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Determinacion de especificaciones de solucidn esterilizante para reduccion de
desperdicios y retrabajos

Disefio de pruebas experimentales para la obtencion de especificaciones de control post
estériles de una solucion de glutaraldehido al 0.2% utilizada en proceso de esterilizacion
liquida quimica para valvulas implantables de tejido animal, obteniendo una mejora en el
rendimiento del proceso de esterilizacion validado para manufactura de industria meédica.
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Capitulo 1. Introduccion

El producto A consiste en una valvula de tejido implantable esterilizada mediante un
tratamiento liquida quimico. Durante la validacion inicial del proceso de esterilizacion fue
identificado un riesgo de incumplimiento resuelto mediante especificaciones de solucion
esterilizante menores a las originales de disefio, asegurando la esterilidad del producto,
pero reduciendo la capacidad del proceso. La esterilidad es un requisito indispensable
para la venta e implantacion de la valvula y no puede ser verificada mediante inspeccion,
por tanto, la capacidad disminuida fue aceptada las especificaciones fueron validadas
como parte del proceso de manufactura comercial. De acuerdo con los requisitos de la
ISO 14160:2011 bajo la cual es validado este proceso, los parametros post estériles son
monitoreados como confirmacion de proceso en estado de control; en el caso de la

valvula A la especificacién antes y después de esterilizar es la misma.

Figura 1 Entradas y salidas de proceso de esterilizacion de la valvula A

Manufactura
de la valvula
¥
Preparacion de Esterilizacion Pruebas de laboratorio para
soluciones " ™ liberacién de producto final
Solucién pre-estéril Solucidn post-estéril

Como proyecto interno de mejora, se identificdé la esterilidad habia resultado
comprometida debido al método de prueba de esterilidad y no por el proceso de
esterilizacion. EI método de prueba fue mejorado y revalidado con base en las
oportunidades observadas, pero la especificacion de la solucién esterilizante no ha sido
modificada, por tanto, la liberacion final de la valvula A es entorpecida por resultados de
solucion esterilizante fuera de especificacion incluso cuando los resultados de la prueba
de esterilidad por lote son aceptables. Esto resulta en una alta incidencia de retrabajos
en el proceso de preparacion de soluciones y de liberacion de producto terminado, en el
caso ultimo implicando un riesgo de pérdida de lote completo pues solo esta permitido un
retrabajo de esterilizacién. Adicionalmente, existe evidencia de como las especificaciones

post estériles no reflejan la variacion natural de la solucidon durante la exposicion al
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proceso de esterilizacion, situacion mitigada mediante la implementacion de una
indicacion interna de restriccion adicional para especificacion pre estéril. Como resultado,
el first pass yield (porcentaje de producto aceptable a la primera) para el proceso de
preparacion de soluciones es aprox. 30% y 91% para la liberacion de producto terminado

en fallas relacionadas a prueba de solucién.

La empresa, como continuacion de la mejora a este proceso, ejecutd una calificacion
donde fue validada la apertura de especificaciones de solucion pre estéril a los valores
de disefio originales pero previo a su implementaciéon es necesario determinar las

especificaciones post estériles a acompafar esta nueva especificacion

El objetivo de este trabajo es determinar mediante investigacion documental y de campo
la especificacién post estéril correspondiente a un proceso controlado de esterilizacion
para los nuevos parametros de solucién esterilizante de la valvula A, asi como predecir
la reduccion esperada de retrabajos en el proceso de preparacion de soluciones
(especificaciones pre estériles) y de analisis final de solucion esterilizante

(especificaciones post estériles) con la implementacion de estos cambios de criterio.

La validacion inicial de la valvula A no incluyo la determinacién de especificaciones post
estériles pues en aquel momento la normativa bajo la cual es calificada, la ISO 14160, no
lo enumeraba como criterio de liberacién. Cuando fue requerido durante el cambio de
revision de la ISO fueron determinados mediante un analisis retrospectivo de producto
terminado. Esta estrategia no es conveniente para la nueva determinacion de
especificaciones pues las repeticiones de prueba con valvula conllevan un gasto
aproximado de 300,000 délares americanos; un segundo objetivo de este trabajo es

disefiar y ejecutar una estrategia alternativa menos costosa.



