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1. INTRODUCCION

La esterilizacién y despirogenizacion se considera el paso principal en
la manufaciura de productos inyectables, pues el uso de un medicamento
parenteral contaminado con microorganismos 0 pirdgenos puede tener
consecuencias falales para el paciente, por elio es de vital importencia la
comprobacion de la efectividad de tal proceso. ,

E! objetivo del presente trabajo es generar un plan maestro de
validacion que certifique la confiabilidad del proceso de esterilizacion por calor
30C0, para su empleo rutinario en la manufactura de tales productos.

Se resalizd la validacién del proceso  de  esteriiizacion
despirogenizacion efectuado en un homo de aire caliente marca Reinhardi, en e
cual se deepirogeniza frasco émber de vidrio de diferentes capacidedes (25, 50,
100, ZwVWM)ymllbmdm.melhmlmlm
prodnoovd.ﬂmounyodm

anbnlnvdidodénundiaﬂhuwmmdoloqumeonh
QuUe 0 COMProbaron sus especificacionss.

: wmuvdmonnmuwmamnm
. operacion y funcionamiento. Las tempersturas se registraron en ol equipo Kaye
Digistrip, usando termapares del tipo T. cmmwmnwmmdaonm
doEMooll

Lanwh.doouwnlwmmmodinﬁniammhoonﬂvwm
,mmmmmmmmmm-udwma
esterilizacion/despirogenizacién reslizado en el homo cumple con los
linsamientos sugeridos por FDA.



2. FUNDAMENTACION DEL TEMA

2.1 VALIDACION

Desde 1976, la Food and Drug Administration (FDA) ha hecho hincapié
sobre el término validacion, que ha tenido un impacto significativo en la industria
farmacéutica. En un principio se enfocd a la validacion de procescs de
esterilizacion. A principios de los 80'a dirigieron su doncson a la validacién de
procesos no estériles. (1)

La validacion de procesos s un programa documentado el cual provee
con un alto grado de exactitud que un proceso especifico producird
consecuentemente productos que cumplan con sus especificaciones
predeterminadaa y los atributos de calidad. (2) .

La validacion puede ser:

a) Validacion Prospectiva
b) Validacién Retrospectiva
¢) Validacion Concurrenta
d) Revalidacion

2.1.1 VALIDACION PROSPECTIVA

Se refiere a comprobar, a través de un plan experimental denominado
"Protocolo de Validacion”, que un proceso realiza lo que estd destinado a hacer
antes de comercializar un producto (requiere normaimeite de un aito grado de
experimentacion preliminar a nivel desarrolio). Se auxilia de |a estadistica. (3)

Los pasos més comunes de una validacion prospectiva son:

a) Calificacion de los sistemas y submtomn
- Instalacion
- Operacion
- Colibraciones

b) Aprobacion del protocolo de validacion

¢) Ejecucion del protocolo

d) Andlisis de los resultados

@) Aprobacion de las conclusiones ropomda

: La calificacién de la instalacion - (1Q) puede doﬂnim como la
verificacion documentada de que todos los aspecios claves de |a instalacién se
apegan a las recomendaciones del fabricante, codigos apropiados e intenciones
de disefo. (1)



La calificacion operacional (OQ) es la verificacién documentada de que
el sistema o subsistemas ejecutan lo planeado a lo largo de todos ios rangos de
operacion especificados. (1)

La calibracién es la demostracién de que un disposilivo de medicion
produce resultados dentro de |imites especificados producidos por un instrumento
esténdar de referencia sobre un rango apropiado de mediciones. (1)

2.1.2 VALIDACION RETROSPECTIVA

Se refiere a analizar resultados histéricos de tal manera que
evidenciemos, en un documento, Que un proceso realiza lo que esté destinado a
hacer, principaimente requiere de técnicas estadisticas de andlisis. (3)

213 VALIDACION CONCURRENTE

Es o estabiecimiento de la evidencia documentada de que un proceso
cumple con el objetivo para el que fue planeado basado en informacion generada
durante la implementacién actual del proceso. Se auxilia de - tratamientos
estadisticos. (1)

2.1.4 REVALIDACION

Es la repeticidn del proceso de validacion o una parte especifica de
éste. Se efectia cuando se presenta un cambio en las condiciones validadas,
como por ejemplo: cambio de proveedor de materia prima  critica, cambio de
equipo o madificacion - significativa del ' equipa . original, nuavo - equipo,
instalaciones o condiciones de operacion, cambios de atributos o especificaciones
del producto o cambios de formulacién, cambios de personal y/o después de
cierto periodo de tiempo. (1)

2.1.5 IMPORTANCIA DE LA VALIDACION

La prueba de validacion se obtiene a través de la coleccidn y
evaluacion de detos, desde el desarrolio de las fases del proceso, hasta las fases
de produccion. Asi se conoce enteramente como se desarroliard éate, lo que da
como beneficios la reduccién en: rechazos, reprocesos, costos de utilidad,
andlisis de producto en proceso y lerminado, ademds mayor rapidez e
investigaciones precisas de cada paso del mismo proceso. Esto es posible pues
80 tiene la memoria documentada de como se efectia el proceso, yalpmonum
mproblomuuboddnduduarydoqdmmw‘udon«lo

La validacion no es el mayor de los requerimientos regulatorios sino un
mecanismo que mejora el control del proceso asegurando la calidad del producto.



2,2 ESTERILIZACION

El concepto tradicional de esterilizacion es la condicién absoluta de la
destruccion total o eliminacion de todo organismo vivo. Para los productos
farmacéuticos usualmente se limita a ia ausencia de cualquier entidad capaz de
sobrevivir 0 muitiplicarse durante e! almacenamiento del producto o su uso en
humanos o animales. (4,5)

La esterilidad absoluta no puede demostrarse précticamente sin la
completa destruccion de cada producto terminado. Por lo tanto la esterilidad de un
lote se basa en términos probabilisticos donde la probabilidad de una unided
contaminada es remota. (6)

Con los métados de esterilizacién terminal de un producto parenteral,
particularmente por vapor bajo presion, es aicanzable una probabilided de no mde
de una unidad no estéril en un millén (10%). (4,5)

Los microorganismos (m.o.) exhiben una resistencia varisble a los
procedimientos de esterilizacion. El grado de resistencia varia con el organismo -
especifico. La eepora, . la forma que preserva ciertos organismos durante
condiciones adversas, es més resistente que la forma vegetativa dei m.o. Por lo
tanto, ias condiciones requeridas para un proceso de esterilizacion deben
planearse para ser iotales a las espores més resistentes de los m.o. encontrados
normaiments. (5)

Los sgentes esterilizantes se clasifican en fisicos y quimicos. Los
agentes fisicos son calor himedo, calor seco, rediacion ionizante y filtracién; los
agentes quimicos son liquidos o gases, como fencl, formol y 6xido de etileno. (7)

€ método de esterilizacion se elige en funcién del producto,
dependiendo de como impaciard en su calidad y en la economia del proceso. (8)

2.2.1 METODOS DE ESTERILIZACION

a) Calor himedo

El caior himedo o vapor bajo presion es of método més
estudiado, desarrollado por Pasteur y Chamberisin a fines
de! siglo XiX. Como con todos los métodos de eeterilizacion
{a funcién celular de principal interés es la reproduccion. E
procesc reproductivo de 1os m.o. estd dirigido por loe écidos
nucleicos y mediados por enzimas, que entre oiras cosas
dirigen la sintesis de éstos y la construccion de
componentes celulares. (8)

La estructwra tridimensional de las proteinas (enzimas),
determina su funcién, cuando se forman, la secuencia de
aminodcidos dicla su forma. Si ésta cambia despuée de su
formacion  (desnaturalizacién) entonces sus funciones

4



cambian. A menudo este cambio es irreversible y la célula
pierde su funcion.

Durante la esterilizacion por calor himedo esta
desnaturalizacion irreversible de enzimas vitales da por
resultado la muerte celular. Generalmente ia esterilizacion
por calor himado se lleva a cabo con agua y vapor saturado
bajo presion (1.03 bar, 121°C). El vapor de agua interactia
directamente con las proteinas a una temperatura elevada
para desnaturalizarias. (8)

Ventajas:

*Proceso corto

“Es predecible y reproducibie bajo condiciones definidas de
operacion

‘Aplicable a material sensible a aitas temperaturas

Desventajas:
*No despirogeniza
*Costo elevado

b)Clloruoo
Elcalorueotum‘nuuupnmodlumw Aqui
altas temperaiuras (160°C y 170°C), y largos periodos de
tiompo son requeridos. Las obiuias son  destruidas
principaimente por la oxidacién inespecifica de componentes
coluiares a través de temperaturas elevadss. Ei oitiooueto
de accion es desconocido. (8)

Venisjes:

*Despirogeniza

*Es predecible y reproducible bajo condiciones definides de
operacion

*Se puede usar cuando es indessable ¢l uso de vapor

- Desventsjes:

*El calentamiento es pobre

*Se requieren periodos largos de esterilizacién:

*Requiere altas temperaturas lo cusl agrava los efectos del
deterioro

*Los materiales esterilizados pueden ser susceptibles a dafio

0 degradacion (7)

¢) Oxido de etileno "
El 6xido de etileno (EtO) es el gas esterilizante usado mds
comunmente, es un agente aiquilante y mediante este
-mecanismo se logra la muerte celular. El EtO reemplaza los
hidrégenos ldbiles con grupos hidroxietilo. Macromoléculas

5



como las proteinas contienen grupos funcionales cuyos
hidrogenos son ldbiles a la alquilacion. Como muchos de
estos grupos juegan un papel importante en la estructura y
funcién de las proteinas su modificacion por EtO destruird su
actividad. (8)

Ventajas:

*Efectivo contra esporas y células vegetativas

*Es la mejor sustancia pwa desinfeccion gasecsa de
superficies secas

*Es muy soluble en agua

*Se utiliza para objetos sensibles al calor

Desventajas:

*Proceso caro

*Accién menor que la del vapor
*Los residuos pueden ser toxicos
*Mutagénico y carcinogénico

*Es explosivo

d) Radiacion
La letalidad de la radiacion ionizante se debe a efectos
directos (predominantes) e indirectos. Los primeros implican
interaccion de la radiacion con o écido desoxirmibonucieico
(DNA). La energia liberada rompe su estructura, impidiendo
la reproduccién celular. Los efectos: indirectos son los
atribuidos a productos de reaccion generados por la
- radiacién y el agua (p. ejem. radicales libres y perdxidos). (8)

Ventajas:
*Da a las céiulas una carga més intensa de energia

. ‘Desventajas: : ‘
*La canlidad necesaria para matar bacterias, muchas vecass
lesiona el producto
*Puede originar olores y sabores diversos en alimentos

e) Filtracion ~
En contraste a los métodos anteriores, ia filtracion depende
de la remocidn fisica de los m.o. y no de su destruccion. Los
filtros de profundidad compuestos de fibras prensadas al
azar remueven por una combinacién de  absorcion y
atrapamienio en su estructura interna. Los filtros tamiz
(membrana), formados por un proceso controlado de
precipitacién de polimeros usan un mecanismo de cedazo.
Estos son mas usados por su confiabilidad y predecibilidad.
C)

