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Resumo: A esterilizac&o por calor Umido, através do equipamento chamado autoclave, € a
maneira mais rapida, eficaz, segura e econdmica encontrada hoje para assegurar a total
eliminacdo da vida microbiolédgica dos materiais que sofrem a autoclavacao. O calor imido
destréi os microorganismos por coagulacédo e desnaturacao irreversiveis de suas enzimas e
proteinas estruturais. A esterilizacdo ¢ muito utilizada nas industrias farmacéuticas para a
producdo de produtos estéreis, e para isso é utilizado um bioindicador com Geobacillu
stearothermopilus, pois apresentam uma maior resisténcia ao calor. Os indicadores
bioldgicos possuem o chamado valor D que serve para definir o tempo para reduzir em um
log a concentracdo da carga microbiana inicial, e com isso podemos determinar o tempo
minimo de esterilizacdo que os produtos devem sofrer. Na tentativa de fixar um valor Gnico
para o valor D foi verificado a complexidade, devido e existéncia variaveis o que impede essa
fixacdo do valor D, entretanto existem artigos e farmacopeias que determinam um tempo
minimo de esterilizacdo para determinados materiais.
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Abstract: The moist heat sterilization by autoclave equipment called, is the most rapid,
efficient, safe and economical found today to ensure complete elimination of microbial life to
materials that undergo autoclaving. Moist heat destroys microorganisms by coagulation and
irreversible denaturation of their enzymes and structural proteins. Sterilization is widely used
in the pharmaceutical industries for production of sterile products and to do so with a
bioindicator is used Geobacillu stearothermopilus because they present a greater heat
resistance. Biological indicators have called the D value used to set the time on a log to
reduce the concentration of the initial microbial load, and with this we can determine the
minimum sterilization that products must suffer. In an attempt to establish a single value for
the D value was observed complexity, and because there variables which prevents the
determination of the value D, however there are articles and pharmacopoeias that determine
a minimum time of sterilization for certain materials.
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1 INTRODUCAO

Atualmente o conceito de esterilidade refere-se a total auséncia de formas viaveis capazes
de reproducdo. (PINTO et al., 2010). A esterilidade ou nivel de seguranca pode ser definido
como a incapacidade de desenvolvimento das formas sobreviventes ao processo de
esterilizacdo durante a conservacao e utilizacdo dos produtos.

As inativacbes de microrganismos por meios fisicos ou quimicos seguem uma lei
exponencial e, portanto, ha uma probabilidade estatistica de que microrganismos possam
sobreviver ao processo de esterilizacdo (RDC 17/2010).
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A manutencao do nivel de esterilidade conferido a um produto garante o prolongamento
da sua vida util. Para monitorar os ciclos de esterilizagéo, séo utilizados esporos de Bacillus
stearotermophilus ATCC 7953 na forma de bioindicador, cuja funcdo é estabelecer, avaliar e
monitorar os parametros fisicos do ciclo de esterilizacdo para o equipamento definido. Os
esporos de Bacillus stearotermophilus, por apresentarem maior termoresisténcia, podem ser
empregados como indicadores biologicos nos processos de esterilizacdo pelo vapor Umido,
particularmente na temperatura de 121°C (LETRARI, et al., 2006).

O calor ndo é somente o0 agente esterilizante mais usado como também o mais econémico
e mais facil de controlar. O calor tmido quando comparado ao calor seco é um processo
efetivo em funcdo do uso de temperaturas mais baixas e, do curto periodo de tempo
necessario para garantir o nivel de esterilidade proposto (LETRARI, et al., 2006).

Indicador bioldgico consiste em um preparado de um microrganismo especifico resistente
a um determinado processo de esterilizacdo, quando usado na forma adequada quantifica
satisfatoriamente a eficiéncia do processo de esterilizacdo pela integragéo dos fatores letais de
tempo e de temperatura, sobre a populacdo microbiana. Por ser a esterilizacdo através do calor
umido a que apresenta melhores resultados em destruicdo microbiana, se faz necessario
conhecer e definir os parametros basicos de cinética de morte microbiana, valor de D e valor
de Z (LETRARI, et al., 2006).

