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K. INTROERICL X On.

La finalidad de obiener medicamentos cada vez mejores ha sido
reforzada por la adopcibn y practica de metodos de manufactura
reconocidos como correctos y efectivos.

Un aspecto de importancia central en @l emplec de técnicas vy
procedimientos de {abricacibn es 1a utilizacibn de procesos vy
sistemas que han demostrado ser confiables ~ediante =)
procedimiento de validacidn.

El término “validacion“” ha sido empleado para describir al
conjunto de prumbas que constituyen la evaluacion crftica de la
contiabilidad vy reproducibilidad de toda operacibn o proceso
relacionado con la {fabricacibn de medicamentos. Los metodos
empleados en 1a validacibn farmackutica, conjuntamente con las
twcnicas de analisis sstacdistico tienern una importancia primordial

en la obtencion ¢de procesos productivos que den los resultados

deseddos, ajustandose a4 los lineamientos de las prdcticas
correctas de fabricacidn, Ya que validar implica entre otros
atributos ‘“reproducir®, ¢e an? gue antes de validar un metodo,

tdcnica © procesc, #stos Jdeben estar optimizados y el pardmetro
base, es la calidad v por ello sn tods la validacion se mencionan
las Practicas Adecuadas de Manufactura (Par, como puntos a
seguirse para lograr la calidad deseada, con ella la optimizacion

y posteriormente realizar la validacidn.



Actualmente lo qﬁ- esté involucrado en la validacion de
procesce y las PAM segun la FDA (Food and Drug Administration) son
Ios siguientes aspectos:
~ Reaquerimientos relacionades con @1 equipo (Parte 211, subparte
23] 1 Practicas Adecuadss oe Manufactura en [ proceso,
acondicionado vy manejo de Férmacos(i&),
~ Diserro de sQuipo y localiracion {(Seccion 211.63:.

- Construccion gel equipo (Seccion 211.65).

=~ Limpimza, y mantenimiento del 2quipo (Seccion 211.67).

~ Equipo mecanico auvtomatico , electrbnico y calibracibn del mismo
(Seccibn Z11.468).

~ Filtros para los sistemas de filtracisn (Sececiodn 211.72).

~ Reguerimientos relacionados con la produccibn y los controles
del procesae, en la Parte 211, subparte F))

-~ Control de la contaminacidn microbiologica {(Seccion 211.113),

Un programa de certificacion debe eamplearse con métodos
astdndares gque confirmen que 1os requerimientos de las PAM han
sido verificados en cada componente del eguipo.

Los origenes de validar desds o]l punto de vista regulatorio,
s localizan en los Estados Unidosx, y se remonta a la decada de
los 70", #n esos ahos se deswa verificar en forma documentads, la
ctonfiabilidad de las thcnicas ansliticas.

En la revision de las normas para las Practicas Adecusdas de
Manufactura de (974, la FDA menciona por primera ver el concepto

de validacion de procesos aplicado especfficamente a la



esterilizacion. Davo el interes despertado por #1 temas, 1a FDA
decide establecer directrices de tigo snfarmativo pare worisntar
acerca de 1@ valigacidn de procesos Farmacwuticos en un  sentida
ceceral .

A partir de 1985, dicha administracidn considera gue todo
procesd que N ewt® validago esth fuersa de control. Circunstancias
similares se han venido presentando enh gaises e 12 Comunidad
Europea, aungue basacos principalmente en  los antecedentes
establecidos por los Estados Unidowial,

Es tmportante hacer noter gue " 1as pruebes farmacopeicas
rutinariss no constituyen un procesa de validacibn, pues Do ®s
suficiente con decir que todos 1os lotes de cientos de productos
han reunido las especificaciones ya sean ce farmacopea © interras
de {a compania.

Cada producte tiene su propias caracterlsticas por lo tanto,

raquiere de prusbas especlficas o wspeciales.



1. FUNDAENTACION DEL. TEMA.

Debido al gran uso Que hace la Industria Farmacedutica de los
procesos de Esterilizacibn en las diferentes etapas de ila
manufactura de un mepdicarmento, ®S necesario determinar  la
confiabilicad cde los mismos,

As? mismp se necesita conocer queé grado Cde seguricad de
esterilidac proporcionard a los productocs sometidos al proceso.

Sabemos Que hay varios procescs cde #sterilizacion entre los
cCuales se encuentran los Procesos con~:alar thumego y secol, low
procesos de filtracibn, los de radiacibn y 108 pProcesos Con Gas,
entre otros.

Estos proceses, nNC son aplicables a un sdioc producte, Ppara
poder wlegir el apropiade, s® necesita conpcer la naturaleza del
producto & tratar, as? por ejempio, nNno es adecusdo esterilizar por
calor, un producto que sea 14b1l al mismo.

Despuds de ia elecciodn del process a4 utilizar, es 1mportante

plantear la siguiente pregunta Como determinamncs si este

preoporciona sl nivel de esterilicgad necesario? La respuesta esta
o0 ®] estudio de validacion del proceso, cuyo desarrolio mediante
experimegntos documentados permite determinar si el procese dd

lugar & un progucto ©on 10 atributes ce calidac deseados.

Process de destruccicon microbiama por calor.

Independisntemente del tipo de letalidad inducida pOr un proceso



de esterilizacion hacia los microorganismos y sobre la exposicicen

de niveles adecuacdos de talegs tratamientos, estos mueren acorde a

una relacibn logaritmica entre la concentracibn o poblacibn de las

cwlulas vivas y 2l tiempo de exposicibn 3 que ¢s sometido por el

procesci{3}.

Esta relacion entre la poblacidn microbiana vy el tiempo puede
ser lineal o no lineal. E£1 términc que define esta relacion se
llama D v es definicdo como el “tiempo requerido para una reduccion
oe un logaritmo en 1a poblacibn microbiana“(12). El valer D es una

expresion cuantitativa dte la velocidad de nuerte de los
microorganismos, tambi¢n es »] tiempo requerido para reducir en un

F0% la poblacibn microbiana(3).

Valores I y F.

Estos terminos son aplicados exclusivamente en la validacian
de procesos ¢e esterilizacidn por calor, ya sea himedo o secoll).
El vaior I s un factor dependiente de la temperatura medido en
grados, tambien es un coeficiente de temperatura de destruccibn
microbianall2), €1 wvalor I puede swr swsimplificado como la
temperaturs requerida para reducir eo un logaritmo el valor DU(3),

€1 wvalor F es definido como el tiempo en minutos para
producir un efecto eguivalente de esterilizacion(l)¢i2).

-]

Cuango se asume un valor de Z igual a 10 © y una temparatura de
o

121 C el valor F as escrito como Fol(J3) (12).



El valor de 7 i1gual a 10 £ es e! més utilirado para la destruccion

de esporas microbianas coa  vapor, basado en ooservacticnaes

experimentalas para Bagillus te

Que  es un

organisma altamente resistents al calor himedo.
Bl valor U es importante en Ia validacibn de los procesos de

estarilizacibn gor varias rarones(3r:

1.~ €% una expresidn cindtica especffics para teda microorganismo,

sujeta a un medio ambiente espec?fico y & wun agente esterilizante

o condiciones espec?fices. En otras palabras, o] valor D puede ser

afwctado por *

&. El tipo de microorganismo .

b. Lag caracteristicas v componentes del material a esterilizar.

c. La superiicie en la cual los microorganismos son expuestos.

d. Las condi:;anes el procesa.

2.~ El conocimiento del valor D a diferentes tesperaturas en el

procest Ue esterilizacidbn es necessrio para @l cilculo dsl  valor

ce 2,

3.- El valor D es usags en el cdloulo del valer F.

4,- Extrapolande el wvalor D de un mizreorganises gspeclfico  se

puede predezir el numero de reduccitones logarttmicas para  un

deterainado process.

El valor D g3 determinado exgerimentalmente por 2 metodos, !

de 13 curva de sobrevivencia y w1l de la fraccion negativa(ll {3,



Cuandos s# esterilizan materiales estables al calor, puede
enplearse ol enfoque de sobrematanza, en donde la preocupacion
principal es tener la esterilizacibn asegurada(i) (5),
Deude este punto de vista sp entiende que la letalidag es
suficiente en un ciclo de estegrilizacion paras proveer cuando menos
wn 10 EXP -6 de peobabilidad de sobrevivencias microbiana,
independi antenente del admerc de resistencia  al  calor, de los
microorgani smos gque existen en forma natural. Cuango esto  sucede
por 1o general se obtienen valores altos de Foll) (S,
Tambien es conveniente que e)l cicle proporcione un Fo que de por
resul tado cuando mENOS uNna redutcicen de microorgenismo de 12
logaritmos, teniendo un valer D ge 3 minutoill (5),

Un ciclo ce esterilizacicn nos dard por resultade una

12 24
reguccibn de 190 cusnge 0 = | minuto., Wna regduccibn de 10 &1
121 120

ta D = 0.5 vy una reguccisn de 10 %31 ia D = 0.1 minuto(S).

121 123

Cuando ¢ emplea w1l mbtodo de sobrematanza e wmihima la
necesidad de llevar a tabp estudios d¢ resistencia al calar husedso
a calculos de probabilivad de sobirevivertia relativos 2 los
microorgani smos de la biocarga del producto, ¥a que las
tondiciones de la esterlizacibn aseguran wuna probabilidad de
sobrevivencia de al menos § X !0-6¢11(5!.