6



Veniajas:
*Se utiliza en soluciones farmacéuticas termaldbiles

Desventajas:
*Es muy limitado su uso

2.2.2 ESTERILIZACION POR CALOR SECO (HORNO)

Los esterilizadores por calor seco generaimente usan métodos de
calor convectivo para incrementar la temperatura del producto. La conveccion es
“una forma de transferencia del calor por medio del cual éste fluye de un cuerpo a
otro debido a la diferencia de temperatura entre elios. La energia se transfiere al
aire de ias resistencias calientes. E! aire calentado transfiere energia a los
objetos. La velocidad de transferencia de calor se relaciona al calor especifico de
los diferentes materiales. El aire tiene la desvenisja de tener un calor especifico
relativamente bajo, de shi que la transferencia de energia sea relativamente lenta,
El vapor saturado es excelente para la transferencia de calor, pues su calor
espacifico es relativamente alto (1.00065 callg'C) y ol del sire es de 0.1716
calig’C. (8)

La conduccién es otro medio de tumforoncia de energia, efectuado
por interaccion molecular donde los étomos a altas temperaturas vibran e
imparten energia (como calor) a los étomos adyacentes de menor energia. Los
materiales transfieren energia del material de mayor temperatura &l de menor,
pues los electrones en un eelado excitado bombardesn y chocan con los
electrones de menor energia. La excitacion de las moléculas del objeto
incrementan el nivel de energia molecular, por lo cual incrementa su temperatura,
8)

Lavolocidadoonquooamolawnndénwmmmloa
materiaies involucrados. Una sustancia con una aita conductividad térmica as un
buen conductor de calor, una con baja conductividad térmica es un pobre
conductor de calor. El sire no es considerado un buen conductor por ello es

- necesario un periodo largo de esterilizacion a muy aitas temperaturas. (8)

La radiacidn es el tercer método usado para la esterilizacion por calor
seco. Los fotones son paquetes concentrados de energia que pueden ocupar
diferentes niveles de energia. Viajan como una onda electromagnética emitida por
ol material. Esta propagacion transfiere energia térmica a los objetos e incrementa
la temperatura de |a superficie. La radiacion puede usarse como una sola fuente
de calentamiento, 0 en combinacién con los métodos anteriores. (8)

La esterilizacion de la carga es tipicamente ienta en su calentamiento y
enfriamiento, y tiene una tendencia hacia la temperatura de estratificacion
(causando amplias variaciones de temperatura durante e ciclo). (8)



Ayuda al proceso de calentamiento, un sistema que incrementa ia
circulacion del aire caliente. Durante el ciclo de elevacidn del calor, la circulacion
del aire transfiere aire frio de la cdmara o zona de calentamiento y previene ia
estratificacion de la temperatura. El aire de més alta temperatura reemplaza al
aire frio, y la carga puede calentarse mds rapido. (5)

El tiempo del ciclo consta de tres partes:
a) El tiempo de incrementacion térmica (la cémara y la carga
estén a temperatura ambiente)
b) El periodo de calor a |a temperatura méaxima
c) El tiempo de enfriamiento. (5)

Alin con estas limitaciones el calor seco es elegido como el método
preferido para esterilizacion y/o despirogenizacidon. E| material de vidrio se
esteriliza ideaimente por calor seco. (8)

Algunos procesos por calor seco intentan proveer solo esterllizacion,
en olros casos 8 requiere esterilizar y despirogenizar. Cuando el objetivo del
ciclo es la despirogenizacion (inactivacidn de la endotoxina) se utiliza endotoxina -
de Eschernichia coli como reto bioldgico, colocéndola en la parte mds fria de la
carga. La presencia de endotoxina residual puede detectarse con ia prueba de
pirdgenos reatizada en conejos o ia prueba de Lisado de Amebocilos de Limulus
(LAL), de acuerdo a |a United States Pharmacopeia (USP XXill). (5,9)

El témino endotoxina usuaimente denota un extracto impuro de
lipopolisacérido que contiens componentes proteinicos de la pared celular de
bacterias gramnegativas. (10)

2.2.2.1 Esterilizadores

Los tipos de esterilizadores comunmente empleados en la industria
farmacéutica son hornos y tineles eslerilizantes de fuerza de conveccion, tineles
esterilizantes por infrarrojo y esterilizadores de flama continua. (8) -

El calentamiento por conveccion es el método de transferencia de calor
a través de un maedio por el movimiento de sus partes. Existen dos tipos de
conveccién; natural y forzada. La primera es el resultado de la flotacion generada
por la diferencia en la densidad causada por los gradientes de temperatura en la
masa fluida. La conveccion forzada se realiza por la accién de un dispositivo
mecénico. (9)

Los homos esterilizadores por fuerza de conveccién (Figura 1) son los
mds usados en {a industria. Pueden emplear una serie de ciclos (por variacién de
tiempo y temperatura ambiente) para utensilios, material de vidrio, equipo de
acero inoxidable y producto. Los objetos son preparados y controlados en un érea
no estéril, se cargan sobre anaqueles o carros y se colocan en la cdmara del
esterilizador. De acuerdo con {a USP un ciclo de esterilizacién puede ser a un



minimo de 170°C por lo menos 2 horas y pard despirogenizar puede ser de 250°C
por al menos 30 minutos. Asl los cicios se asignan excediendo el minimo de
tiempo y temperatura indicados para proveer una seguridad adicional y alcanzar
la esterliizacion y despiragenizacidn. Un cicla tipico emplea temperaturas entre
180°C a 300°C. Convencionalmente hay una fase de enfriamiento contemplada en
el cicla de calentamiento (Figura 2). En la mayorla de jas instalaciones ¢ homo
emplea una doble puenta y la carga es removida del horno hacia el drea aséplica.
(@)
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Figura 1. Esquema de Horno esleriiizador. (8)



\ ~ =~ Tempatatura promedio det produsts
——- Temperalure promedio de esteriatle

Figura 2. Proceso de esterilizacidn en Horno, (8)

Algunos tineles esterilizantes utilizan transferencia de calor por
conveccion, y otros radiacién infrarroja para  producir - esterilizacién ylo
despirogenizacion. Operan continuamente y procaesan una cantidad mayor de
vialea y ampolielas que el horno (Figura 3), Estas se lavan y cargan en el 4rea no
aséplica y se lievan a lo largo del Winel, encontrando aire de varias temperaturas,
El material de vidrio 8e calienta en Ia porcién Inicial y central de! tinel a 250°C-
450°C y graduaimente se enfria por aire filtrado (filtros HEPA en la porcién final
del tinel) (Figura 4). E! tinel se calienta par convaccién mediante resistencias
eléciricas. Los esterilizadores por infrarrojo ulilizan como fuente de radiacion aitas
resistencias de alambre o tuba de cuarzo, los sensores de temperatura se colocan
dentro de ia zona de esterilizacion, El tiempo de calentamiento y de exposicién
puede afectarse por la geometrla, color, superficie o composicion de los abjetos
tretados asi como de la temperalura o velocidad del aire. (8)
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Figura 3. Esquema de tune esterilizador, (8)
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Figura 4. Gréfica de esterilizacion de un tinel esterilizante. (8)

. Los esterilizadores de fiama utilizan transferencia de calor por
conduccidn y conveccion continua (Figura 5). El proceso esteriliza 10 000
ampolletas por hora. Las ampolletas se colocan en la zona del tinel, se lavan can
sgua por inyeccion colocdndose en una rueda rolatoria. Las ampolietas se
calientan a 426.6°C por gas natural en aproximadamente un minuto, pasan de la
chmara de calentamiento hacla una cémara de enfriamiento, donde son
graduaimente enfriadas por aire filtrado por filtros HEPA. Las ampolletas frias se
llenan y sellan a la flama. Los esterilizidores de flama tienen una serie de
deflectores en la cémara de eolenlizacb(n que mcremontan la uniformidad del
calentamiento. (8)
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Figura 5. Esquema del esterilizador de flama. (8)



2.2.2.2 Descripcion Horno Reinhardt

Los esterilizadores de aire caliente marca Reinhardt son adecuados
exclusivamente para procesos secos y iratamientos de calor en los cuales no
debe nunca existir liberacién de solventes inflamables o mezclas que puedan
incendiarse.

La mayoria de los esterilizadores de aire caliente constan de una caja
de doble pared de acero inoxidable, reforzado con robustos marcos de perfii de
acero. En el frente y en el lado posterior se encueniran puertas de dos hojas y
doble pared perfectamente aisladas con empaques de perfil de espuma de silicon
equipadas con manija y cerrojo para el pase de i0s cairos. Las puertas se cieran
mediante cilindros neuméticos al igual que la cAmara de esterilizacion.

La camara de esterilizacion debe estar aisiada con una capa de 150
mm de aislante de fibra de vidrio de alta calidad. En el techo de la cémara estd
colocado, en forma fécii de cambiar, la instalacién de calefaccion que consta de
elementos tubulares de calefaccion, de alta calidad con cubierta de tubo de acero
Cr-Ni (acero inoxidable).

La calefaccion esté subdividida en dos grupos mansjsbies en forma
automdtica pero independiente uno del otro, medianie o reguisdor de
temperatura eléctrico de dos puntos (regulador de temperatura de circulacion),
para la adaplacion al requerimiento de calor de cada caso. La temperatura de
ostwrilizacion se reguia a través de un termosiemento sensible dentro de una
botella mediante  un segundo reguiador de temperstura de tres puntos
(temperatura de esterilizacion). Estos estén conectados uno tras otro en serie y
manejan (a capacidad de calefaccién de acuerdo a la necesided dei calor.

La calefaccion se conecta en dependencia al ventilador de circulacion
de tel manera que al fallar ¢l sopiador se desconscts autométicamente. La
circulacion del aire se ofectiia a través de un ventilador construido en el techo que
puede desmontarse para su limpieza. Este ventilador sopla el aire por medio de la
instalacion de calefaccion a través de los cansles de inyeccion instalados en el
techo de la cémara del lado izquierdo y derecho del espacio Uil y aspira ol aire de
regreso por el techo de la cimara.

El tubo de aire fresco y el de extraccion de sire se ubican a través del
techo de la cémara, al primero se le adjudica un filtro de paso que se instala entre
ios techos del iado de la instalacion, el funcionamiento del ventilador de aire
fresco se efectla directamente con un motor de comiente alterna, ademds a
ambos tubos se les instala una mariposa de cierre hermético y otras sin ¢, as
cuales son manejadas mediante un cilindro neumdtico simple a través de la
conexion de retraso o mediante el regulador de temperatura de vapor asi como de
exiraccion. Las mariposas estén ajustadas a las capacidades de aire durante la
fase de slevacion de temperatura y la vaporizecion (si el material estd mojado).



Los vapores que se liberan durante el proceso de vaporizacion deben
extraerse por via directa a través de una conduccion de la chimenea acoplada al
tubo de extraccion hacia afuera del espacio de emplazamiento de la instalacion.
En esta conduccion de chimenea debera evitarse cualquier desviacién, en caso
necesario en el tubo de aire fresco también debera adaptarse una conduccién de
chimenea.

El interruptor de presion para la supervision de ventilacién estd
instalado en el tubo de extraccién y se desconecta automdticamente a la
calefaccién al fallar el ventilador de circulacion.

Los termoelementos (fierro, cobre y niquel) para determinar ia
temperatura de la circulacion de aire, temperatura de extraccidn y vaporizacién,
a8l como el primer sitio de medicion del graficador de seis colores s@ sumergen
deade el techo de la cémara al espacio util. Los termosiementos flexibles para el
regulador de temperatura de esterilizacion, asi como los sitios de medicion 2 al 6
del graficador de temperatura pueden emplearse repartidos en botellas
individuaies. En el techo de la caja del exterior se encuentra el armario de
conexion giobal para la conexion de las lineas de corrients y de mando al armario
de distribucion para colocacion libre.