Capitulo 2. Antecedentes

La estenosis aortica (EA) adquirida es una enfermedad degenerativa presentada la
mayoria de las veces como calcificacion de las valvas de la valvula aortica, (Warren &
Yong, 1997) los métodos para aliviar definitivamente esta enfermedad son reparacion
quirurgica o reemplazo de la valvula, la cual puede ser biolégica o mecanica (Goldbarg,
et al., 2007), donde las valvulas biolégicas son caracterizadas por que alguno de sus
componentes es de origen animal como es el caso de la valvula A y sus valvas de tejido

bovino.

Las valvulas implantadas como reemplazo permanecen en contacto permanente con
tejido mucoso del cuerpo humano, requieren por tanto un tratamiento de esterilizacion

para asegurar el riesgo de contaminacion al paciente sea lo mas reducido posible.

Un proceso de esterilizacién es aquel validado para entregar productos libres de cualquier
forma de microorganismos viables, sin embargo, es imposible garantizar esterilidad total
durante una calificacién de proceso, por tanto es utilizado el Nivel de Aseguranza de la
Esterilidad (SAL, por sus siglas en inglés) el cual hace referencia a la probabilidad de
supervivencia de microorganismos después de un proceso de esterilizacién terminal
(U.S. Department Of Health And Human Services Food and Drug Administration, 2000).
Debido a sus componentes de tejido de origen animal, las valvulas biol6gicas no son
candidato a métodos tradicionales de esterilizacion, como de alta temperatura o
exposicidn a gases, por tanto es utilizado un método de baja temperatura cuyo método
de accidén esta basado en la reactividad quimica del agente conocido como esterilizacion
liquida quimica (Wallace, 2016).

La vélvula A utiliza como agente esterilizante una solucion de glutaraldehido en contacto
directo con el producto mientras este es sometido a condiciones controladas de tiempo y
temperatura. Para propositos de este estudio, seran evaluadas las entradas conocidas
en el proceso de esterilizacion y su posible impacto en los resultados post estériles de la

solucién esterilizante.

2.1 Revalidacion de procesos de acuerdo con la normativa aplicable

La ISO 14160:2011 para esterilizacion liquida quimica para producto de un solo uso con
componentes de tejido animal (International Organization for Standardization, 2011)
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permite revalidar un cambio de proceso siempre y cuando el método de validacion sea lo
suficientemente robusto y especifica los requerimientos a cumplirse. No provee
requerimientos especificos de revisidbn de documentos y flujo de trabajo, por tanto es
utilizada como soporte la 1ISO 11134:1994 bajo la cual la revalidacion es aceptable
siempre y cuando, en caso de un cambio significante al proceso, sea llevada a cabo
mediante una calificacién completa (International Organization for Standardization, 1994)
(US Food and Drug Administration, 2011).

Los requisitos y procedimiento para la validacion de parametros pre estériles son
especificados puntualmente en la ISO 14160:2011, mas no es puntual con respecto al
proceso para la determinacion de parametros de control post estériles indicando
solamente deben ser monitoreados y estar dentro de especificacion. La solucion
esterilizante lleva a cabo su efecto mediante un proceso quimico reactivo, y tiende a sufrir
una degradacién quimica al someterse al tiempo y temperatura establecidos por el
proceso. Por tanto, queda en responsabilidad del fabricante analizar y determinar las
entradas de proceso con efecto sobre las caracteristicas monitoreadas de la solucion

esterilizante (pH y concentracion de reactivo activo) y la especificacion de salida.

