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RESUMO 

Quando um produto entra em contato com tecidos ou fluidos do corpo 

humano é imprescindível que este seja estéril e, portanto submetido previamente 

a um processo de esterilização antes do seu uso no paciente. O óxido de etileno 

tem sido empregado como um agente esterilizante em razão do seu amplo 

espectro microbicida e da sua compatibilidade com uma variedade de materiais 

sensíveis às altas temperaturas, à umidade e à radiação ionizante. Um processo 

de esterilização é considerado eficiente quando este resulta em produtos em 

conformidade com suas especificações e requisitos de qualidade. 

Este trabalho teve como objetivo a validação do processo de esterilização 

por óxido de etileno de suturas cirúrgicas sintéticas absorvíveis. Nas análises dos 

resultados, constatou-se que o processo de esterilização avaliado resultou em 

suturas com um SAL mínimo de 10-6, que o Bacil/us subtilis var. niger foi um 

indicador adequado no monitoramento da eficiência do processo, que os teores de 

umidade e óxido de etileno residual dos produtos se encontraram abaixo do 

especificado e que os parâmetros de processo (tempo, temperatura, umidade 

relativa, concentração de óxido de etileno) são reprodutíveis. 



Dissertação de mestrado xvi -------------------

ABSTRACT 

When a product is put in contact with tissues or sterile fluids of the human 

body it is essential that it be previously submitted to a sterilizing process before its 

use on the patient. Ethylene oxide has been employed as a sterilizing agent due to 

its broad microbicide spectrum and to its compatibility with a variety of materiais 

sensitive to high temperatures, humidity and ionizing radiation. A sterilizing process 

is considered efficient when it results in products that conform to quality 

specifications and requirements. The objective of this study was to validate the 

sterilizing process via ethylene oxide of synthetic absorbable surgical sutures. 

Analysis of the results has shown that the present sterilizing process results in 

sutures with a minimum SAL of 10-6, the Bacillus subtilis var. niger is an adequate 

indicator for monitoring process efficiency, product humidity and residual ethylene 

oxide leveis are below specifications and that process parameters (time, 

temperature, relative humidity, ethylene oxide concentration) can be reproduced. 



Dissertação de mestrado 1 --------------------

1. INTRODUÇÃO 

A esterilização industrial apresenta-se como uma das mais desafiadoras 

fronteiras para o desenvolvimento de equipamentos e instrumentos de uso 

médico-hospitalar. Isto ocorre desde os primórdios do conhecimento científico 

da microbiologia e sua implicação nas infecções hospitalares e comunitárias. Já 

no século XIX, constatou-se que a eliminação dos microrganismos seria 

fundamental para assegurar a eficácia dos produtos médicos. Como 

conseqüência, os hospitais passaram a centralizar as atividades de controle 

microbiano, tanto assepsias quanto esterilização, as quais eram realizadas 

individualmente e a critério de cada equipe médica. Assim sendo, surgiram as 

primeiras "centrais de esterilização", tendo sido empregados os métodos físicos 

disponíveis, como por exemplo , calor úmido e calor seco. Ainda no final do 

século XIX, um hospital municipal, nos Estados Unidos, já contava com sistema 

regular e rotineiro de autoclavagem a vapor para os seus instrumentos 

cirúrgicos, levando a uma redução inigualável dos índices de infecções e 

complicações pós-operatórias. 

Com o infortúnio da primeira guerra mundial tornou-se evidente a 

necessidade da fabricação, em escala industrial, de produtos médicos. Os 

países que contavam com este apoio logístico perdiam menos combatentes e 

os feridos recuperavam-se mais rapidamente. Como nesta época, os materiais 

empregados eram basicamente o algodão, vidro e metal, as técnicas de 

esterilização não foram substancialmente afetadas, tendo continuado o largo 

emprego do calor úmido e calor seco. 

A indústria desenvolveu-se e novos materiais passaram a estar 

disponíveis, principalmente, os versáteis e econômicos plásticos modernos. Tal 

resolução ganhou velocidade nas décadas de 1940 e 1950, esbarrando em um 

obstáculo tecnológico fundamental: Como esterilizar estes novos correlatos? 

Esta nova tecnologia deveria contar com um agente esterilizante eficaz à baixa 

temperatura, uma vez que a maioria dos plásticos era termosensiveis, o seu 
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uso não deveria demandar controles sofisticados, devido à intenção de uso 

também na área hospitalar, além de baixo custo e facilidade de suprimento 

O óxido de etileno tornou-se o gás esterilizante de maior uso em razão 

da sua excelente difusão, capacidade de penetração nas embalagens e nos 

lumens dos correlatos, com propriedade bactericida, fungicida e esporicida, com 

rápida ação esterilizante, compatibilidade com uma ampla variedade de 

embalagens e materiais, ou seja, não causa alterações na aparência nem nas 

funções dos itens processados e dos materiais de embalagem mesmo após 

ciclos repetitivos, pode ser utilizado tanto em pequenas quanto em grandes 

instalações, é passível de monitoramento tanto com monitores químicos, físicos 

e microbiológicos apresentando ainda, um custo razoável para a instalação e 

operação de rotina (RUTALA, 1996 e JOSEL YN, 2001 ). 

Devido à florescente indústria petroquímica, ficou patente a conveniência 

do uso do óxido de etileno, como sendo este novo agente. Experiências prévias 

no início do século XX já haviam sido testadas, visando a conservação de 

alimentos e além do mais, o óxido de etileno era um intermediário na síntese de 

plásticos e detergentes. A escolha parecia conveniente, porém esbarrava em 

um ponto: sua elevada inflamabilidade, gerando risco concreto de 

explosividade. A solução adotada foi misturar ao novo agente esterilizante a um 

gás diluente, tendo sido empregado o clorofluorcarbono-12 (CFC-12), sem 

alterar as características esterilizantes do óxido de etileno. 

Tudo parecia resolvido e o óxido de etileno passou a ser a técnica de 

escolha para a esterilização de produtos médicos de natureza plástica. 

Entretanto, estudos toxicológicos e ambientais realizados na década de 1960 e 

1970 demonstraram que a nova técnica tinha como malefícios a emissão de 

clorofluorcarbono-12, danoso para a atmosfera, e a exposição ocupacional ao 

óxido de etileno, por parte dos elementos envolvidos com a central de 

esterilização. A consciência dos danos à camada de ozônio e dos riscos de 

mutagenicidade, teratogenicidade e carcinogenicidade pressionaram a busca 

de melhorias tecnológicas para o uso seguro do óxido de etileno. Desta maneira 

novos gases diluentes foram testados, principalmente os reconhecidamente 
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inertes, como é o caso do nitrogênio. Por outro lado, sistemas de controle e 

contenção da emissão do óxido de etileno foram desenvolvidos e adotados para 

aplicação em escala industrial. 

Estas novas tecnologias, porém, ainda não foram suficientemente 

descritas e divulgadas no setor hospitalar, o qual representa a maior fração do 

mercado consumidor de óxido de etileno brasileiro, para fins de esterilização. 

Deste modo, a maioria dos usuários desta tecnologia ainda emprega as 

ferramentas disponíveis na década de 1950, com visíveis prejuízos sociais, 

ambientais e econômicos. 

Portanto, na medida em que publicações sejam produzidas, descrevendo 

tecnologias, cuidados com o uso, alternativas de novas misturas, sistemas de 

depuração, modelos cinéticos de inativação microbiana e melhorias no 

desempenho dos equipamentos, cada vez mais o uso do óxido de etileno, 

tornar-se-á seguro e eficaz. Dentre tais perspectivas, uma das mais relevantes 

é a validação da esterilização que deve ser vista como uma evolução qualitativa 

e quantitativa de um processo de esterilização garantindo que o mesmo resulte 

em produtos em conformidade com seus requisitos de qualidade e seguro para 

uso e consumo (BRUCH, 1993), minimizando-se, também a experimentação e 

os riscos de exposição ocupacional. 

Atualmente, 45% dos produtos médicos fabricados no mundo são 

esterilizados por EO, sendo este o método de escolha de produtos constituídos 

de materiais incompatíveis com altas temperaturas, umidade e radiação 

(SORDELLINI, 1996 e MOSLEY et ai., 2002a). 

Na literatura, a alta incidência de infecções foi atribuída ao uso de 

correlatos descontaminados inadequadamente, a qual veio enfatizar a 

necessidade de se estabelecer normas e procedimentos que regularizassem a 

atividade da esterilização (RUT ALA, 1996). 

Por esta razão, a partir de 1970 foram elaborados guias que 

regulamentavam a validação e rotina do processo de esterilização por óxido de 

etileno, culminando em 1994 com a publicação da norma internacional 
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"ANSI/AAMl/1SO 1135 - Medical devices validation and routine control of 

ethylene oxide sterilization". 

Como as características dos produtos não podem ser integralmente 

verificadas e garantidas por uma inspeção ou testes subseqüentes no produto 

final, o processo deve ser validado com um alto grau de confiabilidade. 

A validação da esterilização por óxido de etileno é uma das mais 

complexas. Este processo é extremamente eficiente e pode ser realizado a 

partir de uma infinidade de combinações de parâmetros que afetam a eficácia 

da esterilização tais como concentração do gás EO, umidade, temperatura e 

tempo. 

A validação deve demonstrar por meio de evidências documentais que a 

combinação selecionada dos parâmetros de processo resulta em produtos em 

conformidade com seus atributos de qualidade. Sua eficácia é verificada a partir 

da determinação do nível de garantia de esterilidade que o produto esterilizado 

atinge ao final do processo, da adequação do indicador biológico utilizado no 

monitoramento do mesmo, da concentração residual do EO e da umidade no 

produto e a reprodutibilidade dos parâmetros do processo que contribuem para 

a eficiência do mesmo (LINK & MACDONELL, 1997). 
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2. OBJETIVO 

O presente trabalho teve como objetivos: 

• Verificar a adequação do indicador biológico Bacillus subtilis var. niger no 

monitoramento da eficiência do processo de esterilização por óxido de etileno 

de suturas cirúrgicas, avaliando se sua resistência é igual ou superior à carga 

microbiana presente no produto, ou seja, na sutura cirúrgica sintética 

absorvível, por meio da comparação dos valores de D entre a carga microbiana 

do produto e do bioindicador; 

• Verificar a letalidade do processo de esterilização por óxido de etileno 

através do método da sobremorte ou do meio ciclo; 

• Verificar qual o nível de garantia de esterilidade Sterility Assurance Levei -

(SAL) atingido pela sutura cirúrgica sintética absorvível após o processo de 

esterilização por óxido de etileno; 

• Verificar se o processo de esterilização resulta em suturas cirúrgicas que 

atendam aos seus requisitos químicos como de umidade e concentração óxido 

de etileno residual; 

• Verificar a reprodutibilidade dos parâmetros do processo de esterilização 

fundamentais para a eficiência do mesmo, tais como, temperatura, tempo de 

exposição, concentração de óxido de etileno e umidade relativa. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1. Óxido de etileno 

3.1.1. Propriedades 

O óxido de etileno (EtO, ETO ou EO) é membro da família dos éteres 

cíclicos. É um composto com fórmula molecular C2H4O, que pode também ser 

chamado de óxido de dimetileno, oxirano, oxireno, epóxido, epóxido-etano e 

óxido eteno. Sua massa molecular é de 44,05 U sendo, aproximadamente duas 

vezes mais pesado que o ar. A baixa temperatura, o óxido de etileno é um 

líquido incolor com ponto de ebulição de 10,4 ºC. De odor detectável a partir de 

concentrações de 430 ppm, apresenta-se adocicado e semelhante ao éter. É 

completamente miscível tanto em água quanto em solvente orgânico tais como 

éteres e álcoois. Em pH ácido reage formando etilenoglicol e na presença de 

íons cloro forma a cloridrina etilênica (BURGESS & REICH, 1993). 