Junto a la caja de conexiones estd instalado dentro de una caja
cerrable of reguiador de temperatura limile. Este termoetato de seguridad
desconecta sutomédticamente la instalacion al sobrepasar |a temperatura méxima
indicade. En el techo de la caja extema, también se encuentra la unidad de
servicio, y las véivulas magnéticas para el manejo de las mariposas de aire y el
oerojo de la puerta. Todos los aparatos de interrupcion y regulacion necesarios
para ol funcionamiento de la instalacion estén alojados en la caja de conexiones
pera colocacion libre. _

£l interruptor general, interruptor girable, tecla de presion, tecla de
liave, los diversos reguladores de temperatura con indicador de valor real, el
greficador de seis colores, 8l aparato de conexion relevado, asi como el reloj de
conexién de tiempo y las ldmparas de contro! se ubican en el techo frontal de este
armerio de conexiones. Los indicadores de valor real instalados en los aparatos
indican |a temperatura medida en seis puntos durante ¢l desarrolio

dei programa y @ registran en el graficador de punto de seis colores.

2.2.2.3 Aplicacion

El calor seco es usado lnicamente para aquellos materiales que no
pusden esterilizarss por calor himedo, o en el caso de ciertos envases de vidrio,
donde es indeseable el uso de vapor. Materiales que rutinariaments se esterilizan
por calor seco son petrolatos, aceites, polvos, instrumentos de acero inoxidable,
jaleas y envases de vidrio. El poder de penetracion del calor es la principal
ventaja para el uso del calor seco, (9,11)



a) Envases de vidrio
La esterilizacion de los envases de vidrio es influenciada por el
tipo de vidrio del envase. Envases de vidrio tipo | pueden
esterilizarse antes o después del llenado con solucion mientras
que envases de vidrio tipo Il y il pueden esterilizarse por calor
seco antes del llenado (Tebla I). (12)

WTIIT?.‘;.‘-IFIIWW OV
| Vidrio borosilicato de aita { Soluciones acuosas,

resistencia. buffers y no buffers.
. | Todos usos.
1] Vidrio de cal sodada Soluciones acuosas,
tratado. buffers con pH bajo 7,

oleaginosas.
] Vidrio de cal sodada. Poivos secos, soluciones

Tabla I. Clasificacion del vidrio de acuerdo a la USP XXl

b) Despirogenizacion
En aigunos casos el propdeito del proceso por calor seco es tanto
la estorilizacion como la despirogenizacion. Cuendo la
despirogenizacion se desea como punto final se necesitan allas
temperaturas y/o largos periodos de calentamiento. La letalidad
obtenida por estos ciclos proves un margen de seguridad mayor a
la probabilidad de 10* de no estériles. (9)
No existe una regulacién uniforme que describa las condiciones
para una inactivacion eficiente de endotoxina. Mientras que la
USP y FDA requieren una reduccion de 3 logaritmos, no existe
reguiacion europes para la despirogenizacion. Sin embago la
Farmacopea Europea especifica las condicionss de temperatura y
tiempo para vidrio en la monografia para ia prusba de pirdgencs:
250°C por 30 minutos o 200°C por 60 minutos, los cusies no son
equivalentes. (13)
La USP sugiere que la validacion de los métodos por calor seco
incluya ef reto con esporas bacterianas (Bacilus subtilis) y
pirdgenos (endotoxina de E. cok). USP XXill recomienda que para
validar los ciclos de despirogenizacion deben cargarse
contenedores aprobados con minimo 1000 unidades de
endotoxina (UE), usando LAL para demostrar inactivacion de no
mas que 1/1000 de la cantidad original (3 log). (14, 15)

2.3 MICROBIOLOGIA DEL PROCESO DE ESTERILIZACION

La caracterizacién de cualquier método de esterilizacion inciuye los
siguientes elementos:
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a) Eleccion de un indicador biolégico resistente al método.

b) Influencia de variables en la destruccion del indicador tales como
propagacion de esporas, interaccion entre esporas.

¢) Cuantificacion de la efectividad de remaocion de m.o. (8)

2.3.1 CLASIFICACION TAXONOMICA DE LOS MICROORGANISMOS

Los grupos taxonémicos estén basados en la complejidad de los
organismos en témminos de crecimiento y reproduccion. (8)

a) Virus :
El grupo taxondmico més simple son los virus. Estdn compuestos
por una cépsula de proteina que contiene el écido nucleico (DNA
0 RNA). Se reproducen introduciéndose a una célula dirigiendo su
actividad, obligindola a formar mds virus. Miden fracciones de
micras. Tienen gran habilidad de sobrevivir en ciertos ambientes
debido a su estructura simple. (8)

b) Bacterias } _

Son organismos unicelulares, capaces de vivir en ambientas muy
diversos. Se reproducen répidamente principaimente por fisién
binaria. Afortunadamente la mayoria son inofensivas ©
beneficiosas al homtxe. Las daflinas o patigenas son pocas en
nimero y en muchos casos ficiimente controlables. Sin embargo
cualquier bacteria puede ser peligrosa si atraviesa las defensas
corporales. Miden desde una fraccion de micra hasta varias
micras. Existen en 3 formas bdsicas: cocos (esferas), bacilos
(cilindros) y espirilos (en forma de sacacorchos). Existen dos
grandes grupos que pueden diferenciarse por la reaccion de su
pared con los colorantes (tincién de Gram). Las bacterias que
retienen el cristal violeta se observan plrpuras y se llaman Gram
positivas. Las Gram negativas no lo retienen al tratarse con un
decolorante y se les aplica un colorante de contraste (safranina)
lo que les da un color rojo. (8)

Una caracteristica bacterlana con aplicacién especial en la
esterilizacion es su habilidad de producir formas latentes en
respuesta a condiciones adversas del ambiente (esporas). (4)

¢) Hongos
Pueden ser organismos uni o pluricelulares. Los unicelulares se
llaman levaduras y son esféricas u ovales. Son mucho mayores
que las bacterias. Algunas forman esporas mucho menos
resistentes que las bacterianas. Los pluricelulares forman largas
cadenas enramadas (micelio). (8)



2.3.2 CLASIFICACION BASADA EN EL AMBIENTE

Los microorganismos también pueden demibﬁm por su habilidad para
crecer bajo diversas condiciones ambientales. Algunas de ellas son: temperatura,
pH, fuente de alimentacion y requerimiento de oxigeno. (8)

a) Temperatura
Todos los microorganismaos poseen una temperatura 6ptima a la cual
crecen y se reproducen. Existen tres grandes grupos: psicréfilos,

mesdfilos y terméfilos (Tabla H).
0| TENPERATURA | E.
Psicréfilos 0-10°C
Mesdfilos 10-45°C
Salmonella
Streptococcus
Stsphyfococcus
Terméfilos 50-90°C Bacilus
Clostndium
Lactobacilus
Tabla . Géneros representativos de los grupos de crecimiento
por temperatura. (8)

b) pH
Existen tres grupos de crecimiento con respecto al pH: acidéfilos
(organismos asociados con la fermentacion léctica), neutrdfilos
(contaminantes farmacéuticos) y aicalindfilos (digestores de
proteinas y organismos del suelo) (Tabla Ill). (8)

Aciddfilos
pH 1-5
Neutrdfilos
pH 6-8
Alcalindfilos Vibrio
pH 9-14

Tabla lll. Géneros representativos de (03 grupos de crecimiento a
pH. (8)

c) Fuente de alimentacion
Los microorganismos se ciasifican en 2 grupos respecto a su
fuente de alimentacién: autétrofos y heterétrofos. Los primeros
sintetizan todos los componentes requeridos para su crecimiento
y reproduccién de fuentes inorgdnicas (Rhodopseudomonas,
: 16



Escherichia ). Los heterdtrofos usan compuestos organicos en su
metabolismo (Chromatium, Thiobacillus). (8)

d) Requerimiento de oxigeno

Existen dos grandes grupos de microorganismos basados en su
requerimiento de oxigeno. aerobios y anaerobios. Los primeros
requieren oxigeno para su existencia, mientras que para los
segundos es venenoso. Sin embargo existen m.o. que pueden
vivir bsjo condiciones de ausencia o presencia de oxigeno
llamados facultativos. También existe un grupo de aerobios que
requieren oxigeno para crecer pero a muy baja concentracién,
llamados microaerdfilos (Tabla IV). (8)

Anasrobio estricto Clostndium
: Bacteroides

Asrobio estricto Bacillus
Micrococcus

Facultativo Streptococcus
Staphylococcus

Microaerdfilos Leplospira
Lactobacillus

Tabla IV. Géneros representativos de grupas con diferentes
requerimientos de oxigeno.(8)

2.3.3 PERFILES DE CONTAMINANTES

Un proceso de manufaciura usualmente tiene un perfil caracterlstico de
organismos que pusblan su ambiente (microfiora), su composicidn es funcién de
faclores como los materiales, el aire y la gente. El conocimiento de la microfiora
* ‘a9 importante pues al existir contaminacion puede detectarse la fuente y
eliminaree. (8) '

2.3.4 INDICADORES BIOLOGICOS

Un indicador biolégico es un sistema que contiene microorganismos de
concentracion y resistencia térmica conocida, del cual puede esperarse que siga
una velocidad de muerte predecible cuando se le exponga a parémetros fisicos y
quimicos particulares. (16)

Aunque cada método de esterilizacién usa un organismo espaecifico,
todos los indicadores tienen ciertas caracter/sticas comunes:
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a) Resistencia inherente al método de esterilizacion.

b) Resistencia estable y reproducible al método de esterilizacion al
usarse bajo condiciones definidas.

¢) Recuperacion eficiente después de su exposicion.

d) No patogénico.

o) Caracteristico de los organismos que se pueden encontrar en el
producto (generaimente esporas).(8)

La esterilizacion por calor htimedo, seco, EtO y radiacion se valida con
esporas de baclerias grampositivas. La esterilizacion por fi rltncnén se hace con
bacterias gramnegativas (Tabla V). (8)

'-m‘ ] ;\.A }

B sbamfhmpmlus
B. subbiks var.niger
B. subtiks var. globigii
B. pumilus
Pseudomona diminuta

Tabla V. Métodos de esterilizacion y su indicador biolbgico. (8)

tuind«cadu«buoléomhms&douuadouuﬁaondmtemla
validacion y el monitoreo de rutina del proceso de esterilizacion usado para la
manufactura y control de productos médicos y farmacéuticos. (17)

El uso de indicadores bioldgicos no es obligatorio pera el control de
rutina det proceso de esterilizacion. Cuando se usan, deben distribuirse, si as
posible, dentro de los contenedores a esterilizar, eligiendo los lugares
correspondientes a los puntos de medicion de la temperatura. (18)

Se utilizan como auxiliares en la operacion de la calificacion fisica de
aparatos de esterilizacién, en el desarrolio y establecimiento de un proceso de
osterilizacion validado para un producto, en la verificacion periddica de
esterilizacion de equipo, materiales y componentes de empaque que se emplean
on procedimientos asépticos y en programas de verificacion periddica de ciclos de
esterilizacion previamente establecidos y documentados. (19)

La validacion de los bioindicadores debe demostrar que éstos:

a) No contienen microorganismos ajenos (prueba de pureza)
b) Cumplen con los pardmetros de resistencia al calor declarados
(tiempo de sobrevivencia y muerte)

Para la determinacién de la concentracion celular se realiza la cuenta
total de unidades formadoras de colonias por diluciones, y la cuenta de esporas
eliminando las células viables mediante un choque térmico. El nimero de células



recuperadas por tira no debe ser menor del 50% ni mayor del 300% del valor
deciarado en la etiquetla.

En la prueba de pureza se alslan los microorganismos y se observan al
microscopio utilizando la tincién de Gram. No deben presentarse microorganismos
ajenos.