O valor D, tempo de reducdo decimal, € o tempo em minutos necessario para reduzir a
populacdo microbiana em 90% ou um ciclo logaritmo, a uma condicéo especifica, isto €, para
uma fracdo sobrevivente de 1/10 (RDC 17/2010).

A partir do valor de D de um lote de bioindicadores é possivel determinar o tempo
minimo que um microrganismo deve ser exposto ao agente esterilizante.

Um grande problema enfrentado hoje nos processos de esterilizacdo é a grande variavel
do Valor de D, que faz com que os tempos de esterilizacdo mudem a cada processo.

2 AUTOCLAVE

Os esterilizadores modernos sdo, de fato, mais que um vaso de pressao com controle
discreto o que os coloca na modalidade de maquina de média complexidade, demandando
profissionais cada vez mais capacitados em sua operagdo e manutencéo.

A figura 1 mostra o diagrama béasico de um esterilizador a vapor horizontal de dupla porta
e Seus principais componentes.
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Figura 1 Autoclave
Fonte: LUQUETA,2008
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Figura 2 Relacdo Tempo/ Pressdo e Temperatura
Fonte: LUQUETA,2008

O funcionamento bésico do esterilizador vai depender do perfil de ciclo programado.

O perfil mais comum nas autoclaves a vacuo € aquele utilizado para a esterilizacdo de
materiais solidos, tais como metais, vidrarias, vestimentas, etc.

O ciclo de materiais solidos nédo é indicado, contudo, para produtos envasados em frascos
herméticos ou ndo, liquidos em geral, meios de cultura e em ciclos de descarte de materiais
altamente contaminados. Para estes produtos existem perfis de ciclo especificos que
demandam alteracGes sutis no diagrama da figura 1.

O perfil de temperatura e pressdo no tempo para a esterilizacdo de materiais sélidos é
basicamente o demonstrado na figura 2

Ao ligarmos o esterilizador no perfil de ciclo para sélidos e estando o suprimento de
vapor presente na entrada N, a vélvula E abrira, deixando entrar vapor na camisa. A pressdo
de vapor da camara externa serd indicada pelo manémetro K. A principal funcdo da camisa
(ou camara externa) é promover o aquecimento das paredes internas da cadmara, evitando a
formacdo de condensado durante a injecdo de vapor na camara interna. A camara externa
aquecida também auxilia na fase de secagem, irradiando calor no material a ser processado.

Uma vez fechadas as portas (J), pode-se iniciar o processo de esterilizacdo. O primeiro
passo é o chamado pré-vacuo, que consiste na remogdo do ar no interior da camara através de
pulsos alternados de vacuo e injecdo de vapor.

A fase de pulsos de vacuo, além de remover o ar presente no sistema, também tem por
finalidade fornecer energia térmica aos materiais a serem submetidos ao vapor esterilizante
antes da injecdo definitiva deste, diminuindo a condensacdo na transferéncia de energia e,
consequentemente, facilitando a secagem final.

A fase seguinte ao pré-vacuo é chamada de rampa de aquecimento, onde o vapor é
injetado pela valvula C até que seja alcancada a temperatura de esterilizacdo pré-programada.
Nesta fase e na seguinte, um sensor de temperatura ligado ao ponto F regula a abertura da
valvula C para que a temperatura de esterilizacdo permaneca dentro da banda de controle
definida. Na fase seguinte, chamada de fase de exposicdo, espera-se por um tempo pré-
determinado para que o vapor penetre em todo o material a ser processado e atinja a letalidade
minima esperada, garantindo a esterilidade dos materiais. Durante a fase de exposi¢do as
valvulas de vapor nas camaras interna e externa devem modular compassadamente para
manter os parametros de temperatura do sistema.

Ao término desta fase, 0s materiais processados ja poderdo ser considerados estéreis.