O óxido de etileno é inflamável e potencialmente explosivo, embora no 

seu estado líquido estas condições requeiram temperaturas e pressão altas. No 

seu estado gasoso tal risco pode acontecer em concentrações de 3 a 100% por 

VN no ar. Por causa destas suas características, o óxido de etileno é utilizado 

com gases inertes diluentes a fim de que tais misturas esterilizantes não atinjam 

a inflamabilidade e a explosividade (GILLIS, 1986). 

O óxido de etileno é fornecido comercialmente na sua forma pura (100% 

EO) ou misturado a algum diluente gasoso para que seja formada uma mistura 

esterilizante. Os gases diluentes mais comumente utilizados incluem o 

clorofluorcarbono-12 (CFC-12), dióxido de carbono (CO2) e recentemente o 

nitrogênio (N2). É importante ressaltar que quando o EO está misturado a 

alguns destes gases, a capacidade bactericida se mantém quando comparado 

ao EO 100% (RUTALA & WEBER, 1998a). 

Historicamente, a mistura 12% EO / 88% CFC-12 foi amplamente 

utilizada, principalmente, por causa da sua maior vantagem, ou seja, a sua 
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característica antinflamável e antiexplosiva. Além disso, a baixa pressão de 

vapor da mistura permite a transferência e armazenamento em cilindros ou 

tanques de baixa pressão. A adoção da mistura 12% EO / 88% CFC-12 requer 

menor diferencial de pressão a fim de obter a mesma concentração de 

operação de EO do que a mistura não inflamável com CO2. O uso da mistura 

12% EO / 88% CFC-12 foi originalmente favorecido em relação ao sistema 

100% EO, uma vez que esta mistura permite investimento significativamente 

baixo em equipamentos e instalações em razão da sua propriedade não 

inflamável (ALFA et ai., 1998). 

Como a 12% EO / 88% CFC-12, a mistura 10%EO /90%CO2 também é 

considerada não inflamável. Em comparação com as outras misturas 

esterilizantes, o uso destas em aplicações industriais é limitada, principalmente 

por causa da alta pressão de vapor do CO2 e da baixa porcentagem de volume 

de EO. A alta pressão de vapor do CO2 também estabelece condições que 

favorecem a separação do EO e do gás diluente CO2 no cilindro de 

armazenamento. Esta separação pode aumentar a possibilidade de obter uma 

mistura inflamável a medida que a porcentagem de EO aumenta , podendo 

levar a variações na concentração de EO na câmara de processamento e uma 

explosão. Uma outra desvantagem no uso do CO2 como um gás diluente, é que 

este cria um ambiente ácido o qual pode acelerar a corrosão tanto do material 

quanto do equipamento e catalisar a formação de polímeros. De um ponto de 

vista produtivo, o uso da mistura 10%EO /90%CO2 requer um diferencial de 

pressão operacional superior a três vezes e meia a da mistura 12% EO / 88% 

CFC-12 e dez vezes a do sistema 100% EO para atingir concentrações 

equivalentes. O alto diferencial de pressão necessário durante o processo pode 

ser incompatível com o produto, embalagem e equipamento (ALFA et ai., 1996). 

O uso dos clorofluorcarbonos tem sido limitado em razão da sua 

potencial capacidade de diminuir a camada protetora de ozônio, contribuindo 

desta forma para o aumento da concentração de raios ultravioleta e 

conseqüente acréscimo da temperatura terrestre. A adoção do sistema 100% 

EO está associada diretamente com a construção de equipamentos e sist~mas 
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auxiliares a prova de explosão e de custos indiretos necessários para utilizar e 

manter em segurança o agente esterilizante na sua forma pura, representando 

um investimento superior às demais alternativas. Estima-se que exista uma 

explosão ou incêndio anual para cada 100 instalações que utilizam EO 100%. 

Uma outra proposta de mistura esterilizante é o 10% EO / 90% 

hidroclorfluorcarbono (HCFC), a qual substituiria a mistura 12% EO / 88% CFC-

12. O diluente HCFC é mais lábil que os clorofluorcarbonos e se dissocia antes 

de atingir na camada de ozônio, portanto a sua característica potencial de reagir 

com o ozônio é cinqüenta vezes menor que os clorofluorcarbonos. A principal 

vantagem da mistura esterilizante 10% EO / 90% HCFC são as suas 

características não inflamáveis e antiexplosivas. É importante enfatizar que a 

mistura 10% EO / 90% HCFC é uma solução temporária para o problema da 

diminuição da camada de ozônio, uma vez que. tal agente também será banido 

até o ano de 2030 (ALFA et ai., 1997e RUTALA et ai., 1998b). 

O uso da mistura esterilizante EO/N2 é interessante, uma vez que esta 

diminui as características de inflamabilidade e explosividade do óxido de etileno 

puro. O nitrogênio não representa qualquer risco ocupacional nem ambiental, 

sendo compatível com todos os correlatos uma vez que este é inerte e o seu 

custo é baixo (ELLIS, 1990). 

3.1.2. Aplicações 

Em razão das suas propriedades bactericida, fungicida e esporicida, o 

óxido de etileno tem sido utilizado desde a segunda guerra mundial na 

esterilização de artigos médico-hospitalares, uma vez que este também é 

compatível à natureza físico-química dos materiais termo, higro e radio sensível 

(CHRISTENSEN & KRISTENSEN, 1979). O seu principal uso industrial é no 

setor da petroquímica leve, onde é aplicado na síntese de fibras de poliéster, 

embalagens e filmes plásticos. O óxido de etileno chegou até a ser utilizado na 

agricultura no controle de pragas (KERELUK et ai., 1970). 
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3.1.3. Mecanismo de ação 

A sua atividade antimicrobiana deve-se à alquilação de componentes 

celulares nucleofílicos, tais como os grupos amino, fenólicos, sulfidrila e 

carboxila. Nas células vegetativas ou esporos bacterianos, a substituição do 

hidrogênio por um grupo hidroxietil (HO -CH2-CH2-R) pode levar à interrupção 

ou término de atividades metabólicas e reprodutivas, resultando em danos e 

morte celular. Evidências experimentais indicam que a reação primária do EO 

se dá com os ácidos nucléicos, causando a perda da capacidade reprodutiva do 

microrganismo (CAPUTO & ROHN, 1982). 

3.1.4. Toxicidade 

Apesar das características esterilizantes ideais apresentadas pelo óxido 

de etileno, alguns sintomas como dor de cabeça, náusea, vômito, dispnéia, e 

irritação respiratória foram relatados como conseqüência da inalação do vapor 

do gás esterilizante por humanos. Os efeitos de exposições repetidas a baixas 

concentrações do agente não estão bem documentados, porém casos 

reportados indicam que tais exposições podem estar associadas aos efeitos 

neurológicos como cefaléia, letargia, apatia e neuropatia senso motora 

(JORKASKY, 1990). 

Estudos epidemiológicos sugerem uma relação entre o aumento da 

incidência de câncer de pâncreas, de estômago, de mama, leucemia e doença 

de Hodgkins e a exposição ocupacional crônica ao EO (RODICKS & BROWN, 

1990). 

O Ministério da Saúde considera o EO um agente potencialmente 

mutagênico, carcinogênico e teratogênico e de acordo com a portaria 

interministerial nº 482 de abril de 1999, estabeleceu-se um limite máximo de 

exposição ocupacional de 1 ppm para TW A (time weighted average - período 

de oito horas de trabalho por dia) e 5 ppm para STEL (short-term-exposure limit 
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- período de quinze minutos diários). Já o limite máximo permitido de resíduos 

de óxido de etileno em correlatos após os processo de esterilização, 

reesterilização ou reprocessamento é de 250 ppm (AAMl-10993-7,1995; 

BRASIL, 1999 e MANNINIG, 1989). Relatos atestam que a concentração do EO 

residual acima dos limites em produtos médicos causa lesões cutâneas e 

hemólise (ZAYEVA et ai., 1990). A remoção residual do óxido de etileno em 

produtos é normalmente realizada em câmaras de aeração com lavagens 

múltiplas de ar que pode ser aquecido. As análises de detecção do gás em 

produtos ou ambientes são realizadas a partir de cromatografia gasosa. No 

monitoramento ocupacional são utilizados os métodos do tubo de carvão e 

difusão. 

Devido às suas características tóxicas, o uso inadequado do óxido de 

etileno pode gerar riscos tanto para o paciente de um artigo médico-hospitalar, 

quanto para o usuário de outros produtos descontaminados por este método. 

Além disso, as equipes envolvidas no manuseio de equipamentos que 

empregam o EO, também podem correr perigos desnecessários, caso as 

precauções de segurança não sejam adotadas. 

O conhecimento dos riscos potenciais decorrentes das características 

inerentemente tóxica do óxido de etileno não deve ser razão de temor, mas sim 

de conduzir à adequação de instalações assim como o uso de equipamentos de 

proteção individual que permitam condições de trabalho seguras (PINTO, 

1997). 

3.1.5. Fatores que influenciam a letalidade 

Existem quatro parâmetros de processo que afetam diretamente a 

inativação dos microrganismos pelo óxido de etileno que são os seguintes: 

concentração do gás, temperatura, umidade relativa e tempo (PARISI, 1981 ). 
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3.1.5.1. Concentração do gás 

As concentrações de óxido de etileno obtidas durante os ciclos dos 

processos industriais ficam normalmente entre 300 e 1200 mg/L. 

Concentrações inferiores a 300 mg/L, não contém moléculas de EO suficientes 

para fornecer um processo eficiente em um tempo hábil. O uso de 

concentrações acima de 1200 mg/L não propiciam uma redução significativa no 

tempo do processo que justifiquem quantidades adicionais do gás, embora, 

mais moléculas levem a um processo mais eficiente. Um processo de 

esterilização que utiliza 1200 mg/L de EO é duas vezes mais rápido do que um 

de 600 mg/L do gás e este por sua vez é duas vezes mais veloz do que o de 

300 mg/L de EO. 

Porém, considerando o custo do EO e os problemas de resíduos de gás 

no produto, os processos geralmente são realizados em concentrações 

menores. A concentração mais indicada deve ser estabelecida em função das 

características dos produtos, seu poder de absorção, letalidade do processo e 

da integridade das embalagens, pois, pressões elevadas podem danificá-las. 

Além disso, o EO deve estar em contato com o produto a ser esterilizado, o que 

é conseqüência da permeabilidade da embalagem ao gás ou da sua disposição. 

As concentrações mais usuais estão entre 400 - 600 mg/L de gás (GILLIS, 

1986; BURGESS & REICH, 1993; HUCKER et ai., 2001 e SMITH, 2001 ). 

O controle na concentração do gás no interior da câmara pode ser feito 

através de pressostato, de cromatógrafo gasoso, detector infravermelho ou pelo 

diferencial de peso do cilindro que contém o óxido de etileno, antes e após o 

processo de esterilização (SORDELLINI, 1997 e SMITH, 2001). 
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3.1.5.2. Umidade relativa (UR) 

A umidade é um dos parâmetros de maior importância no processo de 

esterilização por óxido de etileno, sem uma umidade adequada o processo será 

bastante desfavorecido. Na prática, a concentração de umidade relativa na 

câmara de esterilização mais freqüente é de 40-80%, porém, depende dos 

produtos e embalagens a serem submetidos ao processo o valor a ser 

adotado. É importante ressaltar que a UR em excesso pode promover o 

aparecimento de resíduos de etilenoglicol e até mesmo danificar o produto a ser 

esterilizado. Existe uma série de investigações a respeito dos teores de 

umidade e sua influência na letalidade do processo. Os valores de D variam em 

até dez vezes quando a UR da câmara de esterilização oscila de 0-40% a 600 

mg/L de EO e 54,4 ºC (WHITBOURNE & REICH, 1979). 