La resistencia al calor se determina con los tiempos de sobrevivencia y
muerte exponiendo el bioindicador a la temperatura indicada para éstos durante el
tiempo especificado, las tiras se sacan inmediatamente después y se incuban,
observéndolas cada 24 horas durante 7 dias. Las tiras sometidas a la temperatura
y tiempo de sobrevivencia deben presentar crecimiento caracteristico, las
sometidas a temperatura y tismpo de muerte no deben presentar crecimiento.

2.4 VALIDACION DE LA ESTERILIZACION

La validacién del proceso de eslerilizacion puede alcanzarse
demastrando que e proceso destruiré, de manera consistente la carga microbiana
con un factor de seguridad apropiado. (8)

Los principios bﬁlcos para validar y certificar el proceso son: -

a) Establecer que e! equipo tiene |a capacidad de operar dentro
de |os pardmetros requeridos.

b) Demostrar que el equipo critico de control @ instrumentacion es
capaz de operar dentro de los pardmetros prescritos para el
proceso.

¢) Ejecutar ciclos replicados representando los - -rangos

* operacionaies requeridos del equipo, empleando producto real
o simulado, Demostrar que el proceso se lleva a cabo dentro de
los limites prescritos en el protocolo y finaimente que la
probabilidad de sobrevivencia microbiana en los ciclos no es
mayor que |a de dichos limites.

d) Monitorear el proceso validado durante la operacion de rutina.
Si es necesario, periddicamente recalificar y recertificar el

equipo. (6)
2.4.1 MUERTE MICROBIANA. TERMINOS CINETICOS

a) Valor D
El valor D es una expresion cuantitativa de |a velocidad de muerte
de los microorganismos. Es el tiempo (por exposicién quimica o
calor), o |a dosis {por exposicion a radiacién) requerido para que
la poblacién microblana disminuya por un punto decimal (una
reduccién del 90% o de una unidad logaritmica). Puede calcularse.
gréfica o matematicamente (Figura 6). (1,9,20)
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D = Uitlog Ni- log Nf)

U = Tiempo de exposicién bajo nondiciones especificas
Ni = Poblacidn microbiana iniciat
Nf = Poblacién microbiana final

Oaps -

Ompd - .
e k2,303

Neps - m———— e AD

s

Oep’ -

10mpt -

A = pumero de microorganismos sobrevivientes

*n condlddn especifica de temperatura, concentracidn de gas o radiscién
= pendiente de la recia

Figura 6. Representacion gréfica semilogaritmica de la velocidad de
* muerte microbiana. (8)

~ Elvalor D se determina experimentaimente por dos métodos: k

* Mélado de curva de sobravivencia
Se realiza graficando el lonaritmo del nimero de m‘eroorqunilmou
sobrevivientes contra la variable independiente (tiempo,
conceniracion de gas o dosis de radiacion).

** Método de fraccion negstiva :
Este mélodo usa muestras replicadas conteniendo una cantidad
idéntica de esporas, lratadas de manera Idénlica y determinando
ol numero (fraccién) de muestras que presentan crecimiento
después del tratamiento y la incubacién. (1)

b) Valor Zy F
El valor Z es el reciproco de la pendiente resultante de graficar ei

fogaritmo de D conlra la temperalura a ia cual se obluvo este valor
{minimo tres diferentes temperaturas).

Puede simplificarse como la temperalura requerida para una
reduccion de un logaritmo en el valor D (Figura 7). (1)
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0130°C » 10 min,

...............

(logD ,-logD ,)

La magnitud de ia pendiente indica el grado de letalidad relativo 8i
(a temperatura aumenta o disminuye.

La derivacion matemética de la ecuacion del valor Z pormito ol

cdiculo de una expresion cuantitativa para el tiempo de exposicion
efectivo a ia lemperatura deseada para la esterilizacién: valor F.
m

F = Atze0 ™7

AY = intervalo de tlempo
T = temperastura del producto
To = temperatura de referencia

El valor Z mas cominmente empleado para la destruccién de
esporas microbianas es 10°C. Esto est4 basado en observaciones
eoxperimentales de B, sfearothermophilus. Si se asume que Z =
10°C, F se escribe como Fo. (8)

Fo es el tiempo requerido a cualqulier temperatura que es
equivalente a un efecto de eaterilizacion a 121°C. (1)

La ecuacidn usada para dsterminar el fogaritmo de ia reduccién

mlcfoblana se deriva como sigue:

t
[ 3] N,

(iog Ni - iog Ni)
t = tiempo de calentamiento a una temperatura especifica
Ni = nimero inicial de microorganismos
Nf = nimero final de microorganismos (después de l)
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Sit es el tiempo de exposicién a una temperatura dada t = Fr

(log Ni - log Nf)

La velocidad de destruccién de la endotoxina a 250°C puede
expresarse usando un valor Z = 46.4°C y un valor D = 4,99
minutos. El ciclo puede disefarse utilizando el peor de los casos,
situacion donde los parémetros de tiempo minimo y temperstura
son definidos. Objetos estables al calor pueden tolerar los ciclos
de despirogenizacién con temperaturas mayores & 250°C. Asl, la
letalidad def ciclo puede definirse sobre la base de que a
inactivacion de la endotoxina se basa en la carga de pirégencs y
no ia.de m.o. El valor FH puede calcularse para un ciclo de
despirogenizacion usando el valor general de F en la ecuacion
con referencia a una temperatura de 250°C. (8)

Laﬂoumfamuhpuodouwupuaonibbwd valor FH
minimo del proceso:

. FH=D17ooc(M.'mb)

FH = letalidad minima requerida( 2 = 20°C ), expresada como el nimero de
minutos equivalente al tiempo a 170°C al que debe exponerse ¢ calor en
of punto més frio de la carga.

encontrado en el producto en un 90%.(9)

El valor FH es la integracion de la letalidad a una temperatura
referencia de 170°C. Para caicularlo se asume que D = 1.0
minutos y 2 = 20°C. La velocidad de ietalidad determina el
incremento del efecto del calor letal oblenido a varias
temperaturas usando el valor Z. El valor FH es derivado por
integracion de la velocidad letal con respecto al tiempo. El valor
FH (el tiempo equivalente a la temperatura de referencia),
acumula la letalidad total. Cusndo se usan temperaturas distintas
a 170°C el valor F se reporta como el tiempo equivalente del
proceso a la temperatura de referencia de 170°C. (8)

FRFL=FHL
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z
Fa Tiempo equivalente a la temperatura dada a un valor Z especifico

z
Pz Tiempo equivalente a 170°C con un valor Z especifico.
Cuando Z = 20°C, es igual a FH
L = Velocidad letal
) L = 10(10“)1 z

To = Temperstura dentro del contenedor
Th = Temperatura base de 170°C

El valor FH «250» determinado puede usarse para calcular el
nGmero de ciclos logaritmicos en cantidad de endotoxina
reducidos por unidad (Ldec). Estos valores se calculan por
integracion de las curvas de calor de penetracién-letalided. E|
modelo fue determinado experimentaiments para alcanzar el nivel
deseado de destruccion de endotoxina: (8)

L dec = 6.065 (100201 g1

8.085 = Parémetro de linearizacion (constante de temperatura de raferencia a
:_soo:)mllwmdomwénwahrmbhmmm

FH = Vielocidad letal @ 250°C para calor latents.(8)
2.4.2 TERMOPARES

Un termopar @8 un sensor de temperatura simple, confisble y versdil
construido uniendo dos alambres de composicion distinta formando un ensamble.
Cuando un termopar se conecta & un sistema de referencia y medicion, la salide
indicada es una funcidn Unica de |a temperatura de ensambie. (8)

Los termopares son los sensores més satisfactorios para los estudios
de penetracion de calor y distribucion de temperatura durante la validacién. (8)

La temperatura es la propiedad més frecuentemente usada en los
procesos industriales, y los termopares ios sensores mis usados cuando e
regisira 0 80 controla la temperatura. La principal razén para elegir ios termopares
e3 que 3on més confiables y menos caros que olros sensores de temperatura que
tienen salida eléctrica. Su exactitud debe ser £0.5°C. (8)

Es préctica comun utilizar los termopares teniendo en cuenta solo el
rango de temperatura en el que acluan, sin pensar en las caracteristicas
fisicoquimicas de la atmdsfera o medio donde deberén actuar. No 80lo es
necesario pensar en el comportamiento de los termoelementos cuando trabajen
on ambientes adversos, s preciso también analizar la respuesta en estos medios
de la cubierta protectora y de los aislantes de relleno (Tabla Vi).(21)
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[TIPO]_ ~COMPOSICION

T | Cu(+)constantan(-) Resistente a la corrosion.

Contacto con aira 0 atmdsfera oxidanta
T < 370°C.

A vacio, atmdsfera oxidante, reductora
0 inerte de -200 a 370°C.

J  |Fe(+)onstantan(-) Atmésfera oxidente, reductora o vacio,
de 0 & 760°C.

E | NIOCr(+)constantan(-) Atmasfera oxidante o inerta de 200 a

' 900°C.

Aimbsfera - reductora, oxidante y
reductora, ligeramente oxidante y vuclo

igual al tipo K.
. Sefial termoeléctrica mayor.
K |Ni1OCr(+)Ni5AISi » * | Atmosfera oxidante o inerte de -200 a
1260°C.
R | Pt13RN{+)Pt(-) Uso continuo en atmdsfera oxidants o
S |Pt1ORK(+)Pt(-) inerte.

Pt susceplible de contaminarse lo que
reduce le sefial termoeléctrica.

De 0 a 1480°C. C
B [ Pt30RN(+)P6RN(-) Atmdsfera oxidante o inerte de 870 a
1700°C.

Tabia VI. Clasificacion de los termopares. (21)

Ademés de una buena eleccion del termopar idonec para unas
-condiciones determinadas es necesario dotarlos de una proteccion auxiliar,
necesitando de una vaina o tubo que la proteja doblementa, frente a la corrosion y
las agresiones fisicomecénicas. Se clasifican en:

a) Tubos protectores mecénicos (aceros al C).

b) Contenedores especiales (cuando el termopar estd suieto a altas
presiones), por ejempio tubos cerdmicos, tubos mixtos metal-

cerdmicos. (21)

Otro dato interesante en la proteccion de los termoparas es el
aislamiento de los hilos. Los materisles aislantes deben poseer una seria de
caracteristicas, dependiendo del tipo de vaina, termopar y rango de temperatura
de trabajo. A temperaturas bajas tienen un buen comporiamiento el aigodén,
nylon, tefién, poliamida, polivinilo y algunas mezclas (tefion/fibra de vidrio o fibra
de vidrio/bamiz de silicona), frente a agentes agresivos de tipo fisico y quimico,
en campos de temperaturas maximas, que va desde los 95°C para el algoddn a
los 540°C de la mezcla fibra de vidrio/bamiz de silicona. (21)

Es preciso, a la hora de seleccionar un termopar, para un servicio
determinado, hacerio en funcion del rango de temperatura y la atmésfera de
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trabajo donde va a operar, asi como la proteccion ideal para los termoelementos,
para evitar su deterioro y consecuente falta de fiabilidad en la medida y reduccidn
del tiempo de dumcién del termopar. (21)

En una instalacién tipica de termopares, las 3 fuentes principales de
orror son: los sensores, 6l circuito que conecta los termopares al sistema de
medicion y el sistema de medicion. (21)

Los termopares usados durante una validacion deben calibrarse antes
y después de cada uso, |0 que asegura la operacion correcta del sistema. Todos
los ssnsores deben calibrarse al punto de hielo: 0.0°C, asi como a las
temperaturas méxima y minima que van a medirse. (21)