2.2 Glutaraldehido

El glutaraldehido es el agente esterilizante del proceso; una molécula lineal de 5
carbonos, lo cual lo hace una molécula relativamente pequefia. Es un liquido claro soluble
en agua y alcohol, asi como disolventes organicos. Esta principalmente disponible en
soluciones acuosas (pH 3.0-4.0) con un rango de concentracion desde menor a 2% hasta
70%, estas soluciones contienen una mezcla de mondémeros y formas poliméricas
(Migneault, et al., 2004).

Ha tenido un gran éxito comercial debido a su alta disponibilidad, reactividad, eficacia y
bajo costo (Bedino, 2003). Sin embargo, sus mecanismos de reacciéon no han sido del
todo entendidos hasta ahora y parte de esto es debido precisamente a su estructura
aparentemente simple, (Migneault, et al., 2004) por tanto es dificil predecir y justificar
mediante literatura el comportamiento exacto esperado bajo las condiciones del proceso
de esterilidad evaluado en este trabajo. A principios de 1970, Boucher (Boucher, 1972)
(Boucher, 1974) postul6 como la molécula en forma de mondmero de la solucion de

glutaraldehido es la especie o componente activo; esto es respaldado por la practica,
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donde en el proceso de manufactura analizado en este trabajo ha sido observada cémo
cuando la proporcion de mondémeros disminuye en la solucién madre de glutaraldehido

la reactividad es menor.

El reactivo (glutaraldehido) reacciona durante la esterilizacion liquida quimica con el
componente a esterilizarse resultando en un consumo, pero es importante considerar
también como esta reduccion de concentracion puede verse contrarrestada por una
reversion de polimeros a monomeros por efecto de la exposicion de la solucién al calor
(Ruijgrok, et al., 1989). La combinacion a estos factores es observada en la practica como
una tendencia de reduccion de la concentracion en solucién post estéril con eventos
ocasionales de incremento de concentracion. El segundo parametro monitoreado en la

solucion es el pH.

2.3 pH de solucidn esterilizante y temperatura de proceso

El glutaraldehido es tan reactivo que normalmente es comercializado desactivado a un
pH alrededor de 3. Para utilizarlo como esterilizante quimico frio es necesario llevar y
mantenerlo en un pH alcalino alrededor de 7.5-7.8 (Stonehill, et al., 1963). Sin embargo,
esta demostrado como si la temperatura de uso aumenta, la diferencia de actividad entre
soluciones alcalinas y acidas disminuye (Gorman & Scott, 1980) especialmente en
temperaturas cerca de los 40 °C (Thomas & Russell, 1974). Esta propiedad es
aprovechada en el proceso de esterilizacion analizado en este trabajo donde la valvula

contiene tejido de origen animal a implantarse en un ser humano.

Los estudios de tiempo de vida de anaquel, por otro lado, documentan la tendencia de la
solucién de glutaraldehido a revertir durante su almacenamiento a su estado mas estable

mediante disminucion de pH.

2.4 Tiempo de esterilizacion

El amplio espectro de accion del glutaraldehido depende tanto de ser una solucion
activada con pH como del tiempo de contacto con la sustancia: una solucion acuosa al
2% requerird 1 minuto para ejercer un efecto letal sobre bacterias vegetativas, pero 3
horas para actuar sobre esporas de bacterias. (Borick, 1968). El tiempo evaluado en este
trabajo es mayor a 20 horas, muy por encima de los minimos establecidos por la

bibliografia.



2.5 Inoculacion

El microorganismo utilizado para retar y validar el ciclo de esterilidad es Bacillus
atrophaeus (B. atrophaeus), aplicado a la valvula en forma de espora. Durante su
crecimiento produce metabolitos acidos resultando potencialmente en una alteracion de
pH a la solucion de la vélvula (Sella, et al., 2014). Por otro lado, en caso de una
esterilizacion efectiva es esperada una interaccion entre el indculo con el glutaraldehido
de la solucién. El pH es una de las especificaciones a controlarse, por tanto la inoculacion
es considerada como una posible entrada de proceso con impacto sobre el valor post

estéril de la solucion.