Uma umidade insuficiente pode gerar um processo com até cinco vezes 

mais tempo do que com uma umidade adequada. Existem várias razões pelas 

quais a umidade relativa tem um pronunciado efeito no potencial esterilizante do 

EO. Primeiramente, a água mostrou ser necessária na alquilação, reagindo com 

o gás, abrindo o seu anel epóxido e permitindo, desta forma, que o mesmo 

interaja com os componentes celulares nucleofílicos. Uma outra função é a 

facilitação na transferência do gás através de materiais polares. Foi observado 

também que a UR hidrata os materiais protéicos presentes nas superfícies 

celulares o que expõe mais os sítios de ativação, permitindo que a alquilação 

do gás ocorra mais rapidamente (GILLIS, 1986; BURGESS & REICH, 1993; 

HUCKER et ai., 2001 e SMITH, 2001 ). 

A concentração interna de umidade relativa da câmara pode ser 

verificada a partir de higrômetros, volumetria (diferença de volume de água 

gasto na geração do vapor) e pressostato. 
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3.1.5.3. Temperatura 

Os processos industriais, em sua maioria, adotam faixa de temperatura 

de 38-60 ºC. Este parâmetro exerce uma das mais significativas influências na 

eficiência do óxido de etileno como agente esterilizante, ou seja, a cada 

aumento de 1 O ºC na temperatura, a taxa de inativação de esporos em geral 

duplica. Foi observado também, que o aumento da temperatura pode facilitar a 

transferência do EO para o produto e embalagem uma vez que aumenta a 

permeabilidade em certos materiais (GILLIS, 1986; BURGESS & REICH, 1993; 

HUCKER et ai., 2001 e SMITH, 2001 ). 

A realização de estudos de penetração de calor nos produtos é 

importante, uma vez que explicam falhas de processo e evitam danos aos 

produtos e embalagens em pontos de super aquecimento. A temperatura é 

verificada apenas com a utilização de sensores. 

3.1.5.4.Tempo de exposição 

Existe uma relação direta entre os três parâmetros anteriores 

(concentração do gás, umidade relativa e temperatura) e o tempo requerido 

para que a letalidade desejada seja atingida. A seleção dos melhores 

parâmetros de processo resultará em processo de esterilização por óxido de 

etileno com duração inferior a duas horas (GILLIS, 1986 e BURGESS & REICH, 

1993). 

O início da exposição deve ser considerado somente quando todos os 

parâmetros atingirem o mínimo definido para o processo. A verificação do 

tempo do processo é realizada e medida diretamente. 
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3.1.5.5.0utros fatores 

Os demais fatores que influenciam a letalidade do óxido de etileno são o 

produto a ser esterilizado e sua caga microbiana, a composição do material da 

embalagem e composição da carga a ser esterilizada bem como da densidade, 

além das condições de pré-condicionamento e aeração (lavagem do gás) 

(BURGESS & REICH, 1993). 

3.2. A inativação ~icrobiana em processo de esterilização por óxido de 

etileno 

A inativação microbiana de uma população homogênea é considerada 

logarítmica, equivalente á cinética química de uma reação de primeira ordem. O 

fenômeno da inativação microbiana pode ser representado pelo modelo de 

curva linearizada, semilogarítmica de sobreviventes. A representação gráfica do 

logaritmo decimal de sobreviventes, em relação ao tempo de exposição resulta 

em curva linearizada decrescente, conforme figura 1. A variação do número de 

sobreviventes com o tempo de exposição é em função do número de 

organismos inicialmente presentes e é representada pela equação: 

logN1 = logN0 -(-k-) t, onde: 
2,303 

log N, _ é o logaritmo decimal da população sobrevivente após um tempo 

(t) de exposição; 

log N0 - é o logaritmo decimal da população no tempo inicial (t = O); 

k - é a constante de velocidade específica de destruição por unidade de 

tempo ( t ). 

Para um mesmo microrganismo todos os parâmetros de processo devem 

ser mantidos constantes durante o tempo de exposição estabelecido, pois a 

resistência é em função da concentração de óxido de etileno, umidade e 

temperatura presentes (MACHMERTH, 1998). 



Dissertação de mestrado ____________________ 15 

Para o modelo de curva semilogarítmica de sobreviventes, o tempo 

necessário para destruição de 90% da população microbiana é o intervalo de 

tempo exigido para a curva percorrer um ciclo logarítmico. O intervalo de tempo 

de redução decimal (valor de D) é o principal parâmetro de avaliação das 

características de resistência da população microbiana. 
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FIGURA 1 : Curva de inativação microbiana 

O valor de D ou tempo de redução decimal é o intervalo de tempo nas 

condições de gases (EO e UR) e temperatura constantes para uma redução de 

90% da população microbiana inicialmente presente no produto. O valor de D é 

o inverso negativo do coeficiente angular da equação da reta calculada 

utilizando-se o método da regressão linear, através de mínimos quadrados, 

aplicado à região linear da curva de sobrevivência (PENNA, 1997). 
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3.3. Esterilidade 

Em adultos saudáveis o contato com produtos contaminados não 

representa problema sério a menos que o microrganismo seja um patógeno. 

Entretanto, pode ocorrer infecção ou até óbito em se tratando de paciente com 

o sistema imunológico debilitado, ou se o produto se destinar à introdução em 

área normalmente estéril, pele lesada, membrana, mucosa ou olhos. O risco de 

infecção e/ou óbito depende de fatores, dentre os quais as características 

qualitativa e quantitativa do microrganismo, resistência do hospedeiro e via de 

administração. Por esta razão, uma série de processos utilizando-se agentes 

químicos e físicos foi desenvolvida para inativar microrganismos atingindo desta 

forma a esterilidade. 

O conceito de esterilidade segundo PINTO et ai., (2000) refere-se a total 

ausência de forma viável capaz de reprodução. Com o conhecimento atual 

estatístico envolvendo a morte microbiana, há questionamentos quanto à 

afirmação absoluta da esterilidade dos produtos. Para abordarmos este assunto 

é importante definir previamente o conceito de morte associado aos 

microrganismos. Um microrganismo é definido como morto quando não mais se 

prolifera em meios de cultura onde usualmente isto ocorreria, considera-se 

como forma de constatação a turbidez de meios líquidos ou o surgimento de 

colônias em meios sólidos. Um único organismo deve ser capaz de se proliferar 

através de muitas gerações para ser detectado, portanto um microrganismo que 

não possa se reproduzir, ou que possa fazê-lo apenas por poucas gerações, 

pode por este critério, ser considerado morto. Como conseqüência direta dos 

fatos apresentados anteriormente, a expressão "livre de formas demonstráveis 

de vida" tem sido empregada como sinônimo de estéril. 

Outra consideração a ser feita é que microrganismos expostos a agentes 

letais não morrem simultaneamente. O seu número decresce exponencialmente 

com o tempo de exposição, portanto a ausência de todos os microrganismos 

viáveis irá ocorrer num tempo infinito de exposição ao agente. A esterilidade é, 
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portanto um estado absoluto que não pode ser atingido e que não pode ser 

garantido. 

O problema associado com a estrita definição de esterilidade tem 

conduzido ao desenvolvimento de conceitos e definições que expressam o nível 

de eficácia obtido com determinado processo esterilizante. Para produtos 

farmacêuticos e correlatos a denominação de estéril é geralmente atribuída aos 

produtos que, após a finalização do processo esterilizante, itens individuais 

apresentam a probabilidade de estarem não estéreis, ou um nível de garantia 

de esterilidade ou Sterility Assurance Levei (SAL), igual ou superior a 1 o-6 (USP, 

2002), ou seja, esta é a definição de esterilidade como uma função 

probabilística, onde em cada um milhão de unidades pode haver um produto 

não estéril. 

3.4. Nível de garantia de esterilidade (SAL) 

O número de ciclos logarítmicos reduzidos na população microbiana de 

um produto define o seu nível de esterilidade ou Sterility Assurance Levei 

(SAL). O nível de segurança do processo define a probabilidade de falha 

prevista para a operação, estabelecendo o número final de sobreviventes por 

unidade de produto (PENNA, 1997). 

Na esterilização de produtos médicos recomenda-se um fator de 

segurança de esterilidade de 10-6 para materiais implantáveis, ou seja, a 

probabilidade de encontrar unidades não estéreis é de uma em um milhão 

(BRUCH, 1993 e USP, 2002). 

3.5. Indicador biológico (1B) 

Embora o conceito de esterilidade seja simples e direto, a verificação da 

esterilidade é mais complexa. A incapacidade dos testes de esterilidade de 

produtos finais em detectar baixos níveis de contaminação mesmo com uma 
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quantidade significativa de amostras é sabida desde meados da década de 70. 

Por esta razão, as indústrias de produtos médico-hospitalar passaram a fazer o 

uso de indicadores biológicos (18), a fim de obter informações a respeito da 

eficiência e probabilidade de sobreviventes provenientes de processos de 

esterilização (GRAHAM & BORIS, 1993). 

O indicador biológico pode ser definido como uma unidade contendo uma 

concentração microbiana conhecida com resistência (valor de D) a um 

determinado agente esterilizante podendo-se estimar a sua taxa morte quando 

exposto a certos parâmetros físicos e/ou químicos conhecidos. O bioindicador é 

uma suspensão de esporos bacterianos, que pode ser seca em um veículo 

adequado ou colocada diretamente em algumas amostras dos produtos a 

serem esterilizados. A destruição deste controle microbiológico positivo fornece 

um excelente argumento em relação à eficácia do processo de esterilização de 

produtos (GASPAR et ai. 2002). 

O ideal é que os organismos utilizados nos bioindicadores devam ter as 

suas resistências caracterizadas em termos de valores de D (OXBORROW et 

ai. 1990). A destruição de uma população microbiana conhecida e de 

resistência definida (valor de D) quando comparada com a resistência (valor de 

D) de uma carga microbiana de um produto, permite uma estimativa razoável 

da probabilidade de sobrevivência (SAL) de um determinado processo de 

esterilização e a adequação do uso do 18 na avaliação rotineira do ciclo de 

esterilização. 

Esta simples filosofia por trás do uso de indicadores biológicos é que 

provém um controle mais rigoroso de um ciclo de esterilização do que a 

realização de teste de esterilidade em produtos finais. A vantagem do uso deste 

tipo de monitor é que eles têm a capacidade de integrar todos os fatores que 

impactam na morte biológica. O uso de bioindicadores é aceito pelos órgãos 

regulamentadores da área da saúde na garantia da esterilidade do produto 

como item de liberação do mesmo (CAPUTO & ROHN, 1982). 

Os esporos bacterianos são de particular valor na esterilização em razão 

da sua alta resistência ao estresse físico e químico e por esta razão são 
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utilizados na confecção de indicadores biológicos. Em razão da resistência 

apresentada pelo Bacillus subtilis var. niger ao óxido de etileno, este é o 

bioindicador utilizado no monitoramento do processo de esterilização tanto para 

o agente mencionado anteriormente quanto para o calor seco (AAMl-11138-1, 

1994 e AAMl-11138-2, 1994). 

O bioindicador adequado deve apresentar uma resistência (valor de D) 

ao processo de esterilização igual ou superior àquelas dos microrganismos 

originalmente presentes no produto a ser esterilizado (AAMl-111135, 1994; 

AAMl-11138-1, 1994; AAMl-1138-2, 1994 e Penna, 1997). 

3.6. Validação do processo de esterilização 

A partir da década de 70, a terminologia e o conceito associados à 

validação do processo de esterilização se difundiram rapidamente e foram 

prontamente compreendidos e aceitos tanto pelas indústrias quanto pelos 

órgãos regulatórios. No processo de esterilização por óxido de etileno de 

correlatos a norma mais atual e que apresenta uma ampla abordagem do 

assunto é a "ANSI/AAMl/ISO 11135 - Medical devices validation and routine 

control of ethylene oxide sterilization" (AAM 1 - 11135, 1994 ). 