La temperatura de operacion tipica en los hornos de aire caliente estd
cerca de los 200°C y para la despirogenizacién sobre 300°C. Para la validacion
de estos procesos los termopares deben calibrarse a una temperatura cercana a
la temperatura nomal de operacion. Si se usa el punto de hielo como segunda
temperatura y se aplica regresion lineal el miximo error relativo es 20.3°C entre
0.0°C y 200.0°C 0 20.5°C entre 0.0°C y 300°C. Este nivel de eror 8s normaimente
aceptable en estos procesos, y se vuelve mucho menor cerca de la mixima
temperatura de calibracion, que es la temperatura normal de operacion. (21)

2.43 EQUIPO Y MATERIAL PARA LA MEDICION DE TEMPERATURA

a) Termopares:
Se usan termopares tipo T y J. La aislacion méds comin para trabajos
de aita temperatura es DuPont's Kapton-H. Esta se considera suficiente para la

despirogenizacion a 350°C. (8)

b) Resistencias detectoras de la temperatura:

La resistencia detectora de temperstura (RTD) es utilizada pera la
calibracion del equipo medidor de temperatura usado en la validacién. El RTD
mide centésimas de ‘C y los termoparas tienen un nivel de sensibilidad de
décimas de °C. EI RTD es més estable que los termopares. (8)

¢) Registrador de temperatura:

Un equipo que tome muchos puntos es cominmente usado durante los
estudios de validacién, éste anota las temperaturas tomadas por los termopares.
El registrador toma la salida del voltaje tomado por el termopar y lo convierte en
un valor numérico. (8)

2.8 VALIDACION DE LA ESTERILIZACION POR CALOR SECO
La validacion del proceso de esterilizacion por calor seco incluye
pruebas fisicas y biolgicas. El procedimiento puede ser.
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a) Calificacion de la instalacion

b) Calibracion

c) Calificacion del equipo

d) Validacion microbiologica de! proceso

©) Revision de los datos de la prueba

f ) Certificacion final de la documentacion. (9)

Para procesos disefados Unicamente para la esterilizacién, se
establecen los parémetros del ciclo basindose en la biocarga y sus
caracieristicas de resistencia tdrmica. El ciclo se disefla para asegurer que la
probabilldud.mvmdohmoﬂonnﬂumunmqnmm
contaminade en un mitidn de unidedes de producio (10°, probabilided de no
estéril). (17)

También pusde usarse al métoda de muerte lotal, que ssegwa la
ut«muaanmmuwmumym 10‘wd.damouﬁibo (9)

2.5.1 CALIFICACION DE LA INSTALACION

La caliicacion de la instalacidn compars of sistema conirs lae
especificaciones de manufactura de la inetalecion:

a) Confirma que ¢f esterilizedor eetd instalado propiaments, todes
sus desviaciones, utilidades y conexiones contrastan con les
recomendacionss del fabricante y contra las anolaciones de ias
modificaciones hechas a la unided.

b) Ofrece informacion pertinents acerca del seterilizador; érdenes
de compra, ewzndom especificaciones, cambios en ol

SQUIpO.
c)&ﬂmwmmmmam
programe de mantenimiento preventivo, procedimiento de

sanitizacion y calibracion.
d)mylowiurhmwmumwmm:o

um.moymddmoabmmodomm

mammwowwmm

Despuée de s calificacion. se debe verificar ia propia instalacion: la
‘calificacién de la operacion, puss s necesario determinar que ei esterilizador
funciona como esth indicado:

a) Los conwnm“ddultmmouunmrmdo
operacion como determinan las espacificaciones.

b) identificacion de controladores de temperatura, crondémetros de
cicio, funcionamiento de las puertes, calentadores, ventiledores
y rolios de enfriamiento, uleomoluhcudéndollopmclén
realizade y sus rangos determinados.
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2.5.2 CALIBRACION

Todo ef equipo usado para la validacion y el equipo de produccion
involucrado debe calibrarse. El periodo de tiempo entre calibraciones se
determina por |a estabilidad del instrumento y la exactitud requerida. Todos los
instrumentos calibrados deben ser numerados, registrados y referidos. Se sugiere
anotar la fecha de la proxima calibracion. (8)

2.5.3 CALIFICACION DEL EQUIPO
2.5.3.1 Estudio cAmara vacia

La prueba inicial de |a validacion es con la cémara vacia con el
propésitc de observar como es la distribucion de la temperstura. Las
caracteristicas termodindmicas del esterilizador vacio son deecritas en un perfil de
distribucién de la temperatura. Este sirve para localizer los iugares calientes y
frics on ol esterilizador por mapeo de la temperature de varios puntos en |a
cémara. El perfil de temperatura se obtiene colocando minimo 10 termopares
distribuidos en ¢l esterilizador vacio, evitando contacto con las superficies sdlides.
Un buen perfil puede demostrar temperaturas uniformes a travée del esterilizador.
)

_ Si ol perfil de distribucion de temperatura en la cémara vacia no ee
aceptable, ¢l esterilizador ee ajusiado, modificado o reperado y ¢ estudio debe
repetirse. Si ol perfil 08 aceplable se repite tres veces consecutivas el estudio
para demosirar la reproducibilided del cicio. Un rango tipico aceptable en
femperatura ee de £15°C y puede aceptarse haeta de 25°C. (1,6)

2.5.3.2 Estudio cémara con carga

Como en (as prusbas de cémara vacia, los estudios de validacion con
carga parcial O total de la cAmara se incluyen en las prusbas de distribucion de
calor usando termopares colocados cerca de los sensores de temperstura. Los
fermopares pueden posicionarse en aigunos de os puntos usados pars ol estudio
ocon cmara vacia. Al colocarios debe evitarse contacto con aiguna superficie
sdiida. Este estudio determina el efecto de la carga sobre ia distribucion de calor
on la camara. (8)

Los estudios de penetracion del calor pueden monitorearse
simulténeamente con los estudios de distribucion de calor. La informacion de
penetracién es critica en cémara parciaimente cargada o ilens, dado que los
materigies e calienian a diferente velocidad. La velocided de penetracion
depende del tipo de material de la carga, de su configuracion y la uniformidad de
distribucion de |a temperatura. Los datos para la penetracion de calor se obtienen
colocando los termopares en el interior del envase, asegurando el contacto con ia
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superficie (el termopar puede no estar leyendo la temperatura del aire, puede leer
la temperatura de la superficie). Es importante anotar la velocidad con que
asciende la temperatura y con la que desciende, en el aire y en el producto. (8)

Para la validacion se emplean cargas representativas. Ideaimente cada
tamafio y tipo de material debe probarse por estudios de penetracién. Cargas
representativas pueden incluir articulos de tamafios extremos o bien donde es
muy dificil la penetracion del calor. Un diagrama delallado de la localizacion de
los termopares debe acompafar todos los datos de temperatura. Es necesario
identificar las dreas calientes y frias de cada carga. Las primeras son importantes
para objetos Idbiles al calor y las segundas para monitorear el aseguramiento de
la esterilizacion y/o despirogenizacion. (8)

Si el perfil de temperatura es aceptable se replican tres corridas
consecutivas para demostrar la asterilidad de la carga y |a reproducibilidad del
ciclo. La replicacion de las comridas verifica que ¢! valor FH minimo requerido es
logrado dentro de la porcion mds fria de la carga. (8)

2.5.4 VALIDACION MICROBIOLOGICA DEL PROCESO

El reto biolégico puede hacerse separado o junto con el estudio de
penetracién de calor. El bioindicador se coloca adyacente a los objetos o dentro
de ellos, junto con los termopares. El estudio demuestra la letalided oblenida por
desafio del ciclo con un m.o, (B.subtils) o endotoxina (E.cok). (8)

En los ciclos de despirogenizacion pasrece no haber un consenso
" general del nivel usado de bioindicador. Concentraciones citadas en la literatura
tienen rangos de 100 a 10 000 ng (500 a 50 000 UE). (4)

Si en ol estudio hay esporas supervivientes o endotoxina residual, la
cantidad puede cuantificarss y analizarse con respecto a los valores de FH y
Ldec. Los resultados de este estudio confiman que la esterilizacion o
despirogenizacion son efectivos. (8)

2.5.4.1 Indicador bioldgico

El bioindicador para la esterilizacion por calor seco es una preparacion
de espores viables obtenidas a partir de un cultivo derivado de una cepa
especifica de Bacillus subtilis subespecie niger, impregnadas en una tira de papel,
empacadas individuaimente en un recipiente adecuado permeable al aire caliente,
caracterizado en su resistencia a la esterilizacion por cllor seco. El nimero de
esporas va de 10° a 10°. (6, 19)

2.5.5 REVISION DE LOS DATOS DE LA PRUEBA

Después de realizadas las pruebas se obtienen una gran cantidad de
datos los cuales deben ser procesados para entender el comportamiento del
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proceso. Por lo cual se recomienda realizar graficas y tablas relacionando el
tiempo y la temperatura, calcular el FH y darle un tratamiento estadistico a los
dalos obtenidos.

2551 Andlisis de varianza

E! andlisis de varianza es una técnica mediante la cual ia variacion total
presents en un conjunto de datos se divide en varios componentes, cada uno de
los cuales tiens asociada una fuente de variacion especifica, de manera que en el
andlisis es posible conocer la magnitud de las contribuciones de cada fuente de
variacion a la variacion total. (22)

Se aplica smpliamente en la investigacion, pues estd intimamente -
- relacionado con el disefio experimental. La relacion entre estos dos tdpicos se
puede resumir diciendo que cuando se disefla un experimento e cual queremos
someter & un andlisis, los investigadores pueden, antes de llevar a cabo su
inveetigecién, identificar aquellas fuenies de variacion que  consideran
~ importantes y pueden seleccionar un modelo que les permita medir la extension
- de la contribucion de esas fuentes de variacion total. (22)

En este estudio utilizaremos e andiisis de vuim de 2 factores en el
disefio completamente alestorio. (Anoxo l)
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La operacion aséptica ha sido y seguird siendo una operacion critica
desde cualquier punto de vista. (23)

Los productos estériles poseen propiedades Unicas entre todes las
formas de dosificacion, tales como ser libres de pirégenos, microorganismos y
particulas, y poseer esténdares extremadamente altos de pureza y calidad. (4)

Ademéas es la Unica forma farmacéutica que se inyecta a travée de Is
piel 0 membranas mucosas a los compartimientos intemos del cuerpo. Debido a
qQue airaviesan la primera linea de defensa del organismo deben estar libres de
contaminacién microbiana y componentes (éxicos. Todos los componentes y
procesos involucrados en la preparacion de estos productos deben elegirse y
diseflarse para eliminar en el mayor grado la contaminacion de todo lipo: fisica,
quimica o microbiolégica. (5)

El proceso de esterilizacion es un término abeoiuto que significa la
- destruccién o eliminacion de todas las formas de vida. En la reslided la esterilidad
o6 relstivamente imposible de probar, por ello deben usarse las leyes de |s
probebilidad para asegurar que la menor cantidad de cuaiquier forma de vida
sobrevive al tratamiento. (7) ‘ -

Las Good Manufacturing Practices y la Parenteral Drug Administration
on sus Monografias Técnicas han recomendado s través de la FDA que debe
calificarse ¢l disefio del equipo y validarse el proceso, confirméndolo con datos
reproducibles. De ehi |a necesidad de calificar los equipos utilizados (en. eete
cas0 o Homo Reinhardt), para asi poder demostrar de manera documentads que
la esterilizacion y despirogenizacion efectuada cumple con las especificaciones :
predeterminadas por el fabricante y con los atributos de calided necesarios
exigidos por FDA.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Elaborar un Plan de Validacion que certifique que el procedimiento de
esterilizacién/despirogenizacion efectuado en el Horno Reinhardt del
Departamento de Veterinaria Inyectables de [a Planta Bayer de México, cumple
con las espacificaciones recomendadas por FDA, para su empleo rutinario en la
manufaciura de productos inyectables.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