2.6 Presencia de valvula en la muestra

El proceso de manufactura comienza con un tratamiento donde el tejido fresco sufre una
fijacion uniaxial en glutaraldehido al 0.5% por un minimo de 8 horas resultando en un
tejido totalmente entrecruzado, por tanto, la expectativa es no observar reactividad entre

la valvula y la solucién al 0.2% usada para esterilizar.

La valvula representa el producto terminado del proceso de manufactura y, como tal, el
elemento mas caro del componente final entregado al cliente, asi como el repositorio del

in6culo adicionado para retar la esterilizacion en las pruebas por lote.

El analisis de presencia de valvula sera incluido en este estudio con el objeto de
determinar si la presencia de esta es estadisticamente significativa para la
caracterizacion del comportamiento de la solucion de glutaraldehido al ser sometido al

proceso de esterilizacion.



Capitulo 3. Justificacidon

El proceso de liberacion de producto terminado es critico el rendimiento sea aceptable a
la primera (first pass yield), pues los retrabajos en este proceso pueden llevarse a cabo
una sola vez. Resultados no aceptables resultan en la posible disposicion como material
desechado del lote completo. Para mantener un first pass yield de 91% de producto final,
las especificaciones de preparacion de soluciones fueron reducidas en relacién a las

validadas traspasando el problema de rendimiento al area de preparacién de soluciones,

traducido en un first pass yield de 30% para esta etapa (Véase tabla 1).

Tabla 1 Especificaciones de solucidn esterilizante y capacidad de proceso para la valvula A

Pre estéril Post estéril
Parametro Especificacion Especificacion IC Ppk
0,
validada IC Ppk (95%) validaday de (95%)
proceso
pH 7375 (0.16, 0.33) 7375 (0.26, 0.45)
Concentracion de 0.20-0.22% (-0.02, 0.14) 0.20-0.22% (0.11, 0.28)
glutaraldehido

La valvula B, referencia de la misma familia de producto, es esterilizada mediante el
Mismo proceso, pero con especificaciones post estériles mas abiertas en relacion a su
especificacion pre estéril A, y opera con un first pass yield de 90% para preparacion de

soluciones y 98% para liberacién de producto final (por fallas relacionadas con prueba de

solucién).
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Figura 2 Comparacién de especificacion de soluciones entre valvula B (azul) y valvula A (amarillo). Color

rojo indica especificacién de preparacion de soluciones para valvula A para cumplir con especificacion

post estéril.
Concentracion glutaraldehido (%)
0.24 0.24
0.22 0.22
0.1& 018
0.16 0.16
014 014
Pre-estérl Post-estéril Pre-estéril Post-estéril
Producto A Producto B
pH
7.6 1.6
7.5 7.5
T3 73
T2 1.2
71 71
T 7
Pre-estéril Post-esteril Pre-estédl Post-estéril
Producto A Producto B

B Especificacion reducida a la que se prepara el reactivo para resultados post estériles acaptables

La empresa completé una validacién para ampliar la especificacion pre estéril de solucién

de la valvula A a su especificacion de disefio original, mas previo a su implementacion en

el proceso de manufactura es necesario determinar las especificaciones post estériles
indicadoras de un proceso operando bajo condiciones normales, estudio documental y

de campo a presentarse en esta tesis.

Pregunta de investigacion: ¢La apertura de especificaciones de solucion mejora el

rendimiento del proceso de preparacion de soluciones y liberacion de producto

terminado?



Capitulo 4. Hipo6tesis
Hipotesis nula: Los desperdicios en los procesos de preparacion de soluciones y
liberacién de producto terminado son iguales si hay apertura de especificaciones de

solucién.

Hipotesis alternativa: Los desperdicios en los procesos de preparacion de soluciones y
liberacién de producto terminado no son iguales si hay apertura de especificaciones de

solucién.
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Capitulo 5. Objetivos

1. Determinar mediante investigacion documental y de campo la especificacion post
estéril correspondiente a un proceso controlado de esterilizacion para los nuevos
pardmetros validados para la solucién esterilizante de la valvula A.