A proposta da validação é assegurar com alto índice de confiança que o 

processo de esterilização resulta em produtos estéreis, indubitavelmente 

seguros e eficazes, atendendo integralmente aos seus requisitos de qualidade 

(PEN NA, 1994 ). Isto se faz necessário quando nem todas as características do 

produto resultante de um processo podem ser integralmente verificadas e 

garantidas com testes e inspeções subseqüentes no produto final. 

A validação do processo de esterilização por óxido de etileno é uma das 

mais complexas e dividem-se em qualificação de instalação, operação e 

processo a qual é subdividida química, microbiológica e em parâmetros de 

processo. A qualificação de instalação consiste na auditoria da câmara de 

esterilização e suas utilidades quando este foi instalado na planta, verificando 

se os mesmos se encontram de acordo com as recomendações do fabricante. 
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Na qualificação de operação é verificado se os parâmetros operacionais são 

atingidos e se os instrumentos se encontram calibrados. Já a qualificação de 

processo é realizada a fim de demonstrar a reprodutibilidade do processo a 

conformidade dos produtos com seus requisitos (SORDELINI & CAPUTO, 

1996). 

A qualificação de processo deve ser realizada sob as condições mais 

rigorosas do processo que às de rotina a fim de que se demonstre a adequação 

e reprodutibilidade do processo de esterilização. Os ciclos devem ser feitos com 

a carga máxima disponível, que apresente a maior densidade, dificuldade na 

penetração dos gases e requer mais dos equipamentos auxiliares. 

A qualificação microbiológica verifica a determinação do nível de garantia 

de esterilidade que o produto atinge e a adequação do uso do bioindicador no 

monitoramento da eficácia do processo de esterilização. 

Os métodos adotados na qualificação microbiológica são o da 

sobremorte ou meio ciclo e da construção da curva de sobreviventes a partir do 

método da fração de negativos ou da carga microbiana (enumeração) (AAMl-

11737, 1994). O primeiro é , historicamente, o mais utilizado no processo de 

esterilização por óxido de etileno. Ele se baseia no conceito que o processo 

inativará 1x106 esporos de Bacil/us subtilis var. niger na metade do tempo de 

exposição (meio ciclo). Portanto, no ciclo completo, o processo destruirá outros 

1x106 esporos, havendo desta forma doze reduções logarítmicas e um SAL de 

10-6 • Conforme a USP (2002), os bioindicadores para um ciclo de sobremorte 

tem que apresentar um valor de D mínimo de 2,6 minutos, uma condição de 

exposição de 600 ± 30 mg de EO/L, 52 ± 1 ºC e 60 ± 10% de umidade relativa e 

ainda uma concentração maior ou igual a 106 de esporos. 

Já a construção da curva de sobreviventes via fração de negativos ou 

enumeração visam à construção da curva de inativação microbiana tanto da 

carga microbiana presente no produto quanto do indicador biológico a partir da 

qual é possível verificar o valor de D e o SAL que o processo de esterilização 

proporciona ao mesmo. 
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Todos os parâmetros críticos do processo, incluindo a concentração do 

gás esterilizante, a umidade relativa e a temperatura são utilizadas nos seus 

valores mínimos permitidos para se estabelecer a pior condição de letalidade. 

No processo de esterilização por óxido de etileno mesmo que o método 

da sobremorte (meio ciclo) seja empregado, é necessário obter dados que 

garantam que a resistência da carga microbiana presente no produto não seja 

maior que a do indicador biológico (AAMl-111135, 1994 e BRITISH 

STANDARD, 1994). 

O conceito referenciado no parágrafo anterior é bastante importante no 

processo EO, uma vez que há muitas variáveis associadas à morte microbiana. 

Em razão da dificuldade em obter e manter equipamentos de alta 

precisão e confiabilidade no monitoramento direto da concentração de gás EO e 

da umidade relativa presentes no processo de esterilização, um recurso 

utilizado é a verificação da reprodutibilidade do processo com a qualificação dos 

parâmetros do mesmo (BRUCH, 1993). 

Porém, é na qualificação química que as concentrações residuais de 

óxido de etileno e de qualquer outro agente químico que apresente restrições 

quanto a sua concentração no produto será determinada e confrontada com os 

limites máximos permitidos (BURGESS & REICH, 1993). 



Disse11ação de mestrado ____________________ 22 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Materiais 

4.1.1. Sutura cirúrgica 

Conforme as farmacopéias brasileira e americana (FARM. SRAS., 1988 

e USP, 2002) a sutura cirúrgica é dividida em absorvível e não absorvível 

conforme a capacidade do corpo humano em degradá-la ou não. O artigo 

médico-hospitalar utilizado neste trabalho foi uma sutura cirúrgica sintética 

absorvível a qual é passível de degradação e conseqüente absorção por parte 

de tecidos vivos. 

A sutura sintética absorvível em questão é obtida a partir de um 

copolímero de glicolida e caprolactonato e um corante violeta de comprovada 

inocuidade (a coloração tem a finalidade de facilitar a visualização da sutura no 

campo operatório), para ser utilizado na aproximação de bordas de incisões. 

Após o implante da sutura, a sua absorção se dá por hidrólise através da água 

contida nos tecidos. A condição de esterilidade deste produto médico é 

considerada indispensável uma vez que seu emprego é em procedimento 

cirúrgico geral com a finalidade de aproximar ou ligar tecidos macios, onde se 

pretende obter uma cicatrização e recuperação dos tecidos envolvidos com 

posterior absorção do fio pelo organismo. 

A sutura cirúrgica é composta pelo fio, agulha e uma embalagem de 

papel que acomoda os dois componentes anteriormente descritos sendo ainda, 

que estes são acondicionados numa embalagem de alumínio com abertura para 

permitir a penetração do gás esterilizante, conforme mostra a figura 2. 

Conforme o inciso IV do artigo 4° da lei nº 5.991/73, do Ministério da 

Saúde, a sutura cirúrgica está classificada como correlato, ou seja, "a 

substância, produto, aparelho ou acessório não enquadrado nos conceitos 

anteriores, cujo uso ou aplicação esteja ligado à defesa e proteção da saúde 

individual ou coletiva, à higiene pessoal ou de ambientes, ou a fins diagnósticos 

e analíticos, os cosméticos e perfumes, e ainda os produtos dietéticos, óticos, 



Dissertação de mestrado 23 - - - ----------------

de acústica médica, odontológicos e veterinários" (BRASIL, 1973). A Resolução 

nº 185, de 22 de outubro de 2001 , publicada no Diário Oficial da União de 06 de 

novembro de 2001 , da atual Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), 

define o termo "produto médico", não utilizando mais o "correlato" o qual se 

caracteriza por "produto para saúde, tal como equipamento, aparelho, material, 

artigo ou sistema de uso ou aplicação médica, odontológica ou laboratorial, 

destinado à prevenção, diagnóstico, tratamento, reabilitação ou anticoncepção 

e que não utiliza um meio farmacológico, imunológico ou metabólico par realizar 

sua principal função em seres humanos, podendo entretanto ser auxiliado em 

suas funções por tais meios." 
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FIGURA 2 : Sutura cirúrgica sintética absorvível 

4.1.2. Indicador biológico 

O indicador biológico utilizado foi o Bacillus subtilis var. niger (ATCC Nº 

9372) a uma concentração de 3,62 x 106 de esporos por unidade, fornecido pela 

STERIS-SPORDEX, USA, com um valor de D de 4 minutos, a 600 ± 30 mg de 
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óxido de etileno/Oxyfume por litro, 50-70% de umidade relativa e 52 ± 1 ºC de 

temperatura. 
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FIGURA 3 : Indicador biológico (Bacillus subtilis var. niger) 

Para a construção da curva de sobreviventes bem como a realização dos 

ciclos da sobremorte, os indicadores biológicos foram acondicionados como se 

fossem as suturas cirúrgicas, ou seja, em embalagem de papel, a qual 

normalmente acondiciona o fio e a agulha e depois numa embalagem de 

alumínio com abertura para a penetração do gás conforme a figura 4. 
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FIGURA 4 : Acondicionamento do indicador biológico (Bacillus subtilis var. 
niger) em embalagens de sutura 

4.1.3. Câmara de esterilização 

Os ciclos foram realizados na câmara de esterilização de processo de 

2,63 m3 de volume interno (0,74m X 0,94m x 3,8m) da marca Quetzel localizada 
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na Johnson & Johnson Produtos Profissionais Ltda. O esterilizador é do tipo 

comum, de aço inoxidável e dupla porta. 

A câmara apresenta alguns sistemas auxiliares acoplados, como 

sistemas de circulação de ar para homogeneizar o ambiente interno, uma 

bomba de vácuo que elimina o conteúdo gasoso, uma jaqueta de água quente 

para aquecer a câmara, uma fonte de vapor para umidificar a carga, um 

volatilizador cuja função é aquecer o óxido de etileno para que o mesmo seja 

injetado na câmara sob a forma gasosa, uma linha de nitrogênio filtrado o qual é 

injetado na câmara previamente ao gás esterilizante a fim de eliminar as 

características explosiva e inflamável do óxido de etileno. As injeções de 

nitrogênio também são utilizadas na lavagem dos gases e na quebra do vácuo 

no final do processo. 

Associados ao esterilizador também existem sensores de temperatura e 

pressão bem como um sistema de integração de computador, 

microprocessador e software os quais controlam, monitoram e documentam o 

processo de esterilização. 
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FIGURA 5: Câmara de esterilização 
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4.1.3.1. Ciclo de esterilização 

O ciclo de esterilização adotado apresenta duas fases bastante distintas 

no processo, ou seja, a etapa da esterilização e a de lavagem dos gases. É 

importante ressaltar que para diminuir a letalidade do processo na qualificação 

microbiológica, a concentração gasosa do óxido de etileno, umidade relativa, 

temperatura e tempo foram colocados nos parâmetros mínimos especificados 

de processo. 

Já na qualificação química, os parâmetros de processo foram ajustados 

para que estes contribuíssem com as maiores concentrações de umidade e 

óxido de etileno residuais no produto final (pior caso), ou seja, tanto o vapor 

quanto o gás esterilizante ficaram nas suas pressões máximas permitidas bem 

como o maior tempo de contato dos mesmos com a carga. A temperatura ficou 

no seu limite mínimo para evitar a degradação do gás. 
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FIGURA 6: Ciclo de esterilização 
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O ciclo de esterilização se resume nas seguintes fases: 

- Aquecimento da câmara com a água quente recirculante da jaqueta; 

Realização de vácuo para a remoção de ar no interior da câmara; 

Injeção de vapor d'água para que a umidade relativa da câmara seja 

atingida; 

Injeção de nitrogênio para eliminar a inflamabilidade e explosividade do 

óxido de etileno; 

Injeção de óxido de etileno, ou seja, do agente químico esterilizante; 

O tempo de exposição da carga ao agente esterilizante (ação) é de no 

mínimo oito horas e máximo de nove horas; 

Aumento da temperatura da jaqueta; 

O processo de lavagem do gás EO e da retirada de umidade se inicia com a 

realização do vácuo; 

Injeção de nitrogênio para a troca de calor com o produto; 

Tempo de contato com o nitrogênio para troca de calor; 

Realização de vácuo, eliminação dos gases da câmara; 

Injeção de nitrogênio para a troca de calor; 

Tempo de contato com o nitrogênio para troca de calor; 

Realização de vácuo, eliminação dos gases da câmara; 

Injeção de nitrogênio para a troca de calor com o produto; 

- Tempo de contato com o nitrogênio para troca de calor; 

Realização de alto vácuo, eliminação dos gases da câmara; 

Interrupção do ciclo com nitrogênio após 250 minutos da etapa anterior. 