4.2.1 Demostrar que el ciclo de  esterilizacion / despirogenizacién
utilizando calor saco en ¢l Homo Reinhardt es afectivo, confiable
y reproducible bajo las condiciones de uso del aquipo. ‘

4.2.1.1 Calificar ¢l oquipo.

4.2.1.2 Realizar ol estudio de distribucion de calor con chmara
vacla.

4.2.1.3 Efectuar ol estudio de distribucion de calor con dmn
llena (frasco de vidrio, retapa de aluminio).

42.1.4 Confirmar ~ la  eficiencia de Ia esterilizacion /
despirogenizacion usando un  indicador  bioldgico
(endotoxina).

4.21.5 Determinar ol valor FH y realizar i andlisis de varianza.

42,2 Coroborar con pruebas de esterilidad y pirégencs la eficacia de
la enterilizacion y despirogenizecion en producio terminado,
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§. WPOTESSS

A ofsctusr la veiidecion del proceso de  esierilizacin /

on o Homo, se oblendré la comprobacién documentade de
q&numdmmww.‘ :

De esta manera s mantendré controlada la esterilizacion /

despirogenizacion, mmmmuw»uwm«mmy
Wlmumndm«mmmm
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6. MATERIAL Y METODO

6.1 MATENALES

@) Esterilizador de aire caliente FA Reinhardt.
b) Central de eeterilizacion.
c) Equipo Kaye
. Roomrodorconmiaopmcuador Kaye Digistrip 45 plus
o Patrén de temperatura RTD inteligente, NGmero de urlo 40676,
Certificado por ol CENAM, Noviembre 1994
o Bafio de pozo s8co de temperatura consiante Kaye HTR 400
¢ Interfase de comunicacién RS-232
o Computadora personal con procesador 80486
° Sonmuwmwnmwmamvmw
. mwctmuthmmmmmmoo

® Modﬁnbﬁuddmm
o Los resuitados se registran como tablas y grificas
d) indicador biolégico
Endotoxina: Escherichia coli (CSE)
Marca: Bio Whittaker

§

Comormcidn do reto: 5000 UE
Limulus polyphemus (LAL)
e Lote: 31.1680
o Marca: Bio Whittaker
o Sensibilided: 0.06 UE/m|
o Caducided: 22.06.96
o) Frasco de vidrio de:
25ml
50mi
100 mi
- 250mi
500 mi
f) Casquillo de nlummio
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6.2 METODOLOGIA

CALIFICACION DEL EQUIPO

0

CALIBRACION DE TERMOPARES

0

PRUEBAS PRELIMINARES

0

ESTUDIO DE DISTRIBUCION
DE CALOR

4 %
CAMARA VACIA | CAMARA CON CARGA

0

RETO BIOLOGICO

N
4

ANALISIS DE RESULTADOS

0

CONCLUSIONES

0

REPORTE DE VALIDACION

Figura 8. Diagrama de fiujo de la validacion de horno
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6.2.1 CALIFICACION DEL EQUIPO

Recopilar toda la Informacion sobre la deacripcion del equipo a validar
asi como |as caracteristicas de funcionamiento del mismo.

6.2.2 CALIBRACION DE TERMOPARES

Se efectuard la calibracion en ef ambiente de uso segin lo marcan Iss
exigencias de FDA, justo antes del estudio de distribucién y penetracion de calor.
Se reslizard |a calibracion a 235°C. La leclura del termémetro patrén se muestra
on o canal 803. La calibracion se hard utilizendo ol befio de pozo seco, HTR400,
olwwodoqumdomb.nonﬁlnporlummmumwdﬂ
registrador y se desplegarén l0e resullados en la , posteriorments se
wmmmmmdwm Looan«iooyputmlroopnm
calibracion serén:;

'Dnvhddnnmmt(rc
. * Estabilizacién 0.3°C/min. durante 5 minuloe
* La desviacién wpudmmumumm
‘ MummM(MomuMMW) -
* Ei equipo reelizard autométicaments las Wlbmu
de los termoperes

6.2.3 PRUEBAS PRELIMINARES

a) Dividr la camara del homo en 3 niveles: superior, medio o

b)mmwudnmomom

c) Colocar los lermopares como ee indica en el diagrama 1 (en la
cédmara hay cusiro canastilies de 80ero inoxidable).

d) El termopaer 16 se coloca junto al seneor del controlador,

o) Efectuar el cicio de despirogenizacion,

{ ) Registrar la temperatura duranie t0do el ciclo cada minulo.

@) Repetir este procedimiento, colocando los lermoperes en los
cuadrantes restantes, repitiendo los del centro, y colocer el del

* sensor del conirolador como se indica en ol diagrame 2.

& TE) @

DT ‘“‘1

'SW Medio inferior
Area 204

Diagrania 1
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EN ] @6 3
s 10}

O @ almE
Superior Medio . Inferiot
Aroa 204
Diagrama 2

h) En base a los resultados de ambas pruebas, elegir los Iuoim
con le temperatwa mds alta y més baja para el estudio de
distribucioén de calor en cémara vacla,

6.2.4 DISTRIBUCION DE CALOR

6.2.4.1 Cémara vacis

a) Colocar los 16 termopares como se indica en ol diagrama 3,
cuidando que no haya contacto de éstos con las paredes de la
cémara (en 4 canastillas de acero inoxidable).

EE]EJE]EDEE)
u%g‘ﬁ El @E

Diagrama 3

b) El termopar 16 3@ coloca junto al sensor del controlador.

c) Efectuar el ciclo de despirogenizacion.

d) Registrar la temperatura durante todo e! ciclo cada minuto.

o) Determinar cOmo es la distribucion de calor en la cdmara

{(homogénea o heterogénea).
f ) Realizer por triplicado este procedimiento.
6.2.4.2 Cémara con carga

a) Colocar los 16 termoparas en la camara con 6arga, dentro de
los envases, sujetdndolos con alambre de cobre, evitando el

contacto con las paredes
b) A cada patrén de carga le corresponde un arreglo dlstmto de

termopares:
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AREA 213

M G

CAMARA

o

AREA 204

1. Canastilla 1
2. Canastilla 2
3. Canastilla 3
4, Canastilla 4

Nota: Ldo niveles indican el acomodo de ias charolas en las canastilias.

Niveles
1 2 3 4 L] 8 7 (]
] QR0 1o 1e] 1 |8 |
| (L \ [
Superior Medilo Inderior
Ares 204

Diagrama 4, Frasco de 25 ml.

Los termopaves 4, 5, 6y7uco|ocmondwolnmnodndumd
‘espacio vacio (donde irla la canastilla 3).

T ————
Niveles »
1 2 3 4 (] 8 7 LN
] [ QL 19 e 1] |8
B | gE 1 1&H
Superior - -Medio Inferior
LY}
Diagrama 5. Frasco de 50 ml
. ' Niveles
1 2 3 4 5 ) 8
[ age ran ][]
o |19 e L
Superior Medio Inferior
Ares 204

Uilgfamu ©. Frasco de 100 m.

»



" B8 o ) o B
Superior Medio Inferior
Area 204

Diagrama 7. Frasco de 250 ml,

2 3 4

. Bg [3 B3

Ares 204

By

Diagrema 8. Frasco de 500 ml.

c)Colow ol termopar 160nolp\mmoddum$mdoonll
estudio de cdmara vacia.

d) Efectuar el cicio de despirogenizacion.

o) Rogistrar la temperstura durante todo el ciclo cada mimto.

f ) Determinar cdmo es la distribucion de calor en la cémara con

carga (homogénea o helerogénes). ‘
@) Realizer por triplicado el procedimiento para cada petron de
carga,
6.2.5 RETO BIOLOGICO

8) Colocar el indicador bioldgico dentro de 108 envases, junto & fos
termopares utilizados en la prusba de distribucion de calor.

b) Determinar la presencia de endoloxina, después de realizada ia
corrida, .

628 PATRONES DE CARGA

* Frasco de vidrio de 25 ml y casquilio de aluminio
* Frasco de vidrio de 50 mi

* Frasco de vidrio de 100 mi

* Frasco de vidrio de 250 mi

* Frasco de vidrio de 500 mi

(Todas corresponden a cargas mdximas, Anexo ll)

38



6.2.7 NUMERO DE CORRIDAS

18 corridas en total, de las cusles 15 requieren de andlisis
microbiolégico (Tabla VII).

Distribucion de calor (cAmara vacia)
Distribucién de calor y Reto biolégico
* Frasco de 25 mi

* Fraeco de 50 m|

* Frasco de 100 m|

* Frasco de 250 m

* Fraeco de 500 mi

| Totel de corvidas

i
-
DLW KN

Tabla VIi. NGmero de corridas a realizar
6.2.8 CRITERIOS DE ACEPTACION

Al realizer los estudios de validacion en el homo este debe cumplir con
las siguientes espacificaciones (Tabla VIll).

i

1. DISTRIBUCION DE CALOR
CAMARA VACIA
a) Distribucién homogénea de celor enia) Se sugiere que la diferencia de
_ chmara vacia temperatura entre el punto frio y e
: resto de la cmara 508<25°C
b) Punto frio b) Punto frio 2225°C
2. DISTRIBUCION DE CALOR|
CAMARA CON CARGA ;
a) Distribucién homogénea de calor en{a) Se sugiere que la diferencia de
cémara con carga temperstura enire el punto frio y el
resto de la cémara sea<25°C
b) Punto frio b) Punto frio > 225°C
c)FH c)FH 284
3. RETO BIOLOGICO
a) Ningin indicador - biologico con
endotoxina deberé  dar resuitado
positivo

Tabia VIil. Criterios de aceplacion para homo.
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7. RESULTADQS Y ANALISIS DE RESULTADOS

7.1 CALIFICACION DEL EQUIPO

HORNO FA REINHARDT

o NUumero de fabricacion; 6593

o Aflo de fabricacion; 19683

. Dm\onma(dmn) 195 cm fondo, 156 cm aito, 168 cm ancho.

o Espacio til: 4.81 m*

o Tensién de conexién: 220/127 volt, corriente alterna

o Frecuencia: 60 Hz

o Capacidad total: 67 KW. 60 KW para la calefaccion, 3 KW para el
motordulvuniudormmukw;wulmwmtm
de circulacion ,
o Margen de temperaturs; 50-350°C

o Requerimiento de aire a presion: 4 bar aprox. Pn-rm.dorlibndo
aceite y condensacion

o Peso de alimentacién: 1300 Kg: GOOKovldrioyWOKcm

o Empresa: Bayer de México

o Localizacién; Dplo. Veterinaria inyectables. Ammn

o Numero de méquina: 30

o Cuenta con 6 termopares tipo J

glwumm.'mmmmawon. v
CENTRAL DE ESTERILIZACION

" La cAmara para ia esterilizacion mediante sire caliente
tione calefaccion directa en el techo, ventilacién por inyeccion bilatersl,
circulacion - vertical, artificial de aire, instelacion de aire fresco
incorporada pera osterilizar & temperatura de trabejo hasta un méximo
de 350°C. maummmm :



7.2 CAMARA VACIA

Al realizar (as pruebas preliminares se detectaron los
lugares con s temperatura mds alla v més baja en la cémara,
estableciéndose ol acomodo definitivo de termopares, como 88 indica
on o diagrama 3 de la melodologis, para reslizer of estudio de
distribucién de calor en cémara vacia.