Lae diferencia primordial en la validacicdn entre los ehfoques
de Probabilided de Soprevivencia v de Sobrematanza s Ja maners
romo se obtiens el procesd requerido de mfnima letalidad. Cuando

se emplea el enfogue de Probabilidad de Sobrevivencia, el valor



minimo de Fo reguerido se detarmine con hase al ndmero Y
resistencia de 1os sicroorganismos en €] productio.

Una ver hecna esta determinacibn, los estudios de velidacitn
=@ llevan a cabo para isvgurarse que el punto mhs frio dentrs  de
1a carga recibe »1 valor de Fo determirado.

Para geterminar 1os valores de Fo cuando se emplea el enfoque
de capacidad de sobranuertes N0 ¢ requirren datos de hipocarga ni
de resistencia al caleor. En su lugar, se sjustan pardmeiros del
ciclo para asegurarse Jue el punts mas frlo mn 2l patrbn de carga
recibe un Fo gue amegure cuands menos una reducszibn de 12
logariimes de microarganismos dque tengan us valor U Ze un minuto.

Qute tenerse er cuenta oue wl enfoque cde casacided oe
schranuerts no implica Que & reqguiera menor grecaucitn en la
prevenciba de 14 comtamiadacibn arcrobiara. Siguen siendo de
primordial importancia, o] control del medioc ambiente Jdursnte la
manufacturd y 8] seguiniento de las PAM (gue asegure barreras 4 1a

contaminacitn microbianal,

Hay varias definiciones del teraino Validacion de Frocesps, s
continuacibn mencionamcs slgunas:

&) Programa cestinado a sstabiacer evidencia documentads, gue
permita  asegurar con alto grado de confianze y teniendao en cuwnta
el estado del conrocimienta y el arte farmacdutico, qQue & traves de
un pProceso  especifico se obtiene O se obtendrl un  grodutto que
reuns todas lJas especificaciones vy atributos de calidag

preestableciges (7).



t) Comprobacidn de Que un proceso se desarrolla tal y como se
ha previsto para caca producte v de manera reproducitle a traves
de un plan experimental denominago perotocclo oe validacibn.

3 Comprobazibn v certificacibn formal vy sistematica 4de que
ur  proceso se realiza de tal manera que permite gque Tada produto
tehga la calidag diserada.

dr Evidencis documaentada, que estadblece gue un prosesc

realiza su propbseito, para lo cual fue creadolldr,

Estas son algunas o® las muchas definiciones Que se manejan

para @1 termine de valigacion cde procesos)

mhiwn & centinuacion

definiremos algunos terminos relacionados con la wvalid =n
general.

validacisn Congurrente: Evicencia dozumentada oue establece
gque ufn sisterma O proceso realizse su propdsito, basadc en
imfcrmacibn generaca durante la implementacibn gel sistems ©
proceso(14) .

Validgacion Prospestiva: Es la evidencia doCumentada realizada
artes de Que el Droducto salgs al mercazZe Que demuestre gue las
vperacicnes se encuentran Bajo control (aplicanle a nuevos
productos, reformulaciones © cambios de sauipc de proceso!) (1%5).

Validazibn retrospectivas Es la evidencia documentacda basada
en los datos acumul ados de produccidn, anslisis y control de aque
un producto ys en oistribucicn estd siends fabricado con
efectividad (La validacion retrospeZtiva no se puede aplicar a

equipos de processtiiS),



Protocolo de Validacidn: Documento de un plan prospectivo
experimental , que cuandc es llavado a cabo, es encaminadc a
producir evidencia documentada de qQue un proceso o Ssistema ha
sido validado(lé).

El proteso de esterilizacidn consiste en librar a cualguier
ocbieto, superficie o medio de todos los microorganisamos que los
contaminen vya sea en estado vegetativo o esporulado mediante la
remocidn o muerte(10}.

En el laboratorio de microbiclogfa se recurre a una variedad
de metodos para lograr este fin. Como bor wyemplo, la utilizacibn
de calor, ya sea s#co o humedo. Al preparsr medios e cultivo se
debe tomar en cuenta a los microorganismos que se hallam presentes
en las substancias y en la vidrieria empleadas para este
proposito. El medio preparade, por 10 tanto depe {finalmente
sujetarse a un proceso de esterilizacidn por medio de calor
humedo.

El programa de Validacidn comprende las sigusentes {ases:

1.- Calificacidn de documentacion.
2.- Caliticacicn del equipo.

3.- Calificacidn operational.

1.0 Calificacibn de Documentacibn.

La documentacion requerida durante la organizacion de la
validacion es una parte wserncial del trabajo.

Los principales documgntos a calificar son los procecimientos

de operacion, limpieza y mantenimiento, estos son sometidos a

10



conocimiento de los operadores y del personal involucrado en el
desarrcllo de 10% mismos, vy se avalua ®] contenide para determinar
que estk redactado correctamente y contenga toda la inéormacibn

necesaria,

2.~ Cali&i:{:ién de! equipo.

2.1 Calificacion de Instalaciones.- Es la verificacion
documentada de que todos los aspectos principales de 1a
instalacibn, se apegan a los cddiqQos apropiados, diseho autorizado
y recomendaciones del fapbricante(14d).

En esta parte de la validacion se debe verificear que las
instalaciones sean las adecusdas Y cumplan con las

especificaciones del diseme original (9.

2.2 Calibracitn de Instrumentos,

Conjunto de operaciones que tiene por finalidad determirar
los errores del instrumentc para medir y de ser necesario, otras
caracteristicas metrologicas, as? como ®#0 @ SU Caso ajuste
correspondiente,

Entre Jlos instrumentos que se deben calibrar se pusde tener:
el graficador, el ragistrador, la valvula de seguridad, los
termopares y @l registrador multipuntual, entre otros(9)(12),

La calibracion se debe efectuar con estandares certificados
por la Subdirmccien de Hetrologia caependiente de Ia D.G.N. La
calibracion debe reflejar la precisidn v exactitud del instrumento

en cuestibn,

11



3.0 Calificacivn Operacional,
Veriticacidn documentada de que un  sistena o subsistena

realiza su propdsito como sw desea, 'h un intervalo de operacian
aprobado{iay,

Les pruebas a desarrollar para verificar la calificacion
cperacional som las siguientess Dietribucibn de Calor, Penetracibn

de Calor y e} Biodesaéio.

3.1 Distribpucion de Calor.

Son sstudion para  verifizar 1a aceptabilidadd de un
recipiente que provee un medig de calentamiento uniformeil).

Los estudios de distribucion de calor incluyen 2 fases. La
primeras as la distribucion de calor sn camara vacra y la segundas

#6 la distriburidn dew calor en camare con cargaidl.

S.3.1 Distribucion de Calor en cdmara vacfa.

Como  xe menciond anteriormente, estos astudios sirven para
varsficar 1a capacidad del autoclave para distribuir de manera
uniforme #1 calor vy por fo tanto ls detsccibn de un punto ério o
xona ¥ria dentro de la camaras del esutoclave., El punto frioc es e}
sitio, el cual rwcibe menos calor respecto &4 los otros witjios
avaluados en un intervalo gefinido de tiempo,

La wri formidad aceptable de tempwratura dubera e
determinads por e} fapricante. Aungue por regls gqeneral la
unifogrmidad en la terperature purte considerarse sceptable si la
variacion es senor de < Iac de 12 temperatura owdia de 1a casmara

{17 43¢5,

1z



Eate estudia se asbe llevar al menacs por triplicadte ¢  para
dar seQuimiento a la temperatura de la cuamara s» utilizan
termopares tipo TV que son de cobre-constantanct!S), estos a2  su
ve: estdn conectados a un registrador multipuntual que d4 1a
lectura digital en grados centfgrados de cadas uno de los
TR AODares.

Para «] estudio se deben utilizar 2e 10 4 20 tarmopares
dependiendo del tamaeMo del autotlavel(1)(3). La colbcacibn de los
sismas responde a4 un arregla previamente definido en donde se
tratara de dar seguimiento 2 zonas poredeterminades del autoclave,
o la parte superior, inferior, anterios y pgosterior (1) (3).

Este estudio es asceptable si tres aseries o ciclos

consecutivDos %on reproducibles.

3.1.2 Distribucibn cde Calor #m Chmara Con carga.

Se cade respetar en este estudid 2] nUumers O termops-es y la
posicibe ce los mismos(i), As); mismd un patrbs de carga deve ser
osfinido, PEID CQuiere Zecir Que siemdre Se tratari de los tismos
materiales rn la& misma posicibn v #a 1A misma cantidad.

Este estudio se hace con la finalicdss de ve~ ¢! efpcto de la
carga en #) ounts $ric v estC s muy importante, ya Que #n los
estudios Or penstracion de calor se da selulmients 21 sateraal que
se localiza en el punto $rio obtenigatlis (3.

Er eatos estudios oS¢ Jistridocidn de falor 1os termopares  no
Asben estar en contacts zen suserficies sblicas ini Cel autoclave

n: del material e la cargalfl)(3y,



3.2 Penetracibn de Calor.

Esta e% la parte mds cr?tica de la validacion, ya que los
astudios de penmtracicon de calor se llevan a cabc para asEgurarse
que wl sitio mids frfo dentro del patron de carga estard expuesto
consistentemente 4 la suficiente letalidad por calor, wl punto
mas  fric es el que previamente se determina dJde los estudics de
distribucion de calor(J).