Todos os parâmetros de processo dos ciclos realizados foram registrados 

em carta gráfica conforme figura 7 e seus valores foram confrontados com os 

especificados. 
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4.1.4. Carga de esterilização 

Foi adotada uma carga de produtos que desafiasse ao máximo os 

processos para se obter resultados na qualificação dos parâmetros, química e 

microbiológica que representasse o pior caso. A carga foi caracterizada por alta 

densidade, dificuldade de penetração dos gases e maior demanda dos sistemas 

auxiliares, ou seja, o pior caso para um processo de esterilização. A carga foi 

composta por 64.000 unidades de suturas distribuídas em 90 bandejas, 

acomodadas em três carrinhos conforme a figura 8. É importante registrar que 

esta carga foi destinada exclusivamente para o trabalho, após o término deste, 

ela foi descartada. As amostras avaliadas das qualificações foram distribuídas 

em vinte bandejas em posições distintas na carga com a finalidade de obtermos 

resultados bastante representativos. 

FIGURA 8 : Configuração da carga de esterilização e pontos de 
amostragem 
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4.1.5. Meios de cultura 

4.1.5.1. Carga microbiana 

4.1.5.1.1. TSA (Tryptic Soy Agar) 

Dissolvido 24,0 g de TSA em 600,0 ml de água destilada. Autoclavado a 

121 ºC por 15 minutos. 

4.1.5.1.2. Saboraud 

Dissolvido 65,0 g de Saboraud em 1,0 L de água destilada. Autoclavado 

a 121 ºC por 15 minutos. 

4.1.5.2. Teste de esterilidade 

4.1.5.2.1. TSB (Tryptic Soy Broth) 

Dissolvido 30,0 g de TSB em 1,0 L de água destilada. Autoclavado a 121 

ºC por 15 minutos. 

4.1.5.2.2. THIO (Tioglicolato) 

Dissolvido 30,0 de THIO g em 1,0 L de água destilada. Autoclavado a 

121 ºC por 15 minutos. 
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4.1.6. Soluções 

4.1.6.1. Carga microbiana 

4.1.6.1.1. Água peptonada 

Dissolvido 1 ,O g de peptona em 1,0 ml de Tween-80® e estes em 1 L de 

água destilada. Autoclavado a 121 ºC por 15 minutos. 

4.1.6.1.2. Solução de ácido tartárico 10% 

Diluído 10,0 g de ácido tartárico em 100,0 ml de água destilada. 

Autoclavado a 121 ºC por 15 minutos. 

4.1.6.1.3. Solução de cloreto de sódio 10% 

Dissolvido 10,0 g de cloreto de sódio em 100,0 ml de água destilada. 

Autoclavado a 121 ºC por 15 minutos. 

4.1.6.2. Óxido de etileno residual 

4.1.6.2.1. Óxido de etileno 

Óxido de etileno 100%, fornecido pela White Martins. 

4.1.6.2.2. Nitrogênio 

Nitrogênio super seco, fornecido pela White Martins. 
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4.1.6.3. Umidade residual 

4.1.6.3.1. Metanol anidro 

Solução de metanol anidro (MeOH anidro), ou seja, máximo de 200 µg 

de água/ml. 

4.1.6.3.2. Reagente Karl Fisher 

O reagente Karl Fisher é composto por uma mistura de metanol, 

carbonato de propileno, 1,3-dimetil-2-imidazolidinona, dióxido de enxofre, 1,3-di-

4-piridilpropano, dietanolazina, iodo, cloreto de colina e etilenoglicol. 

4.1.7. Equipamentos/ Vidrarias 

4.1.7.1. Carga microbiana 

- Balão volumétrico de 1 L; 

- Tubos de ensaio de 260 ml; 

Pipetas de 30 ml; 

Placas de Petri de 90 mm de diâmetro; 

- Agitador- modelo G10 GYROTORY, New Brunswick, USA; 

Incubadora - modelo B.O.D. MA415, Marconi, Brasil; 

- Contador de colônias - modelo CP600, Phoenix, Brasil; 

Banho-maria - marca Fanen, Brasil. 

4.1.7.2. Teste de esterilidade 

Fluxo laminar Pachane - modelo PA-116; 

- Tubos de ensaio de 260 ml; 
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Estufa - modelo 002CD, Fanen, Brasil; 

Incubadora - modelo B.O.D. MA415, Marconi, Brasil. 

4.1.7.3. Óxido de etileno residual 

- Seringa de 25 µI do tipo gastight; 

Frascos de vidro com capacidade para 1 O ml; 

- Cromatógrafo - modelo CG 5890, Hewlett Packard, USA; 

Estufa - modelo 515C, Fanen, Brasil. 

4.1.7.4. Umidade residual 

- Seringas do tipo gastight de 5 ml; 

- Agitador orbital, Fanen, Brasil; 

- Analisador de umidade - modelo CAOS, Mitsubishi, Japão. 

4.2. Métodos 

4.2.1. Qualificação microbiológica 

4.2.1.1. Carga microbiana 

A carga microbiana da sutura cirúrgica foi realizada com trinta amostras 

antes do processo de esterilização. O valor obtido a partir deste método foi 

utilizado na construção da curva de sobrevivência com o tempo zero. É 

importante ressaltar que nenhum dos componentes da sutura sintética 

absorvível, comprovadamente apresenta propriedades bacteriostáticas e 

fungistáticas. 

As amostras do produto foram subdivididas em fios e as embalagens que 

acomodam o fio e a agulha. Cerca de 25 g da embalagem e 30 fios foram 
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inseridos respectivamente em frascos contendo água peptonada (item 

4.1.6.1 .1.) com 475 ml e 300 ml e agitados por uma hora. 

Para a contagem total de bactérias foram retiradas de cada frasco de 

extração alíquotas de 5 ml e colocadas em placas de Petri, previamente 

esterilizadas em réplicas de cinco. Foi vertido aproximadamente 20 a 25 mi de 

TSA (item 4.1.5.1.1 .) estéril, resfriado e deixado solidificar. As placas foram 

posteriormente incubadas por 3 dias a 30-35 ºC. Após tal período e utilizando

se um contador de colônias, as unidades formadoras de colônia presentes nas 

placas foram enumeradas. 

Na contagem de bolores e leveduras, o procedimento acima foi repetido, 

ou seja, foram retiradas de cada frasco de extração alíquotas de 5 mi e 

colocadas em cinco placas de Petri, previamente esterilizadas, vertendo 

posteriormente, 20 - 25 mi de Saboraud (item 4.1 .5.1 .2.) e 0,2 ml de solução 

de ácido tartárico 10% (item 4.1.6.1.2. ), estéreis e esfriados por placa e 

deixadas solidificar. As placas foram posteriormente incubadas invertidas por 7 

dias a 20 - 25 ºC. Após tal período e utilizando-se contador de colônias, as 

unidades formadoras de colônia presentes nas placas foram enumeradas. 

Já na contagem de esporos mesófilos, foi retirada de cada frasco de 

extração uma alíquota de 20 a 25 mi e colocadas em tubos estéreis. Estes 

foram submetidos por 20 minutos a 100 ºC e em seguida em banho de gelo por 

mais 20 minutos. Foram pipetadas 5 ml de cada tubo em cinco placas de Petri 

vertendo TSA (item 4.1 .5.1.1.) liquefeito em seguida. 

Foram aguardadas as solidificações das placas e posteriormente 

incubadas invertidas a 30 - 35 ºC por 2 dias para obtenção do número de 

esporos mesófilos. Após tal período e utilizando-se um contador de colônias, as 

unidades formadoras de colônia presentes nas placas foram enumeradas. 

Para a contagem de esporos termófilos, foram retirados de cada frasco 

de extração uma alíquota de 1 O a 20 mi e colocadas em tubos estéreis. Estes 

foram submetidos por 1 O minutos ao banho-maria e em seguida em banho de 

gelo por mais 20 minutos. Foram pipetadas 5 mi de cada tubo em cinco placas 

de Petri vertendo TSA liquefeito em seguida. Foram aguardadas as 
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solidificações das placas e posteriormente incubadas invertidas a 50 - 60 ºC 

por 2 dias para obtenção do número de esporos termófilos. Após tal período e 

utilizando-se um contador de colônias, as unidades formadoras de colônia 

presentes nas placas foram enumeradas. 

No isolamento de patogênicos foram retiradas de cada frasco de 

extração alíquotas de 1 O mi e colocadas em tubos contendo em 120 ml de TSB 

(item 4.1.5.2.1.) com 10% de solução de cloreto de sódio (item 4.1.6.1.3.) para 

a verificação da presença de Staphy/ococus aureus, 120 mi de TSB para 

verificação da presença de enterobactérias, (Pseudomonas aeruginosa ou 

Cândida) e em 120ml de Tioglicolato (item 4 .1.5.2.2.) para a verificação da 

presença de Clostridium. Estas foram incubadas a 30 - 35 ºC por 2 dias (USP, 

2002). Após a incubação os tubos foram verificados quanto a ocorrência de 

crescimento (turvação). 

A obtenção do valor total da carga microbiana foi feito da seguinte forma: 

- Calculo da massa ou número de unidades de produto por placa de 

contagem 

Massa ou número de unidades de produto por placa de contagem = (A/ B)x C, 

onde: 

A = massa ou número de unidades de produto; 

B = volume total de extração; 

C = ai íquota tomada 

- Cálculo da quantidade de carga microbiana por unidade ou grama de produto 

Carga microbiana do produto (UFC)= (D x E), onde: 
F 

D = 1 unidade ou 1 g de produto; 

E = quantidade de microrganismos isolados (UFC); 

F = massa ou número de unidades de produto por placa de amostragem 
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FIGURA 9: Fluxograma do método de teste da carga microbiana 

4.2.1.2. Teste de esterilidade 

O teste de esterilidade adotado tanto para a sutura cirúrgica quanto para 

indicador biológico foi da inoculação direta conforme USP, 2002. Tais análises 

foram realizadas sob fluxo laminar. 

As embalagens externas das suturas cirúrgicas foram abertas 

assepticamente e os produtos, com o auxílio de uma pinça foram transferidos 

para os tubos de ensaio contendo meios de cultura líquidos como o TSB (item 

4.1.5.2.1 .) e o THIO (item 4.1.5.2.2 .), sendo estes incubados, respectivamente a 

20-25 ºC e 30-35 ºC por um período de quatorze dias. Ao final destes dias os 

tubos foram avaliados se houve ou não o crescimento microbiano (turvação). 

A metodologia para os indicadores biológicos foi igual à adotada para o 

produto, porém o meio de cultura utilizado foi apenas o TSB (item 4.1.5.2.1.), 

incubado a 30-35 ºC por quatorze dias (USP, 2002). 
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FIGURA 10: Fluxograma do método de teste de esterilidade 

4.2.1.3. Construção da curva de sobrevivência e 

determinação do valor de D 

A curva de sobreviventes foi construída relacionando-se o logaritmo 

decimal dos sobreviventes em função do tempo de exposição ao agente 

esterilizante. O valor de D foi caJculado a partir do inverso negativo do 

coeficiente angular da porção retilínea da curva de sobreviventes. 
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O método da fração de negativos foi utilizado para estimar os 

sobreviventes a 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 160, 200 e 240 minutos de 

exposição para se obter o que se chama de região quanta!, ou seja, onde 

haveria crescimento parcial das amostras. Após a conclusão do processo de 

esterilização, as amostras do produto e do indicador biológico foram submetidas 

ao teste de esterilidade conforme o item 4.2.1 .2. e figura 1 O. 

O número de sobreviventes foi calculado conforme a equação de 

Halvorson e Ziegler (HALVORSON & ZIEGLER, 1933) da seguinte forma: 

N u = 2,3 log( ~) - concentração microbiana final após um determinado tempo 

de exposição, onde: 

n - número total de amostras de bioindicador ou produto utilizado 

r - número de amostras com resultado negativo 

(AAMI, 11135, 1994; JUSTI, et ai., 2001; RODRIGUEZ et ai., 2001; MOSLEY et 

ai., 2002a e MOSLEY, 2002b). 

