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Introduccién

Un principio basico de la bioseguridad indica que
todo material contaminado debe ser
descontaminado previo a su disposicion final. La
descontaminacién comprende la esterilizacion
(completa destruccion de todos los
microorganismos, incluyendo esporas bacterianas)
y la desinfeccién (eliminacién de microorganismos,
pero no necesariamente esporas).

Las autoclaves a vapor saturado son
habitualmente utilizadas por laboratorios de
microbiologia para descontaminar desechos
bioldgicos por esterilizacion. Es usual la colocacion
del material a descontaminar en bolsas plasticas,
las cuales son ubicadas en la autoclave para su
posterior tratamiento.

En la bibliografia (213! se presentan procesos o
ciclos de esterilizacion (condiciones
tiempo/temperatura) recomendados a modo de
guia (p.e. 30 minutos a 121 °C), los cuales suelen
ser adoptados por los laboratorios sin previa
validacion de su eficacia en funcion de las
caracteristicas de la carga. Se utilizan
periddicamente indicadores bioldgicos (p.e.
esporas de B. stearothermophilus) para el control
de esterilidad, los cuales no siempre es posible
colocarlos dentro de las bolsas, en su punto de
calentamiento mas lento. Este requisito es
indispensable para asegurar la adecuada
destruccion microbiana en toda la carga. Debido a
las distintas caracteristicas del material a
descontaminar (placas de Petri, bolsas de
stomacher, etc.) y de la bolsa que lo contiene
(material, espesor, tamafio, simple o doble bolsa,
etc), es de esperar una marcada variabilidad en los
perfiles de temperatura en el interior del material
durante el proceso térmico en la autoclave; la
temperatura en dicho punto aumentara con mayor
o menor velocidad, variando asi la eficacia del
proceso aplicado. Reglamentaciones actuales !
hacen un mayor hincapié en la determinacion de

ciclos de esterilizacién adecuados a las
caracteristicas particulares de la carga a
descontaminar, en base a ensayos de penetracion
de calor. Se prevé que los factores citados en
relacion al material a descontaminar y su envase,
asi como también la forma de carga de la
autoclave, puedan provocar una prolongacion del
tiempo de proceso a una dada temperatura de la
autoclave.

Si bien en la bibliografia 171 se hallan trabajos
en los cuales se ajustaron (prolongaron) los
tiempos de esterilizacién usados para
descontaminar desechos de laboratorio de
caracteristicas definidas en base a estudios de
penetracion de calor, los mismos se hicieron
calculando tiempos desde que el centro del
material a descontaminar alcanzaba la
temperatura deseada (usualmente 121 °C). Este
modo de trabajo requiere repetir ensayos para
cada temperatura de esterilizacién propuesta, no
permitiendo ningun tipo de extrapolacion. El
Centro INTI-Carnes se ha especializado en
procesos térmicos aplicados a la industria
alimentaria y realiza habitualmente estudios de
penetracion de calor en productos envasados (€j.
latas de conserva) con el objeto de validar
procesos de esterilizacion actuales o bien para su
disefio. En esta industria esta ampliamente
difundido el concepto de Valor de Letalidad o valor
Fo, que permite comparar la eficacia de distintos
ciclos de esterilizacion a través de esquemas de
calculo definidos.

El objetivo del trabajo fue aplicar los conceptos y
programas de calculo ! que constituyen la base
de los estudios que el Centro realiza habitualmente
a nivel industrial, para establecer ciclos de
esterilizacion eficaces de acuerdo a un dado
criterio de inactivacion microbiana, para la
descontaminacion de una carga tipica de material
de desecho de un laboratorio de microbiologia de
alimentos contenido en bolsas de polipropileno, en
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una autoclave a vapor saturado tipo Chamberland.

Los ensayos de penetracion de calor se realizaron
en bolsas cargadas con placas de Petri, las cuales
constituyen el material de desecho del laboratorio
de microbiologia del Centro que ofrece la mayor
resistencia a la transferencia de calor (caso mas
desfavorable).

Metodologia

Se colocaron termocuplas de cobre-constantan -
tipo T- (Ellab A/S, Dinamarca) en el interior de
bolsas de polipropileno de 30 cm x 60 cm, 80
micrones (2MS, BDVH 30 x 60) cargadas en forma
completa con placas de Petri descartables
sembradas (43-70 placas de Petri por bolsa,
promedio: 59). El peso de las bolsas se encontrd
en el rango 1,40 - 2,45 kg (promedio: 1,90 kg).
Dimensiones de las bolsas cargadas: 15 cm x 23
cm X 34 cm. La junta de medicion de la
termocupla se ubicd sobre el eje longitudinal, entre
las placas de Petri, a 17 cm del fondo (punto de
calentamiento mas desfavorable debido a la
compactacion de la carga sufrida durante el
proceso de esterilizacion). Adoptando el criterio de
G. Ozanne y colaboradores [®), cada bolsa se
proces6 cerrada (se até con hilo) y sin adicién de
agua.

En cada ensayo se cargaron tres bolsas con las
termocuplas en una autoclave de laboratorio tipo
Chamberland (VZ modelo 75L, Villar y Zaurdo
SRL, Argentina), calefaccionada a gas natural, de
75 dm? de capacidad (didmetro: 40 cm; altura: 60
cm), con control manual. Este es el maximo
numero de bolsas permitido por las dimensiones
de la autoclave, quedando las mismas en contacto
lateral. Se colocé una termocupla en la cdmara
(ambiente) para el seguimiento de la temperatura
de proceso. Las termocuplas se conectaron a un
sistema de adquisicion de datos (HYDRA 2625A,
Fluke, USA) para el registro y almacenamiento de
los valores de temperatura.