En o estudio de cémara vacia los puntos mds frios se
localizaron en ias esquinas y los mds calientes en el centro de la
misma, debido a ia localizacion de las resistencias y ol ventilador que
causan la conveccidn forzada del aire caliente, haciendo de esta
manera més caliente la parie central de ia cdmara. En todos ios puntos
mussireados se aicanzt la temperatura de despirogenizaciin y se tuvo
una distribucion de calor homagénea (Figura 9).

A reslizer ol andlisis estadistico de este eatudio se
obeerva que hay diferencia significativa entre los distintos tiempos y
hay sfecto del tiempo sobre ia temperstura, pussto que la temperatura
no permanece conslante &l distribuires el calor en la cdmara durents
todo el tiempo del ciclo. Hey diferencia significativa entre ioe
fermopares y efecto del termopar sobre la temperatura debido a que
. oatén localizados en diferentes puntos de la cémare. Hay diferencia
significativa entre les medias de interaccion de tiempo y termopar, y
olecto de iae mismas sobre la temperatura. (Tabla IX).
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Grafica representativa del ustudio de distribucion de calor'en camara

~vacla (corrida 1)

Figura 8.

L2



ANALISIS DE VARIANZA. CAMARA VACIA

Ho1: Los efecias de ios tiempos son cero. No hay diferencia entre ias medias de
los distintos niveles de la varisble tiempo.

Hat: Hay diferencia significativa entre los distintos niveles de ia variable tiempo.
Hay efecio del tismpo sobre la temperatura.

Ho2: Los efectos de jos termopares son cero. Nohtydvforommmmmodm
de los distintos niveles de la variable termopar.

Ha2 Hay diferencia significativa  entre los diatintos niveles de la variable
termopar. Hay efecto del termopar sobre la temperatura.

Hod: No hay diferencia entre las distintas interacciones tiempo-termopar, ni efecto
de las mismas sobre la temperatura.

Hald: Hay diferencia significativa entre las interacciones tiompo—tumopnr y ofecto
dﬂumimmhwm

TMKMIMG.VM“NMMM“&M“WQ

cémara vacie
Si Fox. < Fiume. HO S0 000DIE . CONCLUSION
; ‘ Hot: Se rechaza
FawCONG=005 Ho2: Se rechaza

Ho3; Se rechaza
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7.3 FRASCO DE 25 ml.

En la carga de frasco émbar de 25 mi y casquillo se
‘observo una distribucion de calor homogénea en la segunda y tercera
corridas, en éstas i punto més frio durante la Glitima cuarta parte del
ciclo fue el mismo que para la cémara vacia. Todos los termopares
sicanzaron 225°C durante al menos 30 minutos (Figura 10).

En Ia primera corrida a ios 30 minutos del ciclo la
diferencia de temperatura fue de 47.2°C, por lo tanto la distribucién de
calor e heterogénea. La diferencia de temperatura de 25°C se aicanzd
@ 108 48 minutos. Ei punto més frio se detectd en el termopar 6 (ver
diagrama 4). Todos los termopares aicanzaron 225°C, dos de elios
menos de 30 minutos.

Los valores de FH oblenidos son superiores al
reportado en tablas: 8.4 para 60 minutos a 210°C, con un valor 2 = 46.4
y D = 4.99 minuios. Por io tanto termodindmicaments el proceso tiene

un comportamiento edecuado (Tabla X).

Enolmllmommmuobmathwm
significativa entre los distintos tiempos y hay efecto del tiempo sobre e
femperature. Hay diferencia significativa entre los termopares y efecio
del termopaer sobre |a temperature. Nohoymw“m
umammamywcwm)

Todas las endotoxinas dieron resuitado negativo.
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Figura 10. Gréfica representaliva de| estudio de distribucién de calor en camara
con carga frasco de 25 ml (zorrida 2)
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VALORES FH
FRASCO AMBAR DE 25 mi

e sy
' taa

P REPETCION: T 3* REPFTGION |

1 130 93

2 304 227 265
3 246 186 275
4 230 154 254
5 201 90 196
6 60 139 M8
7 133 224 390
8 47 334 533
9 252 232 353
10 563 | 380 - 319
11 714 a74 755
12 522 363 577
13 300 258 363
14 389 318 333
15 538 299 589
18 265 243 280

Table X. FH scumulado del estudio de distribucion de calor en cAmara con carge
fraaco de 25 m, ‘



ANALISIS DE VARIANZA. FRASCO DE 26 m.

Hot: Los efecios de los tiempos son cero. No hay diferencia entre las medias de
los distintos niveles de la variable tiempo.

Ha1: Hay diferencia significativa entre los distintos niveles de la variabh tiempo.
Hay efecto del tiempo sobre |a temperatura.

MHol: Louhdoadolocmmoplmmwo. No hay diferencia entre las medias
de los distintos niveies de |a variable termopar.

Ha2 Hay diferencia significativa entre los distintos niveles de la varisble
termopar. Hay efecto del termopar sobre la temperatura.

!lo: No hay diferencia entre las distintas interacciones tismpo-termoper, nidodo
de las mismas sobre la temperatura.

Hald: wmwvammimmmwmmym
de les mismas sobre la temperatura.

Tabla X mmmmmummmawm

cémara con carga frasco de 25 mi,
Si Fou. < Fier: HO 80 aCople CONCLU&O“ .
Ho1: Se rechaza
Fiew. CON @ = 0.05 ‘ Ho2: Se rechaza

Ho3: Se acepla
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7.4 FRASCO DE 50 m).

El patrén de carga frasco dmbar de 50 ml presenté una
distribucion de calor heterogénea en las 2 primeras corridas, y
homogénea en la tercera, dado que en la primer corrida |a diferencia de
temperatura de 25°C se aicanzd a los 44 minutos de transcurrido el
cicio, y en la segunda a los 35 minutos. Todos los termopares
sicanzaron 225°C por lo menos durante 30 minutos. EI lugar mée frio
on cada corrida fue: termoper 1 (primera y segunda corrida) y termopar
13 (tercera corrida) (ver diagrama 5). El punto-mds frio ol finalizar el
cicio en |a primer corrida fue el termopar 3, y en la segunda y tercera
corrida ol termopar 6 (ver diagrama 5) (Figura 11).

De acuerdo al estudio termodindmico los valores de FH
cumpien con especificaciones (Tabla XI). '

. En el estudio estadistico se observan ios mumoo
resultados que pera el frasco de 25 mi (Tebia Xil).

: Todas las endotoxinas utilizadas dieron resultado
negativo. Lo o
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VALORES FH
FRASCO AMBAR DE 50 mi

DPRRY IR TN

e WM
Ak Nates

1 ; 108

2 154 233 1%
3 9 212 202
a 135 142 107
5 20 149 180
6 224 172 180
7 184 182 152
s 213 195 110
9 175 181 y 182
10 280 281 220
1 . 338 7 253
12 265 225 \ 199
13 136 146 : 9
14 221 214 131
15 | 22 213 104
18 125 126 105

muxn Fﬂmulmwmadimmmm«brmanw :
frasco de 50 mi.



ANALISIS DE VARIANZA. FRASCO DE 50 mi.

Hot: Los efactos de los tiempos son cero. No hay diferencia entre ias medias de
los distintos niveles de |a variabie tiempo.

Hat: Hay diferencia significativa entre los distintos niveles de ia variable tiempo,
Hay efecto del tiempo sobre a temperatura.

Ho2. Los eofectos de los termopares son cero. No hay diferencia entra las medias
de los distintos niveles de la variable termopar.

Ha2: Hay diferencia significativa entre los distinios niveles de la variable
termopar. Hay efecto del termopar sobre ia temperaturs,

Ho3: Noh.yddomduntrﬂudiwmuimaedmwm ni efecto
de las mismas sobre la temperaturs.

- Ha3: Hay diferencia significativa entre las interacciones tiempo-termoper y efecto
de {as mismas scbre la temperatura.

Tabla Xiil. N\ﬂiﬂldlwmldiﬂmdﬂMﬂdiMﬂww
on cémars con carge frasco de 50 i,

§i Fy. < Fiaar. HO 88 80Pt ’ CONCLUSION
' ) Ho1: Se rechaza
Fiu. cONa = 0.05 Ho2: Se rechazs

Ho3: Se acepla
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7.5 FRASCO DE 100 mi.

Para el patron de carga frasco de 100 ml se cbserva
una distribucion de calor homogénea en las tres repeliciones. Al
finalizer e ciclo el lugar més frio en las corridas 1 y 3 fue el mismo que
para la cémara vacia. Todos los termopares alcanzaron 225°C ol
menos 30 minutos, en las 3 corridas (Figura 12). ;

Los valores de FH comesponden a o especificado
(Tabla XIV). ‘

Estadisticamente los resultados son los mismos que
para el frasco de 25 mi (Tabla XV). ‘ ‘

Todas las endotoxinas dieron resuitado negativo.
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en cémara
53

con carga frasco de 100 mf (corrida 2)

Figura 12. Gréfica representat



VALORES FH
FRASCO AMBAR DE 100 mi

T VB L3R
bAa. todan T TLE [

ol e TBEd

1 153 139

2 9 140 196
3 176 191 198
4 99 151 138
§ 108 213 174
L] 161 297 178
7 123 260 120
8 128 201 128
9 149 183 1223
10 207 255 159
1 239 332 217
12 188 282 149
13 80 2689 142
14 125 167 100
15 136 301 200
16 109 118 105

188

Tabla XV, FH acumulado del estudio de distribucidn de calor en cAmara con

carga frasco de 100 mi.
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ANALISIS DE VARIANZA. FRASCO DE 100 mi.

Ho1. Los efectos de los tiempos son cero. No hay diferencia entre las medias de
los distintos niveles de Ia variabie tiempo.

Hat: Hay diferencia significativa entre los distintos niveles de la variable nompo
Hay efecto del tiempo sobre |a temperatura.

Ho2: Los efectos de los termopares son cero. Nohcydimmmmodln
de los duﬁnm niveles de la variable termopar.

Ha2: mymwvommmummmmhvm
termopar. Hay efecto del termopar sobre la temperatura. .

Ho3: No hay diferencia entre les distintas interacciones tismpo-termapar, ni efecto
~ de las mismas sobre a temperatura.

Hel: mmmmivomlmm«m-wmuym
de les mismas sobre la temperatura.

Tebla XV. m.avmmzfmwmmdwmmm

onclmnconwoﬂrucodﬂOOml
Si Fou. < Fiow. HO 80 acepta : CONCLUSION
‘ Hot1: Se rechaza
Frw. cOna = 0.05 : Ho2: Se rechaza

Ho3: Se acepta
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7.6 FRASCO DE 250 ml.

En el patron de carga de frasco émbar de 250 mi la
distribucion de calor fue heterogénea en las 3 repeticiones. El AT de
25°C se sicanzd a los 36 minutos en la corrida 1, a los 32 minutos en la
2 y a ios 49 minutos en ia 3. Todos los termopares aicanzaron 225°C
durante al menos 30 minutos en las 3 repeticiones. El iugar més frio
para cade una de las corridae fue: termoper 13 (corrida 1), termopar 14
(corrida 2) y termopar 16 (corvida 3) (ver disgrama 7) (Figura 13). - -

_ - De acuerdo a los valores oblenidos de FH el ciclo tiene
mmmmmmmm(rmm)

: Enounllimdovm“ownnronbomum'
mmqnmummzsml(rman

Todes las endotoxinas dieron resultado negativo.
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Figura 13. Gréfica representativa del estudio de distribucion - de calor en cdmara
con carga frasco de 250 mi (coriida 3)
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225
154
283
337
26
207
105
125
2n
134

dosomi2docovNcaaswn 2B

VALORES FH
FRASCO AMBAR DE 250 mi

1"
127
141
140

203
102
82
141
120

240

135

lebh)(VI.Fﬂmmwmwdodistﬂbudéndeworonmléon

carga fraeco de 250 mi.