4.2.1.4. Método da sobremorte ou meio ciclo 

O método da sobremorte ou meio ciclo baseia-se no conceito de que o 

processo inativará 1x106 esporos de Bacillus subtilis var. niger na metade do 

tempo de exposição (meio ciclo). Portanto, no ciclo completo, o processo 

destruirá outros 1x106 esporos, havendo desta forma doze reduções 

logarítmicas e um SAL de 10-6 
• 

Este método, historicamente, tem sido o mais utilizado nos processo de 

esterilização por óxido de etileno em razão da sua praticidade e 

reconhecimento normativo. Nesta metodologia foram empregados apenas 

indicadores biológicos os quais após o término do processo de esterilização são 

submetidos ao teste de esterilidade conforme item 4.2.1.2. . O critério de 

sucesso deste procedimento é que no final dos três meio ciclos do processo de 

esterilização não pode haver nenhum crescimento das amostras dos 
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indicadores biológicos utilizadas. É importante ressaltar que o ciclo de 

esterilização utilizado adota um tempo mínimo de exposição de 480 minutos, 

portanto, as três corridas foram realizadas com 240 minutos de exposição. 

4.2.2. Qualificação química 

4.2.2.1. Análise de óxido de etileno residual 

O óxido de etileno residual é um termo utilizado para referenciar 

vestígios químicos, os quais podem permanecer associados aos correlatos até 

a sua utilização no paciente. A fim de que a sutura cirúrgica absorvível atenda 

aos requisitos residuais do óxido de etileno é necessário que este fique em 

quarentena por oito dias após o seu processo de esterilização. 

O método analítico utilizado na determinação do óxido de etileno residual 

do produto em questão foi o do headspace, no qual o gás esterilizante ainda 

contido na amostra foi liberado por aquecimento, em frasco lacrado, à 

temperatura e tempo controlado. O gás liberado foi coletado em micro seringas 

e submetido à análise por cromatografia gasosa. A comparação dos resultados 

em relação à um padrão de concentração conhecida permitiu calcular o valor de 

óxido de etileno contido na amostra (PAGE, 1993 e AAMl-10993-7, 1995). O 

método será detalhado a seguir. 

Na preparação do óxido de etileno padrão (item 4.1.6.2.1) foi utilizado 

três frascos de vidro lacrados utilizando septos de silicone, os quais foram 

saturados em capela com o gás esterilizante após quinze minutos de fluxo do 

gás. Utilizando-se uma seringa de 25 µI do tipo gastight foram retiradas 

alíquotas de 5, 1 O, e 20 µL e inseridas no cromatógrafo a gás com detector de 

ionização de chama para a construção de uma curva padrão. Cada alíquota foi 

amostrada em triplicata. 

Uma vez concluída a curva padrão foi iniciada a injeção das amostras. 

Porém, estas foram previamente preparadas a partir da transferência de 60 a 

100 mg da sutura (sem agulha) para os frascos de vidro previamente pesados. 
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Estes foram pesados novamente após a introdução do fio, lacrados e em 

seguida submetidos ao aquecimento em estufa à temperatura de 100 ± 5 ºC por 

quinze minutos. Após este período, os frascos foram retirados da estufa e 

coletadas alíquotas de 50 µL e injetadas no cromatógrafo. Para cada amostra 

também foram realizadas triplicatas. 

A concentração de óxido de etileno residual foi obtida utilizando-se a 

seguinte equação: 

C -(( Aª J ( M HO J] 
éO - Ap X Ma ' onde: 

CEo = concentração de óxido de etileno residual em ppm 

Aa = área cromatográfica da amostra 

Ap = área média cromatográfica do padrão 

MEo = massa de óxido de etileno padrão = 7 ,32 µg 

Ma = massa da amostra 

As condições do cromatógrafo gasoso na determinação do óxido de 

etileno residual estão descritas abaixo: 

- Coluna empacotada de aço inox com 1,8 m de comprimento e 1 /8 pol de 

diâmetro interno e enchimento Porapak R 80-100 mesh; 

- Gás de arraste - nitrogênio; 

- Fluxo - 60µL/min; 

- Temperatura: 

- Injetor - 150 ºC 

- Coluna - 250 ºC 

- Detector - 280 ºC 
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Fluxograma do método de análise de óxido de etileno 

4.2.2.2. Análise de umidade residual 

O excesso de água presente na sutura cirúrgica sintética absorvível após 

o processo de esterilização pode levar a uma ruptura do fio durante o 
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procedimento operatório ou o rompimento prematuro do fio antes da 

cicatrização do tecido causando, de qualquer forma, um prejuízo ao usuário. 

O método de detecção da umidade utilizado baseia-se na extração 

quantitativa da água presente no produto, utilizando-se metanol seco através do 

método de Karl Fischer. Posteriormente, a água extraída com o metanol é 

injetada na cela do titulador que rapidamente interage com o reagente Karl 

Fischer (item 4.1 .6.3.2.). 

As amostras foram preparadas antes de serem submetidas ao teste com 

a aplicação de um "glóbulo" silicone sobre a superfície da embalagem de 

alumínio. Após a vulcanização (processo em que o polímero se torna elástico) 

do silicone (48 horas), que serve como o septo para impedir a entrada de ar, foi 

inserido através dele uma seringa do tipo gastight contendo 4 ml de metanol 

seco (item 4 .1.6.3.1.). Sem retirar a seringa do septo de silicone, o produto foi 

agitado por alguns segundos e retirado, aproximadamente, 3 ml de ar, sem 

permitir o retorno do metanol. Este ar da seringa foi descartado no frasco 

lacrado de resíduos, para evitar a contaminação ambiental com metanol. Para 

cada uma das amostras os procedimentos anteriormente descritos foram 

repetidos. 

As amostras contendo metanol foram agitadas por 15 minutos e ainda 

descansaram por mais 1 O minutos à temperatura ambiente. Os produtos foram 

todos reinspecionados para que possíveis vazamentos de metanol fossem 

localizados. 

Através do septo de silicone, uma alíquota de 500 µL foi retirada da 

amostra e desprezada em frasco lacrado de resíduos. O mesmo procedimento 

foi repetido na segunda alíquota. A terceira alíquota de 500 µL foi retirada da 

amostra e injetada na cela de titulação. Após o término da titulação, o valor em 

microgramas de água foi registrado. Para a mesma amostra foi repetido três 

vezes o procedimento de detecção de umidade, obtendo um desvio padrão 

relativo (RSD) menor ou igual a 20%. 

O teor de água residual por produto foi obtido utilizando-se a seguinte 

equação: 
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Teor de água (µg /envelope)= (2 x (A -B)x v), onde: 

A = concentração da média de umidade por amostra em µg 

B = concentração de umidade no metanol em µg 

V= volume (ml) de metanol seco injetado no interior da amostra 

FIGURA 12 : Fluxograma do método de umidade residual 

4.2.3. Qualificação dos parâmetros de processo 

4.2.3.1. Concentração do óxido de etileno 

A concentração do óxido de etileno durante a etapa de exposição foi 

obtida de forma indireta, ou seja, a partir da substituição dos valores de registro 

de pressão (diferencial de pressão) do gás esterilizante retirado das cartas 

gráficas dos processos de esterilização conforme figura 7 na equação de 

Claperon. A referida equação em sua forma integrada apresenta-se como: 

P x V = n x R x T, onde: 

P = pressão em atmosferas 

V= volume em litros 

n = número de mol 

R = constante universal dos gases= 0,082 atm.l / mol.K 

T = temperatura em graus Kelvin 
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É importante registrar que as cartas gráficas utilizadas na obtenção dos 

valores foram as provenientes dos três meios ciclos realizados no método da 

sobremorte (qualificação microbiológica), portanto a concentração do óxido de 

etileno será a mínima especificada, uma vez que os ciclos foram processados 

com sua letalidade reduzida. 

4.2.3.2. Concentração de umidade relativa 

Com o uso da tabela de vapor saturado, na qual obtém -se a pressão de 

saturação do vapor de água a várias temperaturas, o valor do diferencial de 

pressão da injeção de vapor e a equação abaixo, foi obtido o valor de umidade 

relativa no interior da câmara. O método empírico preconizado para a 

determinação da umidade, utiliza a seguinte equação: 

(
%URxP) 

P11 = 100% g ' onde: 

% UR = umidade relativa desejada 

Pµ = pressão de vapor da água em mm Hg 

P9 = pressão de saturação de vapor na temperatura da câmara no final da 

injeção de vapor em mm Hg 

É importante registrar que as cartas gráficas utilizadas na obtenção dos 

valores foram as provenientes dos três meios ciclos realizados no método da 

sobremorte (qualificação microbiológica), portanto a concentração da umidade 

relativa será a mínima especificada, pois os ciclos foram processados com sua 

letalidade reduzida. 
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4.2.3.3. Temperatura 

Na avaliação do parâmetro temperatura foi utilizado dez sensores do tipo 

termopar distribuídos em dez posições distintas da carga e colocados no interior 

do produto, podendo considerar este estudo com uma penetração de calor 

(figura 13) . Como nas variáveis anteriores, também foram utilizadas as cartas 

gráficas dos três meios ciclos método da sobremorte. Vale a pena registrar que 

a leitura dos valores de temperatura é direta. 

--- 11 ... 

FIGURA 13: Termopar e seu posicionamento na carga 

4.2.3.4. Tempo 

A leitura desta variável também é direta e foi obtida através da carta 

gráfica dos três meio ciclos, portanto o valor mínimo de tempo especificado nos 
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referidos processos foi de 240 minutos e este será considerado o valor de 

critério de sucesso. 

4.2.4. Análise estatística 

4.2.4.1. Qualificação microbiológica 

A construção da curva de sobreviventes, o valor de D e o coeficiente de 

determinação (R2 
- mede o grau de relação existente entre duas variáveis) 

foram determinados a partir de regressão linear executada no software 

Microsoft® Excel versão 7.0 executado em computador pessoal (PC). 

4.2.4.2. Qualificação química 

4.2.4.2.1. Software 

O software adotado foi o JUMP, um programa estatístico desenvolvido 

pelo SAS lnstitute lnc., o qual foi executado em computador pessoal (PC). 

4.2.4.2.2. Plano amostral 

Nas análises de unidade e óxido de etileno residual foram seguidos 

planos amostrais de 30 unidades em cada avaliação (JURAN & GODFREY, 

1998). 

4.2.4.2.3. Estatística descritiva 

Foi feita uma análise descritiva dos dados de umidade e óxido de etileno 

residual, onde foram calculados as estatísticas, média e desvio padrão. 
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4.2.4.2.4. Estatística indutiva 

Realizou-se teste de normalidade baseado no teste de Shapiro Wilks 

com a finalidade de verificar se o comportamento dos dados é normal, para 

tanto foi verificado o p-value. Se esta significância estatística (p-value), for 

superior ou igual a 0,05, pode-se inferir que o conjunto de dados analisados 

segue uma distribuição normal. 

Verificou-se também o intervalo de predição, isto é, a estimativa da faixa 

de valores futuros obtidos pela população com um nível de confiança pré

determinado (95%). O referido intervalo foi calculado da seguinte forma: 

- ~ 
X± t x S XV 1 +-;; , onde: 

X= média 

S = desvio 

n = número de amostras 

t = t de Student = 2,042, onde n -1 = 29 e a/2 = 0,025 (nível de significância) 

4.2.4.3. Qualificação dos parâmetros de processo 

4.2.4.3.1. Software 

O software adotado foi o JUMP, um programa estatístico desenvolvido 

pelo SAS lnstitute lnc., o qual foi executado em computador pessoal (PC). 

4.2.4.3.2. Estatística indutiva 

A análise de variância (ANOVA) foi adotada para identificar a existência de 

diferença significativa entre as médias dos três ciclos para os parâmetros de 
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concentração do óxido de etileno e da temperatura, adotando-se nível de 

confiança de 95%. Quando o p-value for igual ou maior que 0,05 não se pode 

afirmar que existe diferença significativa entre as médias. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Qualificação microbiológica 

Na tabela 1 estão organizados os resultados dos testes de esterilidade 

das amostras da sutura sintética absorvível e do indicador biológico quando 

submetidos a onze tempos de exposição distintos. E a partir destes resultados 

foi montada a tabela 2 que trás os valores para a construção das curvas de 

sobrevivência. 