A penultima fase do ciclo de esterilizacdo é a chamada “fase de secagem”. Nesta fase a
bomba de vacuo G volta a ligar enquanto que a valvula C é fechada, criando-se novamente
vacuo na camara interna. A presenca da atmosfera em vacuo aliada a radiacdo de calor pelas
paredes da cadmara gracas a presenca de vapor na camisa | faz com que o vapor e parte do
condensado restante sejam retirados do material processado, secando-o. A fase de secagem
geralmente é caracterizada por uma grande atividade da bomba de vacuo que permanece
ligada por um tempo determinado.

Ap0s a fase de vacuo de secagem, temos a Ultima fase que consiste no restabelecimento
da presséo atmosférica no interior dos pacotes esterilizados. (LUQUETA, 2010)

3 INDICADOR BIOLOGICO

Indicadores bioldgicos sdo utilizados como indicadores de processo para validar
processos de esterilizacdo (processo de eliminacdo de 99,9999% da populacdo de
microrganismos viaveis - esporos e formas vegetativas - de objetos de vidro, metal, tecidos,
liquidos e produtos farmacéuticos).

O indicador biolégico contém esporos do organismo em papel de filtro dentro de um
frasco. A cor e / ou turvagdo indica alteracdo dos resultados do processo de esterilizagéo;
nenhuma mudanca indica que as condic¢des de esterilizacdo foram atingidos, caso contrario, 0
crescimento de esporos indica que o processo de esterilizacdo ndo foi cumprida. (Cefar,2010)

Os indicadores fisicos e biologicos sdo recomendados para validar ciclos de esterilizacao
e condicdes de processamento: os indicadores fisicos, termopares conectados a um registrador
de temperatura, sdo distribuidos em diferentes pontos da camara e da carga, e medem a
distribuicdo do calor, indicando os pontos frios; e os indicadores biol6gicos, microrganismos
resistentes ao agente esterilizante, sdo utilizados para verificar se as medidas fisicas garantem
o nivel de esterilidade estabelecido (PENNA et al, 1997).

O bioindicador a ser utilizado no processo de esterilizacdo para assegurar o SAL (Sterile
Assurance Level) a escolha do microrganismo alvo deve ser feita levando-se em
consideracOes alguns fatores como, por exemplo, resisténcia do MO ao agente esterilizante,
biomassa do contaminante, idade do MO, fatores de protecdo externa e atividade metabolica.

Estes fatores, para o bioindicador, devem ser maiores que qualquer outro microrganismo
presente no material e/ou produto a ser processado. Tipicamente, para 0S processos de
esterilizacdo a calor, utilizamos como bioindicadores os microrganismos esporulados secos
Geobacillus stearothermophilus (LUQUETA, 2010)

O calor € o agente esterilizante mais simples, econdmico e seguro de que se dispdes,
contudo a sensibilidade dos diferentes microrganismos a acdo do calor é bastante variada,
sendo as formas esporuladas as mais resistentes. A eficiéncia na inativagdo dos
microrganismos € dependente da temperatura, tempo de exposicao e presenca de agua, pois na
presenca deste sao exigidos menores tempo de exposicao e temperatura (RDC 17/2010).

O Dbioindicador adequado deve apresentar uma populacdo de esporos e uma
termoresisténcia ao processo de esterilizagdo superiores aquelas dos microrganismos
originalmente presentes no produto a ser esterilizado (PINTO et al., 2010).

4 VALORDED
Como foi dito na introdugdo o valor D, é 0 tempo em minutos necessario para reduzir a

populacdo microbiana em 90%, ou 1 ciclo logaritmico, a uma condicao especifica, isso €, para
uma fracdo sobrevivente de 1/10. Portanto, onde o valor D de uma preparacdo de indicador



bioldgico de, por exemplo, esporos de Geobacillus stearothermophilus é de 1,5 minutos sob
0s pardmetros totais de processo, isto é, a 121 °C, se for tratado por 12 minutos sob as
mesmas condicBes, pode-se declarar que o incremento de letalidade é de 8 D.