En weste estudic los termopares son colocados sn el interior del
recipientes Jlocalizado en la zona friafllodr, Los cdatos de

temperatura obtenidos de los termopares rcermiten calcular la

letalidad y el valor de Fo, donde Fo es definido como el tiempo
©
equivalente a 121 C pars proporcionar la letalicac acdecuada
o

con fines de esterilizacibn, utilizando un valor ce Z de 10 C.
La Letalidad Ly pusde ser determinada de los datos de
temperatura obtenicdos cde los estudios ce penetracibn de calor(l).
Los Odatos de tamperatura son convertidos por la siQuiente
formulall)s
(To - Th?
To - T® e mmmm———
=1 —mm—e———— k4
L = log z - 10
Donde;
To = Temperatura dentro del recipiente © contensdor de
gsrusba.

o
T = Temperatura cel proceso (121.1 ©C)



I = Temperatura requerida para cambiar el valor de D por un
factor ce 10.

L = Letaliidad.

Se determima posteriormente el Fo integramdo las proporciones

de letalidad a traves del proceso de calentamiento.

Fo = 10 dt

Donde §
t = Intervalo de tiempo entre las mediciones de temperatura.

T = Temperatura registrada al tiempo t en gracdos centigrados.

Como se mencionb al principio, e}l enfoque con el cual se

valida el proceso, es el de sobrecapacidad de muerte cuyo atributo

os ¢l de reducir en 12 logaritmos la poblacibn microbiana.

15



3.3 Bicdesafio.

El desaffo bioldgico #s empleado para demostrar el grado de
letalidad suministrado por @1 ciclo de esterilizaciodn(i}., Para
aste propbsito, s@ utilizan indicadores biolbgicos certificados
que se adquieren en el mercado, & continuacibn mencionamos algunas
marcass
a) Dup-Spore (Indicater to determine efficiency steam
sterjlization):

Organismos: Barcillus ctearothermophilus 7.3 x 10
Bacillus subtilis 3.7 x 105
b} Sterikon s Drganismos
Bacillus astearothermophilus Conc., 2 x lO:s
c) Proof-plus s Orgamismos |
4

Bacillus stesrothermophilus Conc. 1.6 x 10

&
Bacillus suptilis Conc, 2.1 x 10

El microorqanismo utilizado mas frecuentemente para desafiar

wl proceso de esterilizacion con vapor, ®ms Bacilluw

sk

humedo.

En este trabajo se valida el procesc de esterlizacion con
vapor para medios de cultivo utilizando el enfoque de capacidad de
sobremuerte, vl tual es empleado cuando el material puwde soportar
el tratamiento al calor sin sufrir efectos adversos. £l empleo del
enfoque de sobrematanza proporcionare la seguridad de un l;b de

probabilidad de sobrevivencia independj entemente de la carga

microbiana v de la resistencia al calor de la misma.



I111. PUANTEANIENTO DEL. MROELEM

En la Industria Farmaceéutica hay problemas de calidag
y entre las fuentes gque 1os zausan podemds citar a los procesos,
al personal, a las materias primas, &l material de empague tanto
primario como secundario.

Por 1o tanto, s necesario que la Industria Farmacdutica
controle sus procesas, al personal, las materias primas y defina
las caracter?laticas de todos sus insumps para GQue se los haga
saber a sus provegdores y estos suministren materiales con
especificacicnes preestablecidas que aseguren la elaboracitin de un
groducto con la calidad requerida.

Para controlar todos estos aspectics s@ hate necesaric evaluar
su confiabijidad mediante la validacibn.

Validar un proceso s tenerlo bajo control, y no solamente a
wste $in0 ademds evaluar la confiabilidad del persenal, de los
proveedores ce@ insumgs, de jos servicios, de las instalaciones, de
los metodos analiiicos, entre otros.

Despuds oe haber concluifdo su svaluacidn, s@ podran detectar
aguellas fuentes no confiables, para realizar las acciones
correctivas nNecesarias y poder asegurar la calidad requerida del

producto.



€n un laboratorioc cde microbioiogla, uf Proceso qQue permite
trabajar con materiales e tnsumos confiables en una gran  wvariecad
de pruebas micropioldgicas {pruetba cde ester:ilicdad, cuenta
microbiolegica, etz.) es la esterilizac:on por calor humedo va que
s® reqQuiere Que 1os materiajles, reactivos tengan el atriouto de
esterilidad, comoc en el caso de los medics de qultive.

El preserte trabajc se cesarrcolla para la valigacion qe un

proceso de esterilizacibn Con vapor para medics e Cultivo.



V. QBICTIVOR

Con el fin de establecer que ®] material a ester:lizar esta
expuesto consistentemente a la suficiente letalidad por calor
durante el procesc, se plantean los siguientes objetivos:

- Determinar la aceptabilidad del autoclave para gue provea  una
gistribucidn del calor uniforme.

- Determinar el punto mds €rfo del autoclave, para gue en el mismc
e provea la letalidad mInima para asegurar una reduccion de
cuando menos 17 logarftmos en la poblacion microbiana,

- Determinar la reproducibilidad del ciclo de esterilizacidn para
AS®QuUrar que los materiales a tratar recibiran consistentemente el

tratamiento ce calor especificaso.

V. HIPOTESIS

Al validar el proceso de esterilizac:dn con vapor, se reunird

las congici onew necesarias de confiabilidad para
-4

asegurar un nivel de esterilidad de al menos 1 X 10 tal nEnos

un micreoorganismo de un milldn sobrevival.
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Vi. EQUIPO v MATERIAL

- Termopares tipe “TY Ce cobre=- constantans con aislamiento

o
Xepton—mM para temperatura mixima de 300 (.

- Huestreador multiparametiro marca &zonix mMoo. Scanner plus Mo, de

serie S51223-823& con 20 canales ce entrada para temperatura.

= Imprestra ce -abera tRrmica marca Azronix Mod, ATOJS5 No. de serie

FF13I3T7.
=~ Masking tape.
-~ Desarmacor planc.
~ Pinzas de punta.

- Autoclava Oe esterilizacien horizontal marca Tanaues Garza S$.A.

modelo s/n, No. Ce serie &/n,, clave 11-6544.

- Ampoileta ce 2 ml. con  @SpOraw ce

n = aprox., 1 000 esporas por ml
¥ = 14 a 15 minutos.

121
-

o
b4 Aproximadamente ge 4 C.

D = 3+1 minuto.

121
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- Tiras de esporas marca Duo-spore con las siguientes
especificacionens:

7.4 X 10 wesporas de Bacillus stearothermophilus.

-]
3.7 X 10 esporas de B,

F = 15 minutos.
121

- Medios de Cultivo:
2) Agar No. ! para antibioticos.
b) Medio ligquido de tinqlicolatu:
c} Caldo lactosa. i
d) Caldo de soya tripticaseina.

®) Peptona de caseina.

21



2z

DIAGRAMA DE FLUJO

ELABORACION DE
DOCUMENTACION

CALIFICACION
OPERACIONAL

[
I | |

DISTRIBUCION PENETRACION BIODESAFIO
DE CALOR CE CALOR
CAMARA CAMARA CETERMINACION INACTIVACION
YACIA CON CARGA DEL Fo DEL BIOINDICADOR




Vil FETODOS

1.~ PROCEDINRIENTU DE DFERACION DEL nu'rm.me.'

TITULO. PROCEDIMIENTD DE ORERACION DEL AUTOCLAVE DE CONTROL D

CALIDAD.

PROPOSITO. Lievar a cabo un proceso de esterilizacidn adecuado
para obtener un products gue cumpla con las especificaciones de

Control de Calidad.

RESPONSABILIDAD. E1 Jefe del Departamento de Microbiologla es

responsable de que se cumpla el presente procedimiento.

PERIBDICIDAD. El presente procedimiento se debera lievar & cabo
cuandc se vaya a esterilizar algun groducto, ya sea material de

trabaso o medios ce cultivo,

InsTRUCCIONES: L Y
GQDB
Ol

7
a

DESAGUE DE CONDENSaDa © C
L‘D‘+" M
B A
FIGURA No. 1
ESQUEMA DE LOS COMPONENTES
DEL. AUTOCLAVE
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A = Vdlvula de compuerta. 1. Vdalvula dr

B = Filtro de aire.

llegada de

vapor.

€ = Regulador de aire. 2. Valvula de globo de paso
D = Graficador y controlador. del vapor de 1",

€ = vdlvula Hidroneumdtica. 3. valvula de giobo paso 1.
F = Trampa de condensados. 4. vdlvula de Qlobo paso 31v.
G = Camara de esterilizacibn. S. Valvula de globo pasc 1",
H = Termbmetro de mercurio. 6. valvula de globo.

1 = Termbmetro bimetslico. 7. Valvula de mariposa.

J = Manbmetro. B. Valula de seguridad.

K = Tuberia de condensados. ¥. Filtro de Vapor.

L = Tuberia de venteo,

M = Tuberfa de aire comprimtdo.

1. Antes de iniciar la operacion asegurarse gue wste limpio el

autoclave.

2. Verificar gque la entrada cde aire comprimido wses
b 20 libras/pulgada? indicads en sl manbmetro que se
el cartbgrafo Taylor.

3. Colocar una grafica No. OP 129 con graduacibn de
registrar en ella lo siguiente:

a) Numero consecutivo de la carta y fecha de inicio.

de 1.4 Kg/em2

entuentra gn

o
50 4 160 C vy

b) S5i se esteriliza medios dw cultivo, <clave de cada unc de ellos

y nUmero de lgte de los mismos.

24



&} Fecha de esterilizacibn y numerc de cargé.

d) Si we esterilizan material limpig, indicar su uso,

®) Indicer si es material sucio.