Conforme as figuras 14 e 15 e tabela 3 pode-se constatar que os valores 

de D da sutura e do indicador biológico são iguais, atingindo 13,40 e 13,50 

minutos, respectivamente, não havendo qualquer diferença significativa entre 

eles. Portanto, o uso do Bacillus subtilis var. niger na avaliação rotineira da 

eficiência do processo de esterilização está adequado e confiável. 

Estes, porém, apresentaram zonas com crescimentos parciais bastante 

distintas. A carga microbiana da sutura cirúrgica sintética absorvível foi de 

apenas 40, 1 O UFC/produto, sem qualquer detecção de mesófilos, termófilos e 

patógeno. Como o valor de D obtido para o produto foi de 13,40 minutos e o 

tempo mínimo de exposição do processo de esterilização avaliado é de 480 

minutos, conclui-se que a sutura cirúrgica tem 35 reduções logarítmicas, 

atingindo um SAL de 10-34 
, ou seja, muito mais que o valor recomendado de 

1 o-6 para este tipo de artigo médico-hospitalar. O SAL de 10-6 do produto é 

atingido com 93,80 minutos de exposição. 

Conforme estudo semelhante desenvolvido por MOSLEY et ai., (2002a), 

sob as condições ambientais de 54 ºC, 750 mg/L de EO e 60% de UR e 4 horas 

de exposição, uma sutura cirúrgica com carga microbiana inicial não 

mencionada, atingiu um SAL de 10-54 e valor de D de 6,30 minutos. 

Segundo OXBORROW et ai., (1990), o Bacillus subtilis var. niger., 

obteve um valor médio de D de 2,86 minutos, a 54 ± 2 ºC, 60 ± 5% e 600 ± 30 
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mg/L, porém tal trabalho foi realizado em uma câmara específica para a 

determinação da resistência microbiana. 

Os ciclos de sobremorte também obtiveram sucesso conforme resumido 

na tabela 4 e figura 16. Porém, conforme a tabela 2, observou-se que aos 96 

minutos de exposição já não houve qualquer crescimento microbiano. Os dados 

obtidos estão em concordância com a de outros autores, dentre eles ALFA et 

ai., (1996) que a partir de um processo 105 minutos de exposição, a 750 mg/L 

de EO, 55 ºC e 60% de UR, não houve crescimento microbiano do Bacillus 

subtilis var. niger. 

Os fatos anteriormente descritos atestam que o atual processo de 

esterilização está super dimensionado e que o tempo de exposição do mesmo 

poderia ser reduzido em pelo menos 288 minutos, ou seja, em 60%. 

TABELA 1 : Testes de esterilidade da sutura sintética absorvível e do 
indicador biológico Bacillus subtilis var. niger. 

~ [lf:Tlrn .. ·~ 1 • Ir• ,_ 
~ l'.!~~..:..•.;;: ~.:., I .. &.ll lll~• Cl!iRl".lll!!Tiíml r ~ ~ 1 1~ 1 1 ,11., ,.,. ,,. 

~, 1 ••:-t, .. ·. , . 111 1 1 1 1 rm J... '!Ti iJTr.l 

- o 20 20 3,62x10° 4,01x101 

1 12 20 20 - -
2 24 20 20 - -
3 36 20 20 - -
4 48 20 20 - -
5 60 20 20 - -
6 72 20 20 - -
7 84 20 20 - -
8 96 20 20 - -
9 160 20 20 -
10 200 20 20 - -
11 240 20 20 - -. . 

n - Número total de amostras de bioindicador ou produto ut1hzado 
1B - Indicador biológico 

I ' · .:!_1 ,nu 1 .:r1.1 •-.~•.,; ·• · . .. "~ ... ~ 
1~--·-·--·•·,,.·..,, , !',,,-,••~Ho-l dll ' "'-~ 111-iUl 

u:J ,i;iií__iIJE 

- -
20/20 18/20 
20/20 14/20 
20/20 1/20 
20/20 1/20 
17/20 0/20 
6/20 0120 
3/20 0/20 
0/20 0/20 
0/20 0/20 
0/20 0120 
0/20 0120 

1 

1 
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TABELA 2 : Dados para a construção da curva de sobrevivência da sutura 
sintética absorvível e do indicador biológico Bacillus subtilis var. niger. 

20 20 
20 20 2 
20 20 6 
20 20 19 
20 20 1 19 
20 20 3 20 
20 20 14 20 
20 20 17 20 
20 20 20 20 
20 20 20 20 
20 20 2D 20 
20 20 20 20 

n - Número total de amostras de bioindicador ou produlo utilizado 
r - número de amostras com cresciemenlo negativo 
1B - Indicador biologico 
Nu - 2,3 log (n/r) - Concentração microbiana final após um determinado tempo de exposiçio 

- 2 
:::s 

:z: 
aa 
o =- 1 .,, --e -> o ·s: 
e 
.D 
o .,, - -1 "U 

e -E 
·:::s -2 :z: 

Tempo (mln) 

FIGURA 14 : Curva de sobrevivência microbiana da sutura cirúrgica 
sintética absorvível 
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FIGURA 15 : Curva de sobrevivência do indicador biológico Bacillus subtilis 
var. niger. 

TABELA 3 : Valor D do produto e do bioindicador 

~C· . -- . Amostra 
.:J._•:~ e , • -----

Valor de D (minutos) 

Sutura cirúrgica sintética absorvível 

Indicador biológico 

TABELA 4 : Resultados dos ciclos e sobremorte utilizando-se o indicador 
biológico Bacil/us subtilis var. niger. -1 '7! Carga microbiana .. ti~ de IB's ! : ( lst . ) ' Resultados do teste de esterilidade 

, • 1 esporos np _ . 
(n) , (fraçao de positauos/nº de amostra total) 

. . 
,. - - -- ~ - ------- - ------ ---- - -

1 - o 20 3,62x1 -
1 240 20 - 0/20 
2 240 20 - 0/20 
3 240 20 - 0/20 
4 400 20 - 0/20 

n - Número total de amostras de bioindicador 
1B - Indicador biológico 

:1 

1 

.1 

j 
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FIGURA 16: Curva de sobrevivência do indicador biológico Bacillus subtilis 
var. niger pelo método de sobremorte ou meio ciclo 

5.2. Qualificação química 

5.2.1. Óxido de etileno residual 

Os resultados do óxido de etileno residual das 30 amostras após a 

quarentena se encontram na tabela 5. A variação dos valores apresentados 

deve-se a diferença de posição na carga de onde estas amostras foram 

retiradas. Conforme anexo 1, o p-value de 0,52 obtido a partir dos resultados do 

óxido de etileno residual dos produtos após quarentena segue uma distribuição 

normal, uma média de 147,47 e desvio de 34,43. Com um nível de confiança de 

95%, infere-se que a população futura apresentará valores de óxido de etileno 

residual entre 78,61 - 216,33 ppm, portanto, abaixo do limite máximo permitido 

de 250,00 ppm. 
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TABELA 5: Concentração do óxido de etileno residual das amostras 
(ppm/produto) 

~- rnr~,1 'i'"iJu ~ufilif'~ dn'J ~dt,;I @flí:TíTll ~fl!liru1Jllüt'l'hnii' 1 
1 106.41 
2 102,92 
3 164,17 
4 167,22 
5 144,75 
6 160,48 
7 136,34 
8 105,63 
9 155,90 
10 152,89 
11 131 ,50 
12 115,50 
13 148,60 
14 205,13 
15 91,36 
16 94,17 
17 126,51 
18 129,22 
19 197,79 
20 170,96 
21 189,24 
22 149,58 

23 127,29 
24 128,98 
25 200,65 
26 133,33 
27 129,70 
28 147,54 
29 183,57 

30 226,78 
Média 147,47 

Desvio padrão 34,43 

5.2.2. Umidade residual 

Os resultados da umidade residual das 30 amostras se encontram na 

tabela 6. A variação dos valores apresentados deve-se a diferença de posição 

na carga de onde estas amostras foram retiradas. Conforme anexo 2, o p-va/ue 

de 0,08 obtido a partir dos resultados da umidade dos produtos segue uma 



Dissertação de mestrado ___________________ 56 

distribuição normal, uma média de 390,56 e desvio de 85,21. Com um nível de 

confiança de 95%, assegura-se que os valores de umidade futuros dos 

produtos se encontrarão na faixa de 220, 14 - 560,98 ppm, portanto, aquém do 

limite máximo permitido de 750,00 µg de água por produto, portanto em 

conformidade com seus critérios de qualidade. 

TABELA 6: Concentração da umidade residual das amostras (µg/produto) 

rir· ~ iiii iliL'iFl 1 [cr.rrnr;Iif!r~trn t1fu m 1-ffTran ~ u, ~ nl m m~1 
1 358,00 
2 432,00 
3 404,00 
4 363,00 
5 304,00 
6 427,00 
7 319,00 
8 326 ,00 
9 321,00 
10 518,00 
11 530,00 
12 358,00 
13 414,00 
14 476,00 
15 402,00 
16 477,00 
17 454,00 
18 302,00 
19 304,00 
20 279,00 
21 264,00 
22 276,00 
23 289,00 
24 346,00 
25 404 ,00 
26 377,00 
27 406,00 
28 544,00 
29 520,00 
30 523,00 

Média 390,56 
Desvio padrão 85,21 
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5.3. Qualificação dos parâmetros de processo 

5.3.1. Concentração do óxido de etileno 

De acordo com anexo 3, constatou-se com nível de confiança de 95%, 

que não existe diferença significativa entre as médias da concentração de óxido 

de etileno entre as três corridas, uma vez que o p- value obtido foi de 0,25. No 

gráfico da figura 17 construído a partir da tabela 7, podemos observar que nas 

três corridas houve um decaimento na concentração do óxido de etileno no 

interior da câmara, tal fato se justifica em razão da difusão e absorção do óxido 

de etileno pelos produtos da carga. Após o declínio na concentração do gás, 

ocorreu a saturação dos produtos e verificou-se uma manutenção na 

concentração do gás em 540,69 mg/L. 

No trabalho de CAPUTO & ROHN, 1982, foi avaliado a influência de 

várias concentrações de EO entre 50 - 900 mg/L. Em concentração acima de 

500 mg/L a taxa de letalidade não aumentava significativamente, ou seja, até 

esse patamar dever-se-ia esperar alterações na letalidade dos ciclos. 

TABELA 7 : Concentração de EO (mg/L) na câmara de esterilização por 
tempo (min). 

.,. t 1u ... : ., ..... . . , 1 1 • 11 . ; 11 1 ~ . lllrntf'j] l""Sõi1T11 ..,.,r.m;, r ~T,r,r,1 r:íllmíil fmllj'J l!llliITTil íIImlül 1r t1ITI1fi íilnm 11-1.1Iiílil1 (fi " íilliit] r.i, I• , ·r- rlllE!Tlill 

1º 681,74 634,72 611,21 587,70 587,70 564,20 564,20 564.20 540,69 540,69 540,69 540,69 540,69 540.69 540,69 540,69 540,69 
2º 681,74 634,72 611,21 611,21 587,70 587,70 564,20 564,20 564,20 564,20 540,69 540,69 540,69 540,69 540,69 540,69 540,69 
3º 681,74 658,23 634,72 634,72 611,21 611,21 611,21 611 ,21 587,70 587,70 564,20 564.20 540,69 540,69 540,69 540,69 540,69 
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Figura 17 : Curva da concentração do EO (mg/L) no interior da câmara de 
esterilização por tempo (min). 