O ndmero final de microrganismos sobreviventes expostos ao calor Umido representa o
efeito do processo. A destruicdo térmica de uma populacdo homogénea de microrganismos é
considerada logaritmica, equivalente a cinética quimica de uma reacdo de la ordem. A
representacdo grafica do logaritmo decimal de sobreviventes, em relacdo ao tempo de
exposicdo a temperatura constante resulta em curva linearizada decrescente, conforme figura
3. (PINTO etal., 2010).
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Figura 3 Grafico semilogaritmico representando uma curva de sobrevivéncia
Fonte: LIQUETA, 2010

O planejamento de um processo esterilizante com uma probabilidade definida de
ocorréncia de sobreviventes depende do conhecimento da populacdo inicial e da cinética
inativacdo desta populacdo, quando exposta ao efeito letal. Para descrever a inativacéo
microbiana e para auxiliar no calculo de SAL (Sterility Assurance Level).

A constante de velocidade de inativacdo microbiana é descrita matematicamente pela
equacéo (1)

Nt = Noe™ (1)

Onde Nt é o nimero de sobreviventes a’pos 0 temo t; No € 0 numero de organismos no
tempo zero, ou seja, a biocarga; t € o tempo de exposi¢do; k é a constante de velocidade de
inativagdo microbiana.

O intervalo de tempo de reducdo decimal (valor D) é o principal parametro de avaliagdo
das caracteristicas de termoresisténcia da populacdo microbiana homogénea.

.0 valor de D é extensivamente empregado nos protocolos de esterilizagdo, € importante
verificar os métodos que permitem determina-lo, sendo mais frequentes o de enumeragéo e o
método quantal. (PINTO et al., 2010).

O valor de D pode ser estimado matematicamente pela equacao (2)

D=_t )
Log (No/Nt)



Onde:
t € o tempo de exposicdo, Ny € 0 numero de organismo no tempo zero (biocarga), Nt é o
numero de sobreviventes apds o tempo t. Na figura 4 mostra a relacdo do Log N com o
Tempo.

Log N

O NWaSEWVO

Dose esterilizante/

Figura 4 Relacéo entre dose esterilizante e sobrevivéncia microbiana, mostrando o valor-b
Fonte: GUILHERME, 2003

A relacdo entre o valor D e k para uma resposta exponencial é dada pela equacéo (3)

D = 2,303 3)
K

Estudos de valor de D sdo usualmente necessarios, sob determinadas circunstancias, por
exemplo, para caracterizar a resisténcia ao calor do microorganismos isolados do produto,
durante desenvolvimento do ciclo de esterilizacdo, quando empregadas abordagens da
biocarga ou do bioindicador bioldgico, para confirmar os valores de D da rotulagem de
indicadores bioldgicos comercialmente obtidos, a serem utilizados durante estudos de
validacdo ou para estabelecer valores D para indicadores bioldgicos que sdo preparados por
inoculacéo direta nos materiais ou formulag6es de produtos com esporoes resistentes ao calor.

O valor de "Z" representa o intervalo de temperatura que ocasiona uma variacdo de 10
vezes na velocidade de destruicdo, ou seja, determina quantos graus a temperatura de
processamento deve aumentar para que o tempo de processamento possa sofrer uma reducao
decimal.

Quanto menor o valor Z, tanto maior a variagdo da velocidade de destruicdo com a
temperatura de exposicdo. (LETRARI et al., 2006).

As medidas de resisténcia microbiana e as determinacOes de valor D séo efetuadas sob
condicGes isométricas. A alteragcdo na velocidade de inativacdo com alteracdo na temperatura
é evidenciada ao se calcularem os valores D para temperaturas distintas. Estes valores, quando
relacionados graficamente em funcdo da temperatura, conduzem a curva de resisténcia
térmica. A reciproca negativa da inclinacdo € o valor de Z e representa a elevagdo na
temperatura para reduzir o valor de D em 90%, ou produzir a reducao de um ciclo logaritmico
na curva de resisténcia térmica. O valor de Z € expresso em graus de temperatura. Pode ser
determinado por diversos métodos, mas 0 que aparenta ser 0 mais universalmente aceito
envolve a comparacdo de determinacfes de resisténcia térmica a diferentes temperaturas, em
escala semi-logaritmica. (PINTO et al., 2010).