4. Fijar la temperatura deseada del proceso, moviendo la perilla
roja Que se encuentra en el cartografic Taylor para control de
temperatura.

S. Cargar s! autoclave con el material a esterilizar ut:ilizando la

siguiente distribucibn Qe carga, como io 1ndica la Fig. No. 2.

G

0]0][0]
"l1o][0[9)
Oo][0]
ol[ol (0]
«| (9] 0] (0]
| [©o][9]

POSICIONES DE LA CARGA: A, By C.

FIGURA No. 2
DISTRIBUCION DE LA CARGA
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4, Corrar la puerta verificando que todos 10s opresores hagan buen
cierre, haciwndolo simpre en cruz.

7. Abrir la llave No, 1 para alimentar de vapor al autoclave.
Tener abigrtas las llaves 2 y 3 ; la 4 siempre debe permanecer
cerreda.

8. Abrir la vdlvulse S y 7 para purgar ®l autoclave,

?. Cuandoc se llegue a los 100 OC cerrar la valvula No, 3,

10. Cuando se vea wn la salida or la valvula No, 7 un flujo
contitnuo de vapor, cerrarla.

15, Dwjar corrar wl ciclo de esterilizaciocn el tiempo
preestablecido de 135 minutos.

12. Una ver terminado e} ciclo de esterilizacidn, cerrar las
vaivulas 1, 2 v 3.

13. Abrir la vdlvula No. 7 para guitar la presipn de vapor.

14. Uma vz que ! mandmetro (i) margue 0.0 Kg/cm2Z de presidn,
abrir la velvula No. 5.

15. abrir la pusrta y sacsr la carqga gue se esterilizd.

PRECAUC T ONES

~ Por ningun motivo abrir la puerta Oel autoclave cuando esta este

funcionandn, ya que hay un grave peligro de EXPLOSION,

~ Cuando l1a vhlvula de seguridad se abra, inmadiatamente cerrar
las dos «vdlvulas de paso del vapor 1l vy 2 vy abrir répidamente
las vilvulas de purga del aire 7 y del condensador s .

Posteriorments notificar al responsable del draez de lo sucedido.
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2.~ DIBSTRIBUCION DE CALON EN AUTOLLAVE EN CRWAAR VACIA.

TITULD., DISTRIBUCION DE CALOR EN AUTDCLAVE EN CaMaRA vaClA.,

PROPOSITO. Determinar la capacidad del autoclave para distribuir
de manera homogdnea el calor en cdmara vacla. Localizar el punto

frfo del autoclave. Determinar si el procesc es reproducible.

EQUIPO.
= Monitor multipardmetros Marca Azenix Medelo Plus Clave CAL-030
termopares tipo "T”, marca Kaye.

- Cinta adhesiva resistents al calor del proceso.

PROCEDIMIENTO.

1.~ Colocar i8¢ cermopares con 4yuda cr una cinta adhesiva,
teniendo precaucidn de que las puntas os los termopares no hagan
contacto con cualauier supsrficie, como sa@ indica en la figura 3.
2.~ Iniciar el ciclo de esterilizacibn y registrar 1a temperatura

cada minuto, de todos los termopares,

Realizar 2 ciclos mds de manera independiente, bajo las mismas

condiciones de operacibn,

27



CRITERIDS DE ACEPTACIDN.

1.~ La amplitud entre la temperatura de! punio frifo vy la
0
temparatura promedio, no  debe excedwr en 1.5 C.

28



FIGURA No. 3

LOCALIZACION Y DISTRIBUCION
DE LOS TERMOPARES
EN CAMARA VACIA
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3. DISTRIBUCION DE CALOR EX AUTOCLAVE CON CARBA.
TITULOD. DISTRIBYCLON DE CALOR EN AYTOCLA

PROPOSITO. Determinar la capacidad del equipo para distribuir el
calor en cCcamara Ccon Carga vy determinar su efecto en la

localizacibn del puntao fric.

EQUIPO.
- Monitor multipardmetros Marca Rronix modelo Plus Clave CAL-030
termopares tipo “T", marca kaye.

~Cinta achesiva resistente al calor del! proceso.

PROCEDIMIENTO,

1.- Colocar 30 termopares con ayuda de una cinta adhesiva,
teniendo precaucibn que la punta de los termopares no haga
contacto com ninguna superficie; cocmo se indica en la figura 4.
2,- Iniciar wl ciclo de esterilizacibn y registrar la temperatura

cada minuto, d¥ todos los termopares.

Realizar 2Z ciclos mds de manera independiente, bajo las mismas

congiciones ce operacibn.
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CRITERIOS DE ACEPTACION.

1.~ La amplitud entre 14 temperatura del! punto #rfo y la

o
temperatura promedio, No debe exceder en 2 C.
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FIGURA No. 4

LOCALIZACION Y DISTRIBUCION
DE LOS TERMOPARES
EN CAMARA CON CARGA.
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4. PEMETRACION DE CALOR.

PROPOSITO. Determinar el tiempo de muerte térmica en los lugares
de menor temperatura, establecidos por los estudios de

distribucion de calor.

EQUIPO.

- Monitor multipardmetros marca Pzonix, modelo Plus clave CAL-030.
- Termopares tipo "T”, marca Kaye.

- Cinta adhesiva resistents al calor.

- HBotellas con medio de cultivo para esterilizar.

PROCEDIMIENTO.
1.- Colocar 5 termopares en las posiciones cue muestra la figura
S. L& punta ce 10s termopares debe hacer contacto con el material
a esterjlizar.
2.- Iniciar ] ciclo de esterilizacidn y registrar la temperatura

cada minuto, de todos los termopares .

Realizar dos corridas més de manera independiente.

CRITERIDS DE ACEFPTACIDN.

- Fo no menor 8 12 minutos calculado en @1 punto frio.
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No. DEL TERMOPAR

[O}[clfall [o][o)[d)
@%@ @ @ 4 128
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@
[ / [\\ POSICIONES
4 5 1 2 3 VISTA FRONTAL

No. DEL TERMOPAR
VISTA SUPERIOR

FIGURA No. 5

LOCALIZACION Y DISTRIBUCION DE LOS
TERMOPARES, EN PENETRACION DE CALOR.
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oL B0 No. DEL TERMOPAR
BB QR C .

QOIpIG) BT J L
[\ [l e
| @@@ , |
/ / T\ POSICICNES
4 5 1 2 3 VISTA FRONTAL
No. DEL TERMOPAR

VISTA SUPERIOR

FIGURA No. §

LOCALIZACION Y DISTRIBUCION DE LOS
TERMOPARES, EN PENETRACION DE CALOR,



3. RIGUEWIO

PROPOSITO. Determinar la ctapacidac del proceso para la

tnactivacibn o muerte ce las ®spOras de los bioindicadores.

EQUIPO ¥ MATERIAL,

- Sterikon.~ Ampolleta de 2 ml conteniendo aproximadamente 1000

esgoras por  ml deBacillus stesrothermophilus, Fo de {4 a 15
o
min. I aproximadoc de 4 C.

- Duo-spore.- tira impregnada cde esporas con ¢

7.4 x 10 de esporas de Bacillus stearothermophilus y
&
3.7 » 10 de esporas de Bag

Fo de 13 minutos.

PROCEDIMIENTOD.

1.~ Colocar una ampolleta de sterikon y una tira de duo-spore an
el punto ¢frio, previamente determinado por 1ps estudios de
distribucion de calor.

2.~ Correr el ciclo de esterilizacion.

3.~ Al terminar el ciclo incubar la ampolleta de sterikon a 5S°C
durante dos cofas, vy la tira de duo-spore incubarla en caldo da

-]
sOya tripticasa por 7 dlas a S5 C.
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CRITERIOS DE ACEPTACION
-La ampolleta de sterikon no debe sufrir ningdn cambdic en su
aspecto flsicc, despuks del periodo de incubacibn,

-~ La tira de duo-spore, No debe observarse crecimiento en el medic

de cultivo despues del periodo de imcubacian
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VIII.REER.TAROOE Y DISCLUCION

1. CALIBRACION DE IRSTRUMENTOS.

1.1 Manometro:

Descripridn del Instrumento a calibrar:
Nombre: Mandmetro Clave: MARQDOT Tipws: Bpurdon
Marca: Metrbn

lntervalo de: 0 a 7 en divisiones ce O.1

Unidades: Kg/cm2 Exact:ituc:+ 0.1

Patrbn de referencia:

Nombret HManometro

Numero de certificado: MID789
Numero de series 044382
Marca: USG

LImite de aceptacion: *+ 0.135 Kg/cm2.

Resul tados

Lectura Error
Refwrencia Ascenso Dwscenso Promedio Difwrencia Absoluto
< [+] [¢] Q ] (s}
1 1 1 1 < [}
2 1.96 1.97 1.96 + 0.08 + 0.048
3 2.59 2.98 2.%8 + 0.02 + 0.02
a 3.93 3.93 3.93 + 0.07 + 0,07
3 4.93 4.93 4.93 + 0.07 + 9.07
& 3.97 5.97 5.97 + 0.03 + 0.03
7 6,95 5.95 5.9 + 0.08 - 0,03

Dictamen: Aprobado
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1.2 Termbmetro.
Descripcion del Instrumentso a calibrar:
Nomtire: Termémetro bimetdlicc Clave: TEROIS Tipo) Bimetalico

Marca: Tel-Tru

< [+
Intervalo de: O a 150 C en divisiones de 1 C
c o
Unidaces: c Exactitudi> | C
Patrbn de referenciai
Nompre: Marco de termometros
Numero de certificado:s TE-130-89
Nimerc de serie: M4a4121
Marcar Ertco ARTHOAD
o
Limite de aceptacidbn =+ 1 C
Resul tados
Lecturae
Referencia T: T2 Promedio Diferencia
] -] o o ]
C < c c c
0.0 0.0 Q.0 ©.0 ©.0
?1.2 §0.9% 1.0 RC.7 0.5
121.2 120.0 120.5 120.2 1.0
140.0 140.0 140.0 140.0 0.0

Dictamen: Aprobado
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2. DISTRIBUCION DE CALOR EN CRrviid WaCIA

2.1 Pri;
Las congiciones de goperacisn del eauipo fueron las

siguisntes:

- Temperatura de tradbaso 121-'-=C.