2. Disefiar un sistema de réplicas con bajo costo para proponer especificaciones post
estériles dentro de especificaciones de la normativa de validacion de procesos,
donde la valvula es el componente de mayor costo.

3. Calcular la reduccién de retrabajos en el proceso con las especificaciones

propuestas.
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Capitulo 6. Metodologia

La caracterizacion y validacion de especificaciones post estériles mediante réplicas de
proceso de manufactura completo como esta actualmente validado tiene un costo
elevado para la empresa, por tanto, la primera etapa de la metodologia consistié en una
investigacion documental, reflejada en los antecedentes de este trabajo, para determinar
las entradas con posible efecto post estéril sobre el pH y concentracion de glutaraldehido
de la solucion. Estas entradas fueron analizadas mediante un Disefio de Experimentos
(DOE, por sus siglas en inglés), el modelo reducido obtenido sera utilizado para llevar a
cabo las repeticiones de determinacion de intervalo de confianza para especificaciones

post estériles y determinar si la hipétesis nula es aceptada o no.

6.1 Investigacion documental

Con base en la investigacion documental, las siguientes entradas de proceso fueron

seleccionadas como parametros fijos para la evaluacion de solucion.

1. Tiempo, estd sustentado en un analisis de desactivacion cinética y cumple
sobradamente la indicacién encontrada en bibliografia
2. Temperatura, la especificacion actual de proceso ya coincide con la
recomendacion de los articulos consultados
Los factores elegidos a analizarse para evaluar su efecto sobre el valor post estéril de la

solucién son:

1. Inoculacion, por el efecto acidificante del crecimiento microbiano sobre el medio
2. Concentracion pre estéril de glutaraldehido, por su interaccion con el indculo y
valvula
pH pre estéril, por su interaccion con el posible crecimiento del inéculo
Presencia de valvula, por su interaccion con el consumo de glutaraldehido e

in6culo

6.2 Disefo de experimentos (DOE)

El DOE fue seleccionado con el objetivo de barrer los factores con posible efecto sobre

especificaciones post estériles mediante un factorial 2%. Las entradas y niveles
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seleccionados con representativos de los niveles mas altos y bajos validados en proceso,

y son los siguientes:

Tabla 2 Factores a evaluarse mediante disefio de experimentos

Factor - + Salida
Inoculacién 0 10”6 pH y concentracion
Concentracion glutaraldehido 0.18% 0.22% glutaraldehido (post
pH 73 75 estériles)
Presencia valvula Solo solucién Valvula en
solucion

La determinacion del tamafio minimo de muestra fue determinada utilizando de referencia
la documentacion de analisis de riesgo interna, con base en la cual el nivel de confianza
debe ser por lo menos del 95% con un poder de 0.95. La desviacion estandar para pH y
concentracion de glutaraldehido fueron obtenidas del histérico de soluciones

correspondiente un histérico de un afio.

El tamafio seleccionado de muestra para detectar una variacion de 0.1 pH, utilizando
Minitab 17, es de 70 corridas (cuatro repeticiones con tres puntos centrales por bloque),
utilizando una desviacion estandar de 0.0792 y un poder de 0.99, con un poder de

deteccion de efectos de hasta 0.0865.

El tamafio de muestra seleccionado para detectar una variacion de 0.01% concentracion
de glutaraldehido, utilizando Minitab 17, es 70 muestras (cuatro repeticiones con tres
puntos centrales por bloque), utilizando una desviacion estdndar de 0.00668 y un poder
de 0.99, con un poder de deteccién de efectos de hasta 0.0073. Considerando como pH
y concentracion de glutaraldehido son medibles en la misma muestra, se correra un solo

juego de 70 muestras para analizar ambas especificaciones.