Considerando um exemplo em que o valor do indicador bioldgico € 2 minutos, um tempo
de exposicdo de 16 minutos é necessario para reduzir a pogulagéo de 10° esporos por
indicador para a expectativa de 1 esporo em 100 unidades (10 ). Isto sob a consideracdo de
que no meio do ciclo todos 0s esporos sao totalmente inativados. Quando este ciclo é dobrado
na operacdo de rotina, o tempo de exposicdo sera de 32 minutos, 0 que excede a expectativa
de 1 em 1.000.000 de unidade.

A determinacdo de valores D para indicadores biolégicos comercialmente preparados,
utilizando conforme instrucdo do fabricante é recomendada, mas ndo exigida. (PINTO et al.,
2010).

Assumindo que a carga microbiana do produto apresenta resisténcia ao processo de
esterilizacdo igual a resisténcia do indicador bioldgico e que a carga inicial do produto é de
10 micro-organismos, o incremento de letalidade de 2 D reduziria a carga microbiana a 1
(teoricamente 100) e, consequentemente, 6 D adicionais resultaria em uma probabilidade de
sobrevivéncia microbiana calculada de 10°. Sob as mesmas condices, um incremento de
letalidade de 12 D pode ser usado como abordagem tipica para obtencdo da sobremorte.
(Farmacopeia Brasileira, 52 edicéo)

A partir do momento que determinamos a letalidade exigida para um ciclo de
esterilizacdo, a biocarga e 0 méaximo nivel aceitado para o microrganismo sobreviventes
devem ser conhecido. Esse nivel € conhecido como Fo.

O tempo do processo de um ciclo de esterilizacdo necessario para permitir um valor F
minimo necessario pode ser determinado estabelecendo o ponto mais frio da carga,
empregando termopar, e ajustando o tempo de esterilizagdo de forma que a letalidade
integrada na unidade mais fria seja igual ou superior ao valor F requerido. (PINTO et al.,
2010).

Tabela 1 Relagdo tempo/temperatura calculadas para fornecer Fo de 12 para esporos de
Geobacillus stearotermophilus, com D121 de 1,5 minutos e valor de Z de 10°C

Temperatura °C Tempo
115 48
118 24
121 12
124 6
127 3

Fonte: PINTO el al., 2010

Para 0 metodo de esterilizagdo por calor Umido, a condicdo de referéncia para
esterilizacdo de preparacdes aquosas € de aquecimento de, no minimo, 121 °C por pelo menos
15 minutos. Combinagdes distintas de tempo e temperatura podem ser utilizadas, contanto que
validadas e que demonstrem a eficicia do processo escolhido, proporcionando um nivel
adequado e reprodutivel de letalidade quando operado, rotineiramente, dentro das tolerancias
estabelecidas. (Farmacopeia Brasileira, 5% edi¢éo)

As condicdes usualmente especificadas nos protocolos de esterilizagdo térmicas sdo de
121°C por 15 minutos. A medida do tempo inicia-se quando a temperatura atinge o valor
definido.

A British Pharmacopeia, 1988, indica um processo de autoclavacao para preparagdes
aquosas consistindo de 15 minutos, a 121°C, além dos periodos de aquecimento e
resfriamento. Tal critério permanece na atual Farmacopeia Européia (PH.EUR.2008b).
(PINTO et al., 2010).



Quando desenvolvendo os calculos do processo, o valor usado para representar o
bioindicador € geralmente 0 méximo numero de microrganismos (carga total) encontrados em
uma unidade do produto. Porém essa € uma abordagem conservadora, porque a populacao
total pode ndo ser formada de esporos.

5 CONCLUSAO

Atualmente a tempo de exposicdo € variavel devido a ndo possuirmos um valor D fixo
para os bioindicadores. Verificamos nesse trabalho que para se conseguir o valor D existem
algumas variaveis que dificultam a repeti¢cdo do valor D com o mesmo valor. Porem existe
farmacopeias e artigos cientificos que nos proporcionam um tempo minimo gara esterilizagéo
por meio do calor umido. Podemos concluir também que a utilizacdo de 10™ para o resultado
do ciclo de esterilizacdo é suficiente para se garantir a letalidade total dos microrganismos.
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