- Tiempo de esterilizacion 1S minutos.

- Presibn de trabaio 1.85 Kgroe2,

En el Cuagrec ! se orse~van los resultados de la primera
corrida dorcde se muestra l4 temperatura promedic, PN cada tiempo
de registro  as? coms  la temperatura minima registrada y la
amglitucd entre estos datos; al final gel cuadrc se Tuesica a2

temperatura promedio &% LOoCD el pProceso.

=
Tiempo Terperatura ( C} Temgeratura amslitus

- o rinima o

x c c
b 124,05 123.80 0.26
2 12403 123.80 0.3}
3 123.23 124,00 0.2%
& 124,34 124,00 0.3%
S 125,34 124.00 J.34
& 124.80 124.10 G.30
7 124.24 124,00 Q.25
e 124,17 1Z23.99 0. 27
g 128.2 124.00 0.22
10 124,37 124.:0 0.27
13 122.38 124.20 0.18
12 124.38 125,20 o.1E
i 123,22 123.00 0.2¢
14 1240 123.5¢ .23
18 124.00 123.80 Q.20

hi]



En el cuadrc 2 se muestran las lecturas de las ‘temperaturas
minima y mavima en cada tiempo de registro asi come el termopar
que la registra; tambibn la ampl:ituZ de estos termopares en  cada

uno de los tiempos registrados del prcezesc.

Cuagro 2
Tiempc Tenpe- Termo- Tempe- Terme— Amplitud
ratura  Dar ratura car
=3 o -]
C C C
minima No mixima No

1 123.8 H 124,32 1¢ 0.460
2 123.8 1 124.5 10 0. 7C
3 124.0 H 124.5 5 0.50
4 124.0 1 128.7 10 C.70
5 125.0 1 124. 5 7 8. &0
L} 12801 1 124.7 10 0. 60
7 126.0 1 124.8 1 Q. &0
8 123.9 1 126,35 7 Q.60
< 124.¢C H 124.5 10 0. 50
10 124, 2 124.7 i0 0.560
11 124.2 1 128, 6 k4 3,40
12 124.2 2 124.7 7 ©.50
13 128,90 ) 125.5 7 0.5¢
14 123.% 2 12&4.35 7 0.40
15 123.8 1 128.¢& 10 O. 30

A Eontinuacibn se irforma de los resultados que nos permiten
definir si la corrida fue satisfactoriai

-]
- Temperatura maxims durante wl procesc 124.7 C.

-]

- Temperatura minima durante el proceso 123.8 C.
]

- Ampl:itug maxima entre los termopares 0.9 C.

40



- Amplituy mdxima entre la temperatura promedio de todo el proceso
=

y la temperatura minima 0.48 C.

Todos los resultados obtenidos estidn centro de los criterios de

aceptacibn,

Con lpos datos Jdel cuadro 2 se construygd la grdfica L, para

cbservar al! perfil termico maximo y mlnimo del process.
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tas condiciones de oreracion d#l equipo fueron las
siguisnles:
o
- Temperatura ce trabajo 124 C.

- Tiempo de esterilizacion 15 minutos.

- Presibn dv trabajo 1,65 Kg/cm2.

En #i Cuadrc 3 se observan los resultados cde la segunda corrida
donde® se Mmuestra la temperatura promedio, =®n cada tiempc de
registro as? comc la temperatura minima registraca v l1a ampiitud
enire estos datos, ai final del cuadro se muesira la temperatura

promedic de tOCo @1 process.

Cuadro 3
=]
Tiwmpo Temperatura ( O} Terperatura Amplitud
- C minima [~}
X € c
1 123.73 123.50 0.29
2 124.00 123.70 0.30
3 124,09 123.80 0.29
4 124.21 123.80 0. 41
S 124,30 123.90 ©.4a0
& 124,24 123.%90 0.3a
7 124.22 123.%0 0.32
8 124,28 124,00 0.28
e 124,42 124,10 0.32
10 124.43 124.10 0.33
11 124,30 124,00 0.30
12 124.21 123,90 0.31
13 124,10 123.80 C.30
14 123.99 123.70 0.29
15 123, 70 123,60 0.30
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En @] cuadrc 4 se muwstiran las lecturas de las

temperaturas

minima y maxima en cada tiempo Ce regitro asi como el termopar gque

la registra, tampiw” la amplitud U@ e@stos termcpares en cada

de los tiempos registrados durante todo el proceso.

Cuadrs 4
Tiempo Tempe- Termc- Tempe- Termo- fAmplitud
ratura par raturea par
] = -]
C c c
minima No maxime No
1 123.5 1 124.1 10 0.&0
2 123.7 H 124.3 10 C. 60
3 123.8 1 1238, 4 10 0.80
4 123.8 : 124,95 10 Q.70
5 123.9 . 124,.& 10 0.70
& 123.%9 1 124.5 2 0. &0
7 123.7 1 124,985 B 0.&60
8 124.0 4 124.,5 8 0.50
¢ 124.1 i 128.7 9 0.50
10 1241 i 124.7 ? .40
13 124.0 1 128.6 L 0.8&0
12 123.9 4 124.5 a 0. 60
13 123.8 4 12a.3 g 0.50
14 123.7 4 124.2 B8 0.50
15 123.6 4 124,14 8 0.%0

una

A continuacidn se informa de los resultados que Nos permiten

definir si la corrida fue satisfactoria.
- Temperatura maxima durante @l procesc
- Temperatura minima duranie @] proceso

~ Amplitud mexima entre 1O termopares

44
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~ Amplitud mdxima entre la temperatura promedioc del process v la
temparatura minima 0.6&05.

Todos los resultados obteridos estdn dentro de los criter:os de
aceptacibn,

Con los datos del ctuadro & s@ construyd la grdfica 2 para chservar

el perfil tbrmico maximp y minima del proctesd.
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Las condicicnes ce operacion del e
siguientes:
o
- Temperatura de trabajo 123 C.

- Tiempo de wsterilizacidn 15 aminutos.

-~ Prasibn de trabajo 1.63 Kg/cm2.

En el cuadro S se obSservin los resultados d
donde se muestra la temperatura promedio,
registro asf como la temperatura minima regis
entre estos datos, al final del cuadro se mup

promedic de tcdo el proceso.

quipo fueron las

e la tercera corrida
en cada tiempo de
trada v 1la amplitud

stra la temperatura

Cuagro S
o
Tiempo Temparatura ( O) Temperatura Amplitud

- o minima a

X c c
b3 125.23 124.00 0.23
2 124,71 124.50 0.21
3 124,35 124,30 0.25
L 124.5) 125,30 0.21
S 124.48B 124.20 .28
& 123.57 124,30 0.27
7 124.65 124,40 Q.25
|8 124.73 124.50 0.23
9 124.42 124,20 .22
10 124.20 124.00 0.20
11 124.08 124,80 0.72
12 124.04 123.80 0.21
13 123.95 123.80 0.15
14 123.83 123.70 .13
15 123.78 123.60 0.16

X = 124,31
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En

minima

el cuadro 5 s muestran las lecturas de las

Y

maxima en cada tiempe de registro asi como el

que la registra, tambien la amplitud de #sics termcpares

ung de los tiempos registrados durante todo el procesc.

temperaturas

termopar

en cacda

Cuasdro &
Tiempo Temge- Termo- Temoe- Termo- Amplitud
ratura par ratura par
a o o
. C c c
minima Ne Mmaxina No
1 124.0 3 124.6 7 .60
2 124,95 3 125.0 7 0.30
3 124.3 3 124.8 8 .50
4 124.3 3 124,58 7 0.50
S 124.2 3 124.7 7 Q.50
-] 1248,3 3 124.9 2 0.50
7 124.4 3 1248.% 7 0.50
8 124.5 3 125.90 7 0.50
g 124.2 3 124.6 7 Q.80
10 124.0 3 124.¢6 7 Q. 60
11 123.8 3 124.% 7 ©.70
12 123.8 3 124,32 7 Q.60
13 123.8 2 124.5 T 0.70
14 123.7 2 124,32 7 0. &0
15 123.4 3 124.2 7 D.80

R

continuacion se informa de 1os resultados que nes

determinan ®i la corrida fue satisfactoria:

-3
-~ Temperatura maxima durante el proceso 125.0 C.

a
~ Temperatura minima durante el proceso 123.6 C.

o

- Amplitucd mUxima entre 1os termopares 1.4 C,

4B



- Amplitud maexima entre la temperatura gromedic de todec el process

-}
y la temperatura mimima ©.71 .