6.3 Validacién de especificaciones para solucion esterilizante

La segunda etapa de la investigaciéon de campo utilizara el modelo reducido obtenido en
el DOE para ejecutar 3 réplicas de por lo menos umbral superior y umbral inferior,
dependiente de los resultados del disefio, a utilizarse para la obtencion del intervalo de

confianza de especificaciones post estériles.
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6.4 Analisis de capacidad de proceso para especificacion propuesta

Los modelos matematicos obtenidos en la regresion factorial del disefio de experimentos
y las réplicas para determinacion de intervalos de confianza seran utilizados para calcular
el Ppk esperado de las especificaciones obtenidas en las réplicas con un tamafio de
muestra de 50, representativo de un afio de produccidon. Las muestras seran generadas
utilizando la herramienta de creacion de muestras aleatorias de Minitab, con la desviacion
estandar conocida para el proceso de preparacion de soluciones (0.00649 para
concentracion de glutaraldehido y 0.0604 para pH) y un promedio basado en el punto

central de las nuevas especificaciones.
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Capitulo 7. Resultados

Las salidas de proceso fueron analizadas durante la ejecucion de las pruebas de DOE,
pH post estéril y concentracion de glutaraldehido post estéril. Los resultados de ambos

son presentados a continuacion.

7.1 Analisis de disefio de experimentos para pH
Los resultados experimentales fueron analizados a través de un disefio factorial DOE con
un 99% de confianza y un poder de deteccion de efecto de 0.0865, mejor que el efecto

minimo de detectado por la resolucién de la prueba (0.1).

La primera reduccion al modelo fue basada en el analisis de efectos estandarizados,
donde el factor con mayor impacto en resultados de pH post estériles son D (pH), CD
(interaccion de concentracion de glutaraldehido y pH) y ABD (interaccidn entre presencia

de valvula, inéculo y pH).

Figura 3 Gréfica de Pareto de efectos estandarizados para analisis de pH post estéril

Grafico de Paretos de Efectos Estandarizados
(la respuesta es pH post, a = 0.01)

Term 2.66

Factor Nombre
D A Valvula
B Inéculo
C %Glut
D pH

cD

ABD

AB

BD

AD

0 5 10 15 20 25
Efecto Estandarizado

El modelo reducido obtenido fue sometido a una evaluacion de efectos donde, tomando

como referencia la resolucién de la especificacion de pH es de un decimal (0.1), cualquier
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efecto menor a este valor fue descartado como irrelevante para propdésitos de este

estudio. Por tanto:

e CD (interaccion entre concentracion de glutaraldehido y pH) presenta un efecto de
0.013, basado en el cual puede ser descartado como entrada de proceso
significativa para los valores post estériles de pH

e ABD (interaccién entre presencia de valvula, inéculo y pH) presenta un efecto de
0.005, basado en el cual puede ser descartado como entrada de proceso

significativa para los valores post estériles de pH

El modelo reducido final tiene como factor de entrada con efecto significativo el valor pre

estéril de pH de la solucion.

Figura 4 Andlisis de Varianza para andlisis de resultados de DOE

Fuente GL SS Ajustada MS Ajustada Valor-F Valor-P
Modelo 0.296384 0.148192 199.74 0
Lineal 0.291600 0.291600 393.02 0
pH 0.291600 0.291600 393.02 0
Error 70 0.004784 0.004784 6.45 0.013
Curvatura 1 0.051194 0.000742
Falta de ajuste 17 0.024694 0.001453 2.85 0.002
Error puro 52 0.026500 0.000510
Total 71 0.347578

El valor p de la curvatura en el modelo es de 0.013, el cual fue retado a traves de un
analisis de regresion a un nivel de confianza de 95% (a=0.05) para comparacion de
modelo lineal contra cuadratico, donde la diferencia observada fue de 1.18% en sus
respectivos valores de correlacion R-sq, con ambos modelos por encima del 80%
individualmente (ver tabla 3). En el analisis de prediccion de intervalo al 95% de la figura
5, solo 2 puntos de 70 caen fuera del modelo lineal. EI modelo reducido sin curvatura es

presentado en la ecuacién 1.

