidad en el manejo de animales de
laboratorio. « Calidad en la documentacion. « Calidad en los ensayos clinicos.  Bioseguridad.
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