JTocos los resultadsos obrenidos estds dentre Jde los
aceptacibn.
Con ios Jatos cdel cuadre & se construys la grdfice I

el perfil termicc max:me y minimo del procesc

49
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R continuacivn se muestra en el cuadro 7 los resultacos

obtenidos de las tres corridas de distribucion de calor en camara

vaciat
Cuadre 7

Corrida Primera Segunda Tercera
Temperatiura mayor =] o ©
durante el proceso 124,77 C 124,77 C 128.0 C
Termopar. 10 ? 7
Temperatura menor o o [~}
durante el proceso 123.8 © 123.5 C 123.6 C
Termopar 1 1 3
Amplitud maxima o o o
entre los terms- 0.8 C 1.2 ¢C 1.4 C
pares
Amplitud maxima =] o o
il de 0,88 C 0.65 C 0.71 C

X = T minima

Ce acuerdo a los resultados obtenidos el punto frio se
localiza eon la posicitn del termopar 1| y la amplitud cobtenida de
la temperatura promedio de todo el procest respecto a la
temperatura minima en cada torrida esthk dentro de los criterios
de aceptacidbng tambibn la amplitud maxima obtenida entre los

termopares esth dentro de los criterios de aceptacibn.
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A continuacisn se muestra

temperaturas promedic por termopar,

en gl

cuadro B los datos

de las

obtenidas en las tres corridas

para efectuar]e un analizsizs de la varianza v ver la
reprogucibilicad de la disteribucidn de caloss del proceso de
esterilizacibn.
Cuadro 8
corrida
1 2 3
-
xt &
1 124.00 123.84
2 123.04 124,21
3 124,12 124,05
< 124.10 123,92
5 124.21 124,00
& 122,1°% 124.24
7 124.29 124.07
g 124,38 124.34
e 123,12 124,348
10 124,33 125.30 124,19
Resultacdos del! anklisis da la varianza.
Fuente de Suma de Grados de Media de F F
variacitn cuadradgos libertad cuadrados calculada tablas
Entre «01 .08
corridas .1412 2 .0704 2.88 5.49 3.35
Dentro e
corridas . 6723 27 . 0249
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La zona de sceptacicn esta definida por la F de teazlas con  una

confianza del 1 ¢ 5 por ciento, @] resultaoc obtenido ce la F

calculada es Oe Z.84 gue ws menor 3 lus resultados obtenidos  en

tablas.

Los resuitados obienidos demuestras que la temperatura en law

tres carridas es recrodutitie.



3. DISTRIBUCION DE OROR EN CAAA (N CARER
3.t Primera corrida.
Las condi ciones de oOperacidn del eQuipo fumron las
Siguisnten:
o
- Temperatura ce trabajo 124 C.

- Tiempo ce estertlizacian 15 mnutos.

- Prexibn de trabayo 1.65 Kgsom2.

En el cuagro 9 se observan 1os resultados de la primera
corrigd4 gonde se nuerstra la temperatura promedico, a0 cads tiempo
de regiutro asf ctomo l& temperatura eofinima registraga vy la
Amplitud entre estos datosy &l fina)l del cuadre se mumstra l1a

temperatura pronedioc de todo el proceso.

Cuadro @
o
Tiempo Temperatura ( O) Temperatura Amplitus
- o minima )
X c o

1 125,19 124.80 Q.39
2 123.44 122.60 0.B&

3 123,24 122.50 .74

4 123.70 123.20 0.%0

S 128,395 123.70 C.53 R
b 124,47 123.90 0.57

7 124,386 123.%0 Q.44

8 124.31% 123.80 ©.51

¥ 124, 2% 123.8¢ Q.47
0 124.30 123.%0 0.4&0
11 124,35 123.90 0.8%
12 124, 4% 124.00 O.45
13 124,62 124.20 Q.42
18 124.73 124,30 0,43
15 124.51 124.10 0.41

)y

= 124,30

e



En el tuadrc 10 se nuestran las lecturas ce las temperatoras

mifnima vy eBxima en cada tiempo de registro as!l como el ter mopar

que Ja registra:z tambien la amplitus de esios termopares en cada

uno de los tiempos registrados durante toda el procesa.

Cuadra 10
Tiempo Tempe-~ Terms~ Tempe- Termo~ Amplitug
raturs par ratura par
o o o
c c c
mPnina No mduima No
1 124.8 2 125.8 8 1.00
2 122.0 2 124,1 B 1.50
3 122.5 2 123.8 e 1.4¢
4 123.2 2 124.3 8 1.10
S5 123.3 2 12%5.2 7 t.30
& 123.9 2 125.1 2 1.2
T 123. % 2 125.0 8 1.10
8 123.8 2 128.¢ v 1.20
? 123.8 4 125.0 B8 1.20
10 123.% 2 125.0 g 1,10
11 123.%9 2 125.0 7 1.10
12 124.0 2 125.2 1c 1.20
13 124.2 2 125.3 1Q 1.310
145 124.3 S 135.3 ? 1,00
13 124,11 -3 12%.2 7 .10

A crontinuacidbn se informa de los resultados gue Aos peraiten
determiner i la corrida fUue satisfactocial
~ Temperatura mixima durante el process lZS.SDC.
~ Temperiturs «inrims durante ¢l proceso !22.5°C.

°
- Amplitugd =axima entre 105 termopares 3.3 C.

5%



- Amplitud midxima entre l& temperatura promedic de todo el proceso
o
y la temperatura minima 1.80 C.

Todos los resdltados otbtenicos estdn dentrc e 10s criterios  de

aceptacibn.

Con los datos del cuadro 10 se construyd la grdfica 3 opara

otservar el perfil termico masimo y minimo del proceso.
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Las congiciones de operacisn del! eguipo fueron las
Siguientes:
o
- Temperatura de trabajo 124 C.

~ Tiempo de esterilizecicn !5 minutos.

- Presibr de trabajo 1.465 Kg/cm2,

En el cuadro 11 se observan los resultados de la segunda
corrida donde se muestra la temperatura promedio, en caga tiempo
de registro asf como la temperatura minima registrada vy la
amplitud entre estos datos; al fincal Cdel cuadro s@ muestra la

temperaturd promecdio de todo el proceso.

o
Tiempo Temperatura { 0} Temperatura Amplitud
- o minima o
X c c
1 123.74 123.350 0.23
2 123.%0 123.70 0.20
3 123.94& 123.70 0.2&
4 124.00 123.80 0. 20
5 124,11 123.50 1.2%
& 124.03 123.80 0.23
7 124.05 123.80 0.25
B8 124.04 123.80 0.28
g 124.0% 123.8¢ C.26
10 128,12 123.80 0.32
11 124,03 123.7¢ 0.33
12 123.83 123,30 0.33
13 123,64 123.30 0.34
13 123.40 123.00 0.40
13 123.22 122.80 0.42
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En el cuadrp 12 s® muestran las lecturas de las temperaturas

minima y maxima en cada tiewpo de registro ast conc el

sermopar

que la registra, tambibn la amplitud e estos termnopares en cads

wne ge los tiempos registrados durante todo el ogrccess.

1 123.8 2 1253.1 7 C.60
k4 123.7 2 124, 3 7 Q.60
3 123.7 2 124.3 7 0,560
4 123.82 rs 124.3 10 0,50
5 123.9 2 123.5 7 0.460
& 123.8 2 124,48 7 0.60Q
7 123.8 2 123.4 10 0.60
g8 123.8 i 124. 4 7 Q.60
? 123.8 % 124. 43 7 0.460
10 123.8 4 124,95 7 C.70
1! 123.7 a 124.2 7 0.7Q
12 123.5 4 124.2 7 .70
i 123.3 2 124.0 7 0.70
14 123.0 - i23.8 7 0.80
1S 122.8 2 123.& 7 0. 80

A continuacibn se infcrma cde los resultados que nos
determinar si la corrids fue satisfactoria:
~ Temperatur-s maxima durante el proceso 124.5°C.
- Temperatura minima gurante ®l proceso 122.EGC.

-]
- Amplitud mexima entre los termopares 1.7 C.

59
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- Amplitud mdxima entre la temperatura promedio del procesp v 1a

o
temperatura minima .97 C.

Todas los rescltados obtenridos estan dentro de los criterios de

aceptacibn.

Con lcs datos del cuadro 12 se consiruyd ia grafice 5 para

observar el peréil termico maxime y minimo cel proceso.

&0
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3.3 Jercera corrica.

Las condiciones de operacidn del eaquipo fueron las

siQuientas:
o

- Temperatura ce tradajs 28 .
- Tiempc de esteriliracian 15 minutos.

- Fresibn de tradajo 1.565 Xg/ecmZ.

En el cuagrz 13 se chservan los resultados de la tercera
gorrida donde se muestra [a temperatura promedio, en cada tiempo
oe registro as? como la temseratura minima registrada v la

amplitud entre estos datos) al +inal del cuadrd se muestra la

temperatura promedio de todo el proceso.

E
Tiempo Temperatura ( CJ Terceratura Amplitud
. o minima o
x
1 123.81
2 123,55
3 124,05 123.70 0.33
4 123.9% 123.80 Q.32
3 123.03 123.70 Q.33
b 123,18 123.%¢ ©.28
7 124,22 123.80 0.44
8 128,22 123.80 o.da
9 124.28 123.80 O.4B
10 124,31 123.90 O.4&1
i1 124,35 123.%0 Q.43
12 124,33 123.%0 .48
13 125,50 124.00 0.50
14 125,68 124,10 9.56
15 122,20 123.80 0.40

&2



En el cuadro 14 se muestran las leciuras ce ias temperaturas
minima y mExima en cada t:empo e reg1stro asi come =l termcpar
que la registra, tamoren la amol:tuc oe estos termopares en cada

uno de los tiempos reg:stradcocs durante toco el pracess.