5.3.2. Concentração de umidade relativa 

Como as cartas gráficas dos processos de esterilização analisados (três 

corridas) apresentam apenas um ponto referente à pressão em mm Hg atingido 

pelo vapor d'água, utilizou-se apenas um valor por corrida para o cálculo da 

concentração da umidade relativa no interior da câmara. O valor da umidade 

relativa atingido em todas elas foi de 81 ,43%. Os dados obtidos descrevem um 

processo com reprodutibilidade atestada. 
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TABELA 8 : Concentração da umidade relativa (%) no interior da câmara 
de esterilização nos três ciclos. 

. ~áfil.fili,l 
r. .. ~. ·- ~ · 
~ -

1º 20 27 81,43 

2º 20 27 81,43 

3º 20 27 81,43 

5.3.3. Temperatura 

De acordo com anexo 4, constatou-se com um nível de confiança de 

95%, que não existe diferença significativa entre as médias das temperaturas 

dos 1 O termopares avaliados entre as três corridas, uma vez que o p- value 

obtido foi de 0,05. A temperatura média das médias (três corridas) foi de 

27,86 ºC. As tabelas 9, 1 O e 11 comprovam que as temperaturas nos produtos 

(penetração de calor) durante a etapa de exposição são bastante homogêneas, 

apresentando uma variação máxima de 2 ºC entre os termopares a um dado 

momento. 

O mesmo estudo de CAPUTO & ROHN,(1982), mencionado no item 

5.3.1., avaliou os efeitos de alguns parâmetros de processo na esterilização por 

EO e concluiu que a temperatura apresenta ser o mais linear em termos de 

efeitos. 
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TABELA 9 : Temperatura (ºC) durante a etapa de exposição nos 10 
termo pares - Penetração de calor - 1 º corrida. 

TfltPEAATUAA (C) 
,,.,p • 

. Omin 15 min 3Jmin 4Smin m mln 7Smin !Omin 105min 120min 1l5min t5Dmin t&Smin tOOmin t9Jmin Somi Mr-dil Onvio >Vuh1i• 
:, - fCl rq ro 
mm!E:lmmmmEEimEEimmmm~~li!Il , , Emmmmmmmmmmmmm~ma 

12 27.00 27f;IJ 28,00 28,00 28,00 28.00 28.00 28.00 28,00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 390.SO 27Jl9 0.29 1.00 

13 28,00 28.00 28,00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 392,00 28.00 0.00 0.00 
18 28.00 28,00 28.00 28.00 28,00 28.00 28.00 28,00 28.00 28,00 28.00 28.00 28.00 28.00 392.00 28.00 0.00 0.00 
22 28,00 28,00 28,50 28,50 28.00 28,00 28.00 28,00 28,00 28.00 28,00 28.00 28.00 28.00 393.00 28.07 0.18 o.so 
23 28,00 28.00 28,00 28,00 28,00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 392,00 28.00 0.00 o.oo 
2-4 28,00 28,00 28.00 28,00 28.00 28.00 28,00 28,00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 392.00 28,00 o.oo 0.00 
25 27,00 27f;IJ 27.50 27J;O 27J;O 27J;O 27J;O 27f;IJ 28.00 27J;O 27J;O 28.00 28,00 28.00 388J;O 27,61 0.29 1.00 

Fixo 26 28,00 28,00 28,00 28,00 28,00 28,00 28.00 28.00 28,00 28,00 28,00 28,00 28,00 28,00 392,00 28,00 0,00 0,00 
> Vllriação (' C) 1,00 0,50 1,00 1,00 0,50 Of;IJ 0,50 0,50 0,00 1,50 1,50 1,00 1,00 1,00 

(.) 
~ 
<'li .... 
:::J -<'li .... 
CI) 
a. 
E 
CI) 

1-

32 

31 

30 

29 

28 

27 

26 

25 

24 
O 15 30 45 00 75 90 105 120 135 150 165 180 195 

Tempo (min) 

12 - 13 - 18 22 - 23 --24 - 25 -+- Fixo 261 

FIGURA 18: Temperatura (ºC) x tempo (min) durante a etapa de exposição 
dos 10 termopares - 1• corrida 
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TABELA 10 : Temperatura (ºC) durante a etapa de exposição nos 10 
termopares - Penetração de calor - 2° corrida . 

TEHPERATURA ('C) 
Tempo 

3J mln 41 mln m mln n min 00 min 10, min 120 min u, min 110 min 16' min 100 mtn 19' min 

27,00 27,00 27;,0 27 J,O 27 J,O 28,00 28,00 28,00 28,00 28,00 28,00 28.00 0,38 1,00 
11 27.00 27.00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 28,00 28.00 28.00 300.00 Zl~ 0,36 1.00 
12 27,00 27.00 27,00 27J,O 27,00 27J,O 27 J,O 27J,O 28.00 28,00 28,00 28.00 28,00 388,00 Zl:;T 0,43 1,00 
13 27,00 27.00 27.00 27.00 27.00 27J,O 27J,O Zlf,O 28.00 28.00 28.00 28,00 28,00 28.00 385J,O Zlf,4 0,46 1.00 
18 27,00 27,00 27.00 27 J,O 27 f5lJ 27f5lJ 27 f5lJ Zl f5lJ 28.00 28.00 28.00 28.00 28,00 28.00 386J5[J Zl.61 0,«) 1.00 
22 28.00 28.00 28,00 28.00 28,00 28,00 28.00 28,00 28.00 28.00 28.00 28,00 28.00 28,00 392,00 28,00 0,00 0,00 
23 27 f5lJ 27,50 28,00 28,00 28,00 28,00 28,00 28,00 28,00 28.00 28.00 28,00 28,00 28.00 391,00 Zll13 0,18 0.50 
24 27,00 27.00 27.00 27 J,O Zl f5lJ 27 f5lJ 27.f:IJ 27J5[J 28.00 28.00 28,00 28,00 29.00 29.00 388J5[J 27]5 0.84 2.00 
25 27,00 27.00 27.00 27.00 27,00 27,00 27,00 27,00 27,00 27.00 27,00 27,00 27,00 27.00 378,00 27.00 0,00 0,00 

Fixo 26 27,00 27.50 28,00 27.00 27 f5lJ 28,00 28,00 28,00 28,00 28,00 28,00 28,00 29.00 29,00 391,00 27113 0,58 2.00 
> Vllrillção (" q 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 2.00 2.00 

32 

31 

30 

u 
29 ~ 

"' ... 
~ - 28 "' ... 
Q) 
0.. 
E 27 
Q) 
1-

26 

25 

24 
O 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 

Tempo (min) 

22 - 23--24 --25-Fixo261 

Figura 19 : Temperatura (ºC) x tempo (min) durante a etapa de exposição 
dos 1 O termopares - ~ corrida 
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TABELA 11 : Temperatura (ºC) durante a etapa de exposição nos 10 
termopares - Penetração de calor - 3° corrida. 

32 

31 

30 

(.) 
29 o 

Ili ... 
:::, - 28 ~ 
CI) 
Q. 

E 27 
CI) 
1-

26 

25 

24 

28,00 28,00 28,00 
2800 2800 2800 
2800 2800 2800 
2800 2800 2800 
2800 2800 2800 
28,00 28.00 28,00 
28.00 28,00 28.00 
2800 2800 2800 
000 O 000 

O 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 

Tempo (min) 

12 - 13 - 18 22 - 23 - - 24 - - 25 - Fixo26 1 

Figura 20 : Temperatura (ºC) x tempo (min) durante a etapa de exposição 
dos 1 O termopares - 3ª corrida 
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Devido à obtenção de valores de temperatura iguais, alguns termopares 

apresentaram gráficos sobrepostos, conforme observado nas figuras 18, 19 e 

20. 

5.3.4. Tempo 

Os valores dos tempos de exposição dos produtos ao agente 

esterilizante também refletem uma reprodutibilidade nas três corridas distintas, 

ou seja, todas se apresentaram conforme leituras das cartas gráficas 240,00 

minutos de tempo de contato conforme descrito na tabela 12. 

TABELA 12: Tempo (min) de exposição obtido nos três ciclos. 

1º 240,00 

2º 240,00 

3º 240,00 



Dissertação de mestrado 64 -------------------

6. CONCLUSÕES 

• O uso do indicador biológico Bacil/us subtilis var. niger no monitoramento da 

eficiência do processo de esterilização por óxido de etileno de suturas cirúrgicas 

está adequado, uma vez que sua resistência (valor de D) ao referido processo é 

igual a resistência da carga microbiana presente no produto, ou seja, na sutura 

cirúrgica sintética absorvível. O valor de D do bioindicador a 540,69 mg de EO, 

81,43% de umidade relativa e a 27,86 ºC é de 13,50 minutos enquanto que a do 

produto sob as mesmas condições é de 13,40 minutos; 

• Concluiu-se que através do método da sobremorte (meio ciclo) o processo 

de esterilização por EO atinge um SAL de 10-6 na metade do tempo total da 

etapa de exposição, ou seja, aos 240,00 minutos; 

• O SAL atingido pela sutura cirúrgica sintética absorvível foi de 1 O -34; 

• Tanto o teor de umidade quanto o de óxido de etileno residual ficaram abaixo 

dos limites máximos especificados de 750,00 µg/ produto e 250,00 ppm/ 

produto, respectivamente, obtendo uma média de 390,56 ± 85,21 µg de 

umidade por produto e 147,47 ± 34,43 ppm por produto; 

• O processo de esterilização por óxido de etileno em questão é reprodutível, 

uma vez que em três ciclos distintos as variáveis avaliadas (temperatura, tempo 

de exposição, concentração de óxido de etileno e umidade relativa), não 

apresentaram diferenças significativas. 
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ANEXO 1 
Distribuição normal dos dados de óxido de etileno residual 

Oxido de etileno residual (ppm/produto) após quarentena 

O 25 50 75 100 150 

Média 
Desvio padrão 
Número de amostras 

Teste de normalidade 
Shapiro-WilkW Test 

p- value - 0,52 

200 

147,47 
34,43 

30 

250 
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ANEXO 2: 
Distribuição normal dos dados de umidade residual 

Umidade residual (µg/produto) presente na sutura 

00 200 300 400 500 600 700 800 

Média 390,56 
Desvio padrão 85,21 
Número de amostras 30 

Teste de normalidade 
Shapiro-Wilk W Test 

p- value - 0,08 
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ANEXO 3 
Análise de variância da concentração de EO (mg/L) nas três corridas. 

Analise de variância - Concentração de EO (mg/L) nas três corridas 

700 

. . . 
--

650- -- --. . 
~ 

~ . . 
.s 6()()- ~ o 
w ........-- . r--r-

. ,......,.... 

550 -
--...... ------ --...... 

1 1 

1 ° corrida 2° corrida 3° corrida 

Análise de variância (ANOVA} 

Fonte Graus de liberdade Soma dos guadrados Quadrado médio F Ratio 

Modelo 2 5135,74 2567,87 1,43 
Erro 48 85687,25 1785,15 p-value 
C Total 50 90823,00 1816,46 0,25 

Processo Número de amostras Média Desvio eadrão 

1º corrida 17 568,31 10,25 
2º corrida 17 573,89 10,25 
3° corrida 17 591 ,75 10,25 
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ANEX04 
Análise de variância da temperatura (ºC) nas três corridas. 

Análise de variância - Temperatura ("C) das três corridas 

., 
5 28 -e ., 
Q. 

~ 
1-

27 -
-

1 1 

1°corrida 'i'corrida 3"corrida 

Análise de variância (ANOVA) 

Fonte Graus de liberdade Soma dos quadrados Quadrado médio F Ratio 

Modelo 2 
Erro 417 
C Total 419 

Processo 

1° corrida 
2° corrida 
3° corrida 

6,32 
51 ,31 
57,64 

Número de amostras 

140 
140 
140 

Média 

27,96 
27,69 
27,93 

3, 16 
0,12 
0,13 

25,71 
p-value 

0,05 

Desvio padrão 

0,02 
0,02 
0,02 
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ANEXO 5: 
Publicação "Ethylene Oxide Sterilization of Surgical Sutures Monitored by 

Bacillus subtilis" 
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