58



ANALISIS DE VARIANZA. FRASCO DE 260 mi.

Hot: Los efectos de los tiempos son cero. No hay diferencia entre las medias de
{os distintos niveles de la varisble tiempo.

Hat: Hay diferencia significativa entre los distintos niveles de la variable tiempo.

Hay efecto del tiempo sobre la temperatura.

Ho2: Los efectos de los termopares son cero. No hay diferencia entre ias medias
de los distintos niveles de ia variable termopar.

Haz Hay dierencia significativa entre los distintos niveles de la’ varisble
termopar. Hay efecio dei termopar sobre la temperatura.

Ho3: No hay diferencia entre las distinias interacciones tiempo-termopaer, ni efecto
de |8s mismas scbre la temperature.

m:maﬁmwmw-mmmﬂmmwmy*uo
ammmum-

 Tabla XVII. Andlisis de varianza de 2 factores del estudio de distribucion de calor

on cémara con carga frasco de 250 mi.
Si Fou. < Fiew. HoO 90 acopta CONCLUSION
Ho1: Se rechaza
Fiow. CON@ =005 Ho2: Se rechaza

Ho3: Se acepta
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7.7 FRASCO DE 500 ml.
. Lawoldﬂmcomdosoomlpuumm
mwmmmmmmmmmmm de igusl
forma el punto frio fue el mismo que on la cémara vacia (Figura 14).

- E| estudio termodinémico presenia un comportamiento
Mdolamumewu)

En ol andlisis de varianza se tienen los mismos
Mumdmmzsml(hbh)(l)()

Todas ias endotoxinas dhmn resuliado negativo.



|- ﬂth nuuu.lm; T
i

Figura 14. Gréfica representaliva del estudio de distribucién  de calor n camal
concag!scod 500'm mi (carrida 1)



VALORES FH

FRASCO AMBAR DE 500 mi

MOPYOR | 1*TEPENICOON - | 3 REIETVEION
K L 124
2 202 184
3 175 200
4 142 141
5 162 196
6 84 17
7 129 167
8 160 244
9 171 146
10 220 159
11 266 299
12 242 257
13 102 174
14 135 315
15 116 223
18 117 120

TV

136
21
214
127

Tabla XVill. FH acumulado del estudio de distribucidn de calor en cémara con

carga fraeco de 500 m.
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ANALIGIS DE VARIANZA. FRASCO DE §00 mi.

Ho1: Los efectos de los tiempos s0n cero. No hay diferencia entre las medias de
los distintos niveles de la variable tiempo.

Hat: Hay diferencia significativa entre los distintos niveles de la variable tiempo.

Hay efecto del tiempo sobre Ia temperatura.

Ho2. meammmumm.uommmmmm
de los distintos niveles de la variable termopar.

mmywmamﬁwmmmmumommmummk

wmopat Hnydododolt«mopvmmmwum

Ho3: No hay diferencia entre las distinlas interacciones tiempo-termopar, ni efecto
dolnm_immmmml.

Ha3: Hay diferencia significaliva entre las interacciones tiempo-termopar y efecio
de les mismas sobre (a temperatura.

"mmoxmmdovmmdnmwmuodmmmm

on chmara con carga frasco de 500 ml.
Si Fea. < Fiew. HO 80 2COpla CONCLUSION
' , Ho1: Se rechaza
F...,.eona=o.05 Ho2: Se rechaza

* Ho3: Se acepta
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§8YVOI0
DISTRIGUCION DE CALOR METO BI0LOGICO
CAMARA YACIA CAMARA CON CARGA
HOMOGENEA | PUNTO FRIO | HOMOGENEN | PUNTO FRAK | ENDO TOXINA [
CARGA NEMPO L& v TEROGENE A (1 owp /T wemage3
— A J 33 1gettne [ete e
CAMARA VACA ] ATe0C | DIdCIIE
(primers rapaticidn) £ ateniyc | mwcn
© e | mecn
['] t
E) ] :
© aletoze | 208/
[] aTexdc [ mmacie
£ ] ATe130C | 202ciie
] Atotirc | mecre
HQUOGEHEA
FRAGCO DE 28 mi [) ATaN4C | 16478 | Negavo | Comsspance
{pmers repelicidn) ] ATedr G maecie Negailvo Conesponds
© M00C/0 | MNegao | Coreapande
“FRABCO D& 26 mi [ WI3GIT | agawe | Conupones
{sagunde ropeticién) 0 mocie Negatva | Comespante
3 704'C/16 | Megetva | Comsspanse
FRABCODE 4 mi [ “tiagaiva | Conesponde
Poroacs repaticién} 0 Heogoiko Conmponde
[ ] niechs Negaivo Conesponds
1IE TEROQENE A .
bror—seon,
FRASCODE 6omi [] aTs 400 | 200.3C/1 Negatho | Correspunde
{primare repeticidn) % A10322C | 2394C13 | Negoivo | Coresponte
© L0 Negoiivo Corsagands
FRABCO DE W0 m [) TRACTT | Hegaivo | Corrseponde ;
(sogunda rapaticidn) E] mecH Negeivo  { Corresponde .
’ © 105C/16 | Negatvo | Consaponde :
FAARCODE o m (] 006CiI3 | Negatvo | Correesonde R
Dercara repeticién) x mec/y Hogativo Conssponds N
© wmecH MNogathvo Cortsapands X
: HOMOCENGA | - ;
FRABCO DE 100 mi 0 ATed31C | WC/13 | Mogatvo | Corresponte §
{primern repoticidn) 0 Aled00C | M C/ N3 Negasvo Cottesponds
© aTe100C | 2009°C/10 | Hegotvo - | Cortesponde
FRABCO DE 100 mi 0 ATt | 206.4CH) Negeivo | Gontespande
{sagunde repetiidn) » Ale0¢ | 200.4Chh Negaivo | Conespunde
[ ATe1b2C | 270G/ | Nogativo | Conespande
- HOMQQENEA,
FRABCO C& 100 v [} ale300C | 20070 Nogeiiro | Corresponde
Borcers repeskidn) » Ao 1adC | 200°C110 | Negotvo | Conesponds
[ ] Alelerc 2rocie Negaivo Conmponds
HOMOGENEA
FRABCO O 10 [] ATeR8C [ 18C/13 | Negae | Commepande
(primeta mpetickia) 0 ATe32.00 | 27.4C/13 |  Negeina ]| Comespante b
© WcH Nagatvo Consegonde :
FRABCO DE 250 nd [] 108G/ 14 Negaivo Correspande P
Inagurda topeicitn) x 1Ci1h | Negewo | Conespande H
: © arecn Negavo | Conesporde
FRAECO O 240 mi ) 1872 | “ogeive | Coneepands
Poroer s ropwiee) 2 IAT/18 | Negavo - | Coneegonde
[ ] W01C/10 | Negawo | Comesponts
B e
ASCO 0§ $00 m [] MeCle Neg#tva | Carseponds
{priormns mpaticitn) 2 macre Hegoeo | Corrseparde
®© ale 1206 | 2287C118 | Negoivo | Conesponds
1IE JENOGE NS A
FHASCO D€ tao mi [} afedd n:" 1M0CTt Hegeivg | “Coresponde
segunde repeticidn) 0 M 1C 3811 Hogaivo Conresponde
[ ATo137C | 2060°G/18 | Negatvo | Corteaponde
HOMQOENEA |
0 Ale Yl 34C/13 Hogativo Conresponds
% 230CH8 | Hegaiva | Consspande
© ateraoc | 20018 | degatve | Coreagnnde
NGROGENEA

Tabla XX. Resullados distribucionr de calor camara vacia, dislribucion de calor
camara con carga y reto bioldgico.
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8. CONCLUSIONES

8.1

Previa a la validacion se realiz6 la calificacion del equipo por los
departamentos de - Mantenimiento y Metrologia. Dicha - calificacién
donumtuquoeloquupoﬂmdomyoﬂiinﬂd.dodommdoawn
especificaciones

8.2

La distribucion de calor es homogénea en la cdmara vacia alcanzando la
tomp«ctwudodospwooomménontodoﬂoowﬂoummﬂrudoun la
cémara.

8.3
Lcdutribuciéndouloron&waeonwmnouhonwﬁupn
todos los patrones, sin embargo si se asicanza una diferencia de
temperatura de 25°C. en todos los ciclos, 'y |8 temperstura de
meoﬂmmmmM.

Ninoun indicador biokgico (mdotomna) dié positivo mediante |8 prusba
de LAL.

85
Todos los valores de FH son superiores al establecido en tables.

86
En las prusbas de esterilided y pirogencs realizadas nproduetotmnmm
los resultados fueron negativos.

87

El ciclo de esterilizacir/despirogenizacion utilizando calor seco en el
Horno Reinhardt es efectivo, confiable y reproducible bajo las condiciones
de uso del equipo (235°C, 60 minutos).

Plen de Validacion realizedo certifica que el procedimiento de
esterilizacion/despirogenizacion efectuado en el Homo Reinhardt, cumple con las
especificaciones recomendadas por FDA, para su empleo rutinario en la
manufactura de productos inyectables.
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8.1 SUGERENCIAS

ACOMODO DE TERMOPARES
AREA 213
o
NIVEL 1
'AREA 204
AREA 213
NIVEL 2
AREA 204
AREA 213
NIVEL 3
AREA 204

SUPERIOR

MEDIO

INFERIOR



ANEXO)

TABLA ANALISIS DE VARIANZA DE DOS FACTORES

Columnas (B) J-1 wol _;':_ __%_ opedee ...._&
interaccion (AB) | (I-1XJ-1) 'f-'n--“-'“- '7-".'7:‘,%.—,, ..,.s:.
Sublotal -1 L4 okl
S AR N
Ervor residual N-lJ om* ¥y 8C ease . K
| : NY
To N1 wwrbid %
Donde:

J
ni.=zn,j=n0mdoobumciotmporma
[ 2]

[
n.‘=2nij=n0mdooburv|ciompowolumm
L]

f J
N=In, =Enj=namotonldooburvaciom
. et
"

X=X, = sumas de las observaciones de Ia casila
=1

Jd n

Xi =3 X xijk = suma de las observaciones de la fila i.
Tum
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I n

x. =L zx* suma de las observaciones de la columna j.
Ry ot

I Jd n.
L}

X =L X zx‘*amudotodnmoburvndomo
"yt et

i = indice de fila -

j = indice de columna

k = {ndios de la obeervacion individusl de una casilla
J = nimero de columnae

| nimero defilae



ESTA TESIS KO DERE
SMIR BE LA BIBLIOTECA

ANEXO N

- CARGAS MAXIMAS DEL HORNO

 [Fraeco de 25 mi

- |Frasca de 50 mi

Frasco de 100 m|
- |Frasco de 250 ml

Fraeco de 500 mi

Casquillo
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ANEXO W

ABREVIACIONES
DNA: Acido desoxirribonucleico
FDA: Food and Drug Administration -

F. Tiempo.de exposicion efeclivo: a la temperatura deseada plra la
omrllizwén

Fo. Esel tiempo requerido a cualquier tompemtum que es equivalente a un
ofecio de esterilizacion a 121°C

FH. Es la integracion de la mlmd a una temperatura de referencia de 170‘0
g.  Grados de liberatad o

HEPA: Filtros de alia eficiencia

mo.. Miuooromim

LAL: Lisado de Amebocitos do Limulus

PDA: Parenteral Drug Administration

RNA: Acido ribonucleico

S.C: Suma de cuadrados

UE: - Unidades de endotoxina

UsP: Unitod States Pharmacopeia
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