Cuadro 14

Tiemso Tempe- Termo- Temge- amplitud
ratura par ratura
=] o o
< [=} c
minima No maxima Ne
1 123.5 M 128.3 g C. 60
2 123.6 1 124.4 a G.BC
h 123.7 H 123.5 g &.BC
4 123. 0 3 126.5 7 0.90
s 123.7 4 124.¢ 7 0. %0
© 123.% < 12%.6 5] G.70
7 123.8 2z 124.8 4 1.00
8 123.8 3 12408 8 1.30
g 123.8 hi 125,59 b 1.10
ic 123.9 3 124.% 7 1,02
1t 123.% 3 Z5.0 7 HR Y]
12 123.9 3 125.9 7 1.10
13 124.0 h 125, 7 1,10
314 124.1 2 125.4 7 i1.30
15 123.8 3 {23.8 7 1.00
A continuacibn se informa ge los resultades gue nos

determinan s1 la corriga fue sattsfacroriaz

o
- Temperatura maxima durante el proceso 125.4 C.

o
~ Temperatura minima durante €] proceso 123.5 C.

o
= Amplitud m3xima entre los termopares 1.9 C.

63



- Amplitud midxima entre la temperaturd promedic de todo el grocesc
©
vy 1& temperatura minima 0.7t C

Todos los resultados o-otenidos estdn dentro c& l0s Criterios de
aceptacibn.
Con los dgatos del tuadre 14 se construyd la grdfica b para

observar &l perfil tkrmicCo mAximo ¥y minimo del proceso.
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A continuacion se muestra en el cuadrc 1S laos resultados

obtenicos d@ las tres corrigas de Jdistribucion de calor en  camara

£On carga.

Cuagra 15

Temperatura mavcr B a o
durante el proceso 125.8 C 125.5 C 125.5 C
Termopar., =] 7 7
Temperatura menor =) o o
durante gl proceso 122.% C 122.8 C 123.5 C
Termopar z

Amplitug maxira =) o o
entre los termo- 3.3 C 1.7 C 1.9 C
pares

Amolitud ~avima 5] ] o
- de 1.80 C 1.07 C 0.71 C
X = T minirma

Ce acuerds & los resultados obtenigdos 1 punto frio se
localiza en la posicibn del termopar 2 y la amplitud obtenida de
1a temperatura promedic de todo el procesc respecto A la
temperatura minmima  en caca corrida esta Zentro ge los criterios
de acedtacibng tamoien la amplitud maxima obtenida entre los

termopares estl dentro de los criterios de aceptacibn.
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A continuacidn se muestra en el cuadro 1s los datos de las
temperaturas promedio por termopa~, obtenicas @n las tres corridas
para etectuarle wn analisis oe la varianra ¥ ver la
reprogucibilidad ce l1a distribucion de caloer del proceso de

esterilizacibn.

Cuagro o

corrida

1 124,12 123. 648 122,02
2 123.80 123,460 124,10
3 122.08 123.64 123.82
& 124.01 123,69 123.88
) 123.90 123.63 124,16
-] 128.c2 123.%¢ 124.24
7 123,54 124,22 124,50
8 123.73 123.98 126,27
] 124,44 123.8% 124,27
10 12a4.41 124,17 124.28
X = 124,203 123.08 124,154

Resultados del anklisis ¢e la varianza.

Fuente de Suma de Grados ce Media de F F
variacidn cuadrados libertad tuagrados calculada tablas
Entre .01 .05
corricas 7?7759 2 3839 5.10 S.49 3.35

Dentro de
corridas 1.70%93 27 L0533

&7



Los resultados obienidos demuestran el esecto de lé carga en
la distribucidbn de calor ya que el resultage a gontrastar es el

valor de F calculade com el valor ge F de tablas y s oCoserva Que
#l valor oe F calculado gs mayor Que el valor F ce tablas, se
observa tambien Qque el valor minime obtemdd de temperatura es en
la corraiga 2 con un valor de 123.08°E -

Este resultado es apesar cel sfecto de la carga mayor a  los

-3
12t.1 C, gque es la temperatura teorics para la condicidn de

sobrematanza,

&8



4 ERTUDIOS DE PEMETRACION DE CALOR.

4.1 Primera corrida.

Las congiciones ce operacicén del eQui po fueron
slguisnien:
o
- Temperatura 124 C,

- Tiempo 15 minutos.

- Presibn 1.65 Kg/cmZ,

Los resultscos ottenigos fuersn los siguientes:

Termopar Fo(minutos)
1 21.30
2 22.71
3 25.78
3 22.13
S 21.418

las

A continuacidn s® muestra en la tabla 7 los datos obtenidos

por el termopar 1 vy @1 3 que son el Fo mis bPajo vy @l  mids

respect:vamente,

&%

alto



CUADRO 17

Termopar

1 3

Q

Tiemco Temperatura C
1 106.0 1l6.1
2 112.4 119.7
3 116.7 121.8
4 119.5 122.9
=1 121.3 123.5
& 122.4 123.8
7 123.1 126.0
=] 123.5 124.1
L4 123.9 - 124.2
10 124,1 124,2
11 124.3 123,2
12 124.1 124.1
13 124.1 1234.0
13 124.0 128.0
15 124.0 123.9

A continuacidbn se muestra la grafica con los datos del cuadro

17, para cbservar el comportamiento termico del proceso.
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Las condicicnes de operacidn del eguipzs fueron las
sigul entes:
=]
- Yemperatura 124 O,

- Tiempo 15 minutos.

- Presibn 1.46% Kg/cm?2.

Las resultaccs otctenidos fueron 1os siguientes:

Termopar Fotminutes)
i 19,64
2 15.31
3 17.50
I3 14.41
& 15.93

A continuacidr se muestrad ®n el cuadro (B 10s datos obtenidos
por el termcpar S y el | que son el Fo mds bajo y el mas  alto

respectivamente.
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Termopar
1 4
o
Tierpo Tergeratura C
1 105.5 1C5.1
2 111.7 111.2
3 1i6.0 115.3
3 118.7 117,92
S 120.3 119.4
& 12:.95 120,42
7 122.6 121.1
8 122.8 121. 6
? 123.0 121.5
10 123.2 122.1
11 123.6 122.3
12 125.C 122,85
13 124.2 122.6
14 124.3 122.8
19 124.7 122.9

Con estos datos se construyD la grafica 8 para observar e}

peréil termice del proceso de la segunda cerrida.
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Las condiciones de opperac:dn 42l eouipo fueron
siguientes:
i=]
- Temperatura 124 C.

- Tiempo 1S m1nutos.

- Presibn 1.465 Kg/em2,

Los resultacdos obtenidos fueron las siguientes:

Termogar Folminutos?
1 27.63
2 17.83
3 23.94
4 17.82
5 16.7S

las

A continuacicn =@ muestra en el cuadro 19 los datos cbienices

+

por el termopar 5 y ] 1 Que sun el Fo md4s Bajyo vy el més

respectivamente,

75
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t F9.9 105.0
2 10B. & ili.89
3 114.3 114%.0
a 117.4 1:8.7
S 119,39 1Z0.8
5 120.%9 121.8
7 121.% 122.0
8 122.% 122,
9 123. 8 122,
10 123.9 122.%
11 124.2 123.0
12 126.0 i23.0
13 127.4 123.0
14 128.5 3230t
15 126. 4 123.1

En la grafica 9 se cbserva gl comportamienta termico del
process de la tercera corrida construlcds con los datas del cuadeo

19,
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AR continuacidn se muestra en el cuadro 20 los resultados ae

los Fo de las tres Corridas de penetracisn de calor.

CUADRD 20
Sitio Corrida
1 2 3

Folmin) Fotmim) Fo{min}
1 21.30 19. 64 27.&3
2 22.71 15. 31 17.83
3 25.7 17.8 23.%93
B 22.13 14,41 17.42
5

De acuerdo a los resultados obtenicos en las tres corridas y

Que se resumin en la tablia anterine, no se obtuvo un so5lo valor de
Fo por abajo de los 12 minutos, con lo cual todos los resultados
entran en JOs crit¥rios de aceptacidn.

A los mismos datos se les hizs un andlisis ge la varianza,
considerandsc wn disehc en blogques al arar (coms blocua, la

cerriga) enconirlndose los siguientes resul tados:

Fuente de Suma oce@ Grados de Media Ce F F

vartacion cuadrados libertad cuadrados calculada tablas
(.03 (.01

Sit:o 71.310¢& 4 17.8777 2.72 3.84 7.01

Corrida 77,1803 2 48,5901

{Blogue!

Error S2.1139 a8 &.5142
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ESTR TESIS NO Degf
SRR BE LA BIBLIGTECH

El andlisis de la varianza ho muestra un efects significative
del sitio sodre e! valor de Fo (procesc reproducibe), ya que la
zona de ateptacion #eta delimitata por e! valor de F de Lavlas con
una confianza del | 84S % y el valor de F obtenido es menor al cde

tablas cayendo por lo tanto en la :0na de aceptacidn.