Tabla 3 Comparacién de coeficientes de determinacion para comparacion de modelos de ajuste

Modelo lineal Modelo cuadratico | Diferencia

R-sq 83.66% 84.84% 1.18%
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Figura 5 Intervalo de prediccion de regresion lineal al 95% de confianza para andlisis de pH post estéril

Y: pH post
X: pH

7.55

7.50

745

7.40

pH post

735

730

7.25

La linea roja ajustada muestra la Y predicha para cualquier valor de X.
Las lineas discontinuas azules muestran el intervalo de prediccion del 95%.

Regresion para pH post vs pH

Reporte de Predicciéon

Grafico de Prediccion

7.45

7.55

X Y Predecida

7.28
7.29

73
7.31
732
733
7.34
7.35
7.36
7.37
7.38
739

74
741
7.42
743
7.44
7.45
7.46
747
7.48
7.49

75
7.51
7.52

7.3084
73152
7.3219
7.3287
73354
7.3422
7.3489
7.3557
7.3624
7.3692
73759
7.3827
7.3894
7.3962
7.4029
7.4097
74164
7.4232
74299
74367
7.4434
74502
74569
7.4637
74704

pH post esteril = 2.394 + (0.6750 x pH pre esteril )

IP 95%

(7.2510, 7.3659)
(7.2579, 7.3725)
(7.2647,7.3792)
(7.2716, 7.3858)
(7.2784, 7.3925)
(7.2852, 7.3992)
(7.2920, 7.4059)
(7.2988, 7.4126)
(7.3056, 7.4193)
(7.3124, 7.4260)
(7.3191, 7.4328)
(7.3259, 7.4395)
(7.3327, 7.4462)
(7.3394, 7.4530)
(7.3461, 7.4598)
(7.3529, 7.4665)
(7.3596, 7.4733)
(7.3663, 7.4801)
(7.3730, 7.4869)
(7.3797, 7.4937)
(7.3864, 7.5005)
(7.3931, 7.5073)
(7.3997, 7.5142)
(7.4064, 7.5210)
(7.4130, 7.5279)

(1)

7.2 Andlisis de disefio de experimentos para concentracion de

glutaraldehido

Los resultados experimentales fueron analizados a través de un disefio factorial DOE con

un 99% de confianza con un poder de deteccion de efecto de 0.0073, mejor que el efecto

minimo de detectado por la resolucion de la prueba (0.01).
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Figura 6 Gréfica Pareto de Efectos Estandarizados de andlisis de concentracion de glutaraldehido post
estéril

Grafico Pareto de Efectos Estandarizados
(la respuesta es %Glut post, o = 0.01)

Term 2.668
C : | Factor Name
ABCD A Vé!vula
A | i B Inéculo
! C %Glut
AB | ! D pH
ABD | i
BC i
BCD i
ACD i
B !
0 e
cD d
ABC ,
BD i
AD g
AC E
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Efecto Estandarizado

El modelo obtenido tiene un R-sq = 66% donde falta de ajuste al modelo contribuye con
1% de la variacion y el error puro 33%. Los efectos principales estandarizados fueron
identificados como concentracion pre esteril de glutaraldehido y una interaccion de cuarto
nivel de todos los factores, debido al segundo una reduccion directa basada en efectos
estandarizados no pudo ser llevada a cabo. Con base en el p-value = 0.901 de la
curvatura, esta no es relevante, los puntos centrales fueron removidos para habilitar un

analisis de superficie de la relacion entre los 4 factores.

La figura 7 presenta los 4 escenarios de interaccion para las dos categorias de factores
variables (pH y %Glut) y las dos categorias de factores continuos (presencia/ausencia de

vélvula y presencia/ausencia de inéculo).
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Figura 7 Graficas de andlisis de superficie para andlisis de interaccién de cuarto nivel de glutaraldehido
post estéril

Gréfico de superficie de %Glut post vs pH, %Glut Gréfico de superficie de %Glut post vs pH, %Glut

Valores fijos
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Grafico de superficie de %Glut post vs pH, %Glut Grafico de superficie de %Glut post vs pH, %Glut

Valores fijos Valores fijos

Valvula AS Vilvula Mo
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