Las termocuplas utilizadas fueron previamente
calibradas siguiendo procedimientos que aseguran
la trazabilidad a patrones nacionales.

Una vez cerrada la autoclave, se encendio el
equipo, dando comienzo el ensayo. El tiempo de
venteo (eliminacién del aire de la cdmara) se ubicd
en el rango 40 - 59 minutos. El tiempo de puesta
en régimen (tiempo que el equipo tarda en
alcanzar la temperatura de proceso) resulté entre
52 y 62 minutos. La temperatura de proceso fue
de 121 °C en todos los ensayos. Esta temperatura
se mantuvo durante un tiempo de 50 minutos. Se
midieron las temperaturas desde el comienzo de la
calefaccion de la autoclave a intervalos de 4
minutos hasta su finalizacion.

Se ensayaron 15 bolsas en total.

Los registros de temperatura de las bolsas y del
ambiente en funcion del tiempo se volcaron en los
programas de calculo [ a fin de determinar los
parametros caracteristicos de penetracion de calor
f, (tiempo para reducir la diferencia entre la
temperatura de proceso y la del punto en estudio
en un 90 %) -indicativo de la velocidad de
calentamiento-y j, (factor de retardo de la curva
de calentamiento).

Posteriormente, se determino estadisticamente la
muestra (bolsa) cuya velocidad de penetracion de
calor representd el caso mas desfavorable. Para
ello se establecié un limite de confianza teniendo
en cuenta la variacién en el parametro f;,; se tomo
P < 0,0025 para la probabilidad de un valor mayor
(corresponde a un nivel de confianza de 99,75 %).
A partir del valor f, calculado de esta forma (fi, ),
que equivale a una probabilidad de 1 en 400 de
que alguna muestra posea un valor mayor, y del
factor de retardo j, promedio para la totalidad de
las muestras, se calcul6 el tiempo del ciclo de
esterilizacion necesario para alcanzar un valor Fo
prefijado de 15 minutos en el punto de
calentamiento mas lento de la carga. Este valor Fo
se corresponde con el criterio de mantener durante
15 minutos una temperatura de 121 °C en dicho
punto, adoptado por otros autores !¢ como
adecuado para lograr una eficaz esterilizacion.

A través de los programas de calculo se
establecieron tiempos de esterilizacion para
distintas temperaturas de posible interés.

Resultados

En la Figura 1 se muestra una curva tipica de
calentamiento de las bolsas en una autoclave tipo
Chamberland.
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Figura 1: Calentamiento de una bolsa de polipropileno 30
cm x 60 cm con placas de Petri, procesada a 121 °C en una
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autoclave tipo Chamberland.

En la Tabla I se han volcado los parametros
caracteristicos de penetracion de calor f, y ji
calculados para las muestras ensayadas.

Tabla I. Parametros caracteristicos de penetracion
de calor.

Temperatura de proceso Tiempo de proceso

Muestra N° fi (minutos) jn (minutos)
1 48,8 0,66
2 34,5 0,75
3 39,2 0,73
4 30,0 0,98
5 46,7 0,59
6 28,0 0,55
7 32,1 0,59
8 37,6 0,64
9 35,9 0,58
10 52,0 0,75
11 31,2 0,78
12 28,6 0,82
13 25,6 0,64
14 26,1 1,47
15 31,6 1,01

A partir de los valores f;, individuales se calcul6 el
parametro fy, ,, el cual resulté igual a 61,8 minutos.

El tiempo para el ciclo de esterilizacion a 121 °C
necesario para alcanzar un valor Fo de 15 minutos
en el punto de calentamiento mas lento de la
carga resultd de 75 minutos.

Siguiendo el tradicional criterio establecido por C.
0. Ball 19, en el procedimiento de calculo utilizado
para la determinacion del tiempo del ciclo de
esterilizacion se consider6 que el Ultimo segmento
del tiempo de puesta en régimen (promedio), cuya
longitud es igual al 40 % de su duracidn total, se
puede asumir como tiempo a temperatura de
proceso.

En la Tabla II se muestran los tiempos de ciclos de
esterilizacion calculados para otras temperaturas
de proceso.

Tabla II. Ciclos de esterilizacion para
descontaminacién de bolsas de polipropileno 30
cm x 60 cm con placas de Petri en una autoclave
tipo Chamberland.

(°O) (minutos)
121 75

123 65

126 55

130 46
Conclusiones

A partir de conceptos y programas de calculo
habitualmente utilizados para el disefio y
validacion de procesos de esterilizacion de
conservas alimenticias, se determinaron ciclos de
esterilizacion para la descontaminacion de
desechos de laboratorios de microbiologia en
bolsas de polipropileno de caracteristicas definidas,
en autoclaves a vapor tipo Chamberland, con
dadas condiciones operativas, en base al criterio
de mantener durante 15 minutos una temperatura
de 121 °C en el punto de calentamiento mas lento
de la bolsa que estadisticamente representa el
caso mas desfavorable de esa poblacion.

Los ciclos de esterilizacion establecidos en el
presente trabajo son validos para las condiciones
de carga y operativas ensayadas. La metodologia
presentada podra aplicarse para la determinacion
de procesos de descontaminacion con otras
condiciones (simple/doble bolsa, tipo y forma de
carga, autoclave, etc.).

A partir del uso de ciclos de esterilizacion
calculados para las condiciones de trabajo
especificas de cada laboratorio, se posibilitara
bajar la frecuencia de los controles con indicadores
biologicos empleados habitualmente en los
procesos de descontaminacion de desechos.
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