Apiicando la siguiente formula se veri1fica gQue =} proceso es

reproducible(5)s {(Punto 3 del Apendice)

Fo = 17,4B66 -

Fo = (4£.08B2&
Con este resultado se verifica que hay mds del 95% de nivel de
confianza #n que el promecic de lce valores minimos de Fo seran

maycres gque ¢! valor Fo reguerido de 12 minutos,
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S FRUEBAS DE BIODERAF 10

Las condiciones de pperacidn del wequipo fueren las
siguientes:
-}
~ Temperatura 124 C.
- Tiempon 15 minutos.
~ Presion 1.65 Kg/cm2,
Los rasultados obtenidos despude del perlodo de incubacicn para
los bioinditadores son los siguientes:
) Bicindlcadnr-_-_ Condiciones de incubacion Resu;;adu
- Ti:mpa Temperatura B
mrcmeerem————————————— - " ——— ——
sterikon 48 horas 55 C negativo
control « 4B horas 55°C positivo
duo=spore 7 dias SSDC negativo
contral + 7 dias SSOC positive
En el sterikon no hubo cambio en su aspecto fisico, la tirea de
duo~spore no tuvo crecimiento en el medioc de cultivo despuks del
tiempo vy las condiciones de incubacibn, no asi sus respectivos

controles que dieron positivos.

B8O



Las cendiciones de oOperacidn
sigulentes:
o
- Temperatura 124 C.
- Tiempo 15 minutos.

- Presibn 1.465 xKg/lem2.

del eguipo ‘ueron las

Los resultados obtenidos despuds oel perfodo de ingubacidn para

los biocindicadores son los siguientes:

Bioindicador Condiciones de incubacibn Resul tado
Tienso Tenaera:
———————— S ; ____________________________
sterikon 48 horas 5 C negative
control + 49 noras SEDC posi1tive
duc-spore 7 dias SEDC negativo
tontrol + 7 dias SEDC pusitivo

Ern el sterikon no hubo cambi®y 81 &u aspects Fisico, la tirae de

guo-spore no tuvo crecimierto en gl medio de cultivo despubs del

tiempo vy las condiciones de incubacibn,

controles cue dieron positivos,

B1
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Las condiciones de operacion del egquipo fueron las
siguientes:
]
- Temperatura 124 C,
= Tiempo 15 minutos.
- Presibn 1.63 Kgrscm2Z,
Los resultacos obtenicos despus del perfode de ircubacidn para
los bicindicagpres son los siguiventes:
Bigingicador Cand;:iones de in:uba:ib;-— Rnsult:;;-
T Tiemso Terperatura
_______________________ ;-_______-,-__-__-__-________
sterikon 48 horas =5 C negativo
contral + 4B horas SSOC positivo
duo-spore 7 dias E.SGC negativo
contrel =+ 7 dias SEDC positivo
En el sterikon no hubo cambio en su aspecto fisico, la tira de
duo-spore no tuvo crecimiento en el medic ce cultivo deszubs del
Yiempe vy las condicionaes de incubacibn, no asi sus respectivos

controles que

dieron positivos.
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En las pruebas de biodesasio efectuadas cCurante los estudios,
no se observo crecimiento en los pioindicadSres util:zados para
este fin, cdespues Jel tiemdo i1ndicado de 1ncubarion,

En los testigos positivos se observd cZrecimiento después del
ti1empo indicado de incubacibn en las I pruebas desarrollagas. Con

fste resultado se muestira la eficiencia del proceso.
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Ix. CONCLUSIONES

1. De los estudios oe chma-a vacta se concluve cue de acuerdo a
los resultatos cttenigos, el autoclave distribuye de manera
homogédnea el calor. Y la amplitug del punto fric en jas tres
corridas es aceptadlie, vya que estd dentro e los criterics de
aceptacibn,

Se wutilizaron 10 termopares ern los estucios oe distribucion de
calor, siempre gconservande este ~Uumero de termopEres y Sy

colocacion,

2. Aungue nro hay mutha bibliogradrta escrita respectc a 1oe
estucdios de cemara con Carga, estos se hacen principalmente para
cbservar el eferto de la carga en la localiracion del punto #rfo.
Se cbaerva en este estudio como s indluenciado por el patrbn  de
carga empleadc, va gue 2! punto “rioc cambia cde posicibn respectc &
los estucios con chamara vactia.

A pesar cel efectz Cde la carga, se cumplen los criterics de

aceptacibn, cencluvendo gqQue e} sutoclave gdistribuye ce manera

nRomogknea el calor.

3 Para ios estudics de penetracion de calor se monitorearcn  las
tres posiciones del patran de carga opero principaimente la
posicidn B con tres termopares, agqui s localizd el punto frio
con el patrdn de carga, obtenidrdose bueros resultados, ya que no

se obtuvo un sclo valor de Fo por abajo de los 12 minutos.



Se concluye gue el preoceso proporciona suficiente calor para
obtener valores de Fo por arriba de les 12 miautas, es decir
proporciona una reguccion de 12 logaritmos para  MmiCrooryanismos

que tengan un valor de D de ! m1nuta.

4. Con los estudios de biocdesaffo se refuerzan jos resultados
obtenidos en los estudios de penetracidn, va gue se ccmprueba
practicamente la efi1ciencia del procesc de esterzlizacibn coum
vappr por medio de la i1nactivacidn de los tiroindicadores, en las 3
corridas,

S. La wvaladacidn del procesc se conmidera aceptatble ya gue se
cumplio cen todos los onjetivos planteados dursnte el inmicio  del

trabajo.
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X. APENDICE

1.~ A continuacicn se muestra la tabla de Analisis de la Var:anza
para un  ocisefo completamente al  azar con ur griterio de
clasificacion, cue se utilirz para gl tratamiento de los datos
obtenidos en los estudios ce distribucidn de calss en cdmara vacia

y camara llena.

termopar 1 z 3
1 ¥ ¥ ¥
1, 2,1 3.1
2 ¥ Y v
1.2 2.2 3,4
3 Y ¥ Y
1,3 2,3 3,1
ic L2 ¥ v
1,10 2,10 3,10
TOTALES €1 cz2 3 H] T GRAN TOTAaL
TABLA oE ANALISIS DE LA VARIANIA
Fuente ce : Suna : Grados ce
Variacion 1 ge cuadrados li1pertad
T 2 2 2 2 :
Entre H Ci +C2 «C3 A t
Corricas : SC E ewwmm——rerw = me---= 3 3] = 3 = 1
] €C 10 30 s €C
T T P
Dentro de 3 2 2 2 zcx H
Corridas :5C = Y1} +Y12 +,, Y310 -~ € ¢ 10 - 1 )
] oC
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TABLA DE ANALISIS DE LA VAR!ANZA

: Media de Cuadrados F H F 3
H 1 calculada tablas :
: ' H H
1 sC 1 M i

t [ 3 H EC

t MC = ———— 3 Teme——-

: EC gl : ne

: EC : DC

H :

3 :

i SC :

H ne H

i MC = ———ee-- H

1 a1 gl 3

1 DC 3

B b

2.~ A continuacibn se muestra la tabla de Analisis de la Varjanza
para un disedo en blogues al azar con un criterio de clasificacidn
que se utilizd para el tratamiento de los datos obtenidos en  los

estucios d¢ penetracion de calor.

CORRIDA

2 2 3 TOTALES
sitio = we-—-- —_———

1 Y Y v
1,1 2,1 3,8 1

2 v \] ¥ s
1,2 2,2 3,2 2

S ¥ v v S
1,5 2,3 3,5 S

3
TOTALES C C c 1 T GRAN TOTAL

1 2 3 H
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TABLA DE ANALISIS DE LA VARIANZA

tFUENTE DE: SUMA DE CUADRADOS 1
sVARLACION: B
H H z 2 2 2 3
: : S1 +52 +..+S55 T :
s SITI0 1 SC = e e ————eme— - ——wn e 3
H H S 3 15 1
H 3 1
T T T e e e e e  —— — —— — — — — ——  —————— 1
3 H 2 2z 2 2z H
1CORRIDA Cl1 +C2 +C3 T s
$ (BLDRUEY : SC ® owmoee—eoo—eo— - ——m————— s
H H c S 15 3
e e e e e e e e e B
H H 2 2 2 2 2 2
H + 2 2 2 81 -.. +S§5 €1 «C2 -C3 T H
1 ERROR $BC =Y  e¥ e, .Y - memsssemem——. - emeeme————— - mem- oy
3 H £ 11 12 3= 3 S 15 3
3 GRADDS DE LiIBERTAD ¢ MEDIA DE F 3 F H
t t CUADRADOS : CAL. : TABLAS :

3 2 H t 1
B gl = 2 3 SCc 3 H 3
3 c : MC =————- B : T
t H C gl 1 H H
: 3 c H B
3 H ] 1 3
H gl = B H SCe ] H
H E t MO we—e—— : H :
T H E gl H H 1
e 3 E : H




3.~ Formula para evaluar la reproducibilidad de los estucios de

penetracibn de calor (3).

Donde:
x = promedio de los valores minimos de Fo de las tres
corriaas.
Sx = desviacian estandar.
n = ndmero de valeres de Fo.

t = wvalor t de student.
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X1. RECIFENDAC]OMNES

Se recomienda hacer un plan de monitoreo trimestral para dar
un seguimiento a todos los pardmetros del! proceso, y verificar gue

siguan dentro de los limites de aceptacibn.

En este proceso el vapor entra en contacto con el productoc a
esterilizar por 1o tanto se hace necesaria la calificacion de las

instalaciones del sistema generador y distribulder del vapor.

Se recomienda respetar el patrdn de carga cde los medios de
cultivo en todas las corridas del procesn. Gi oor alguma razbn se
cambia este patron de carga @s necesar:o revalidar e! process coen

el nuevp patron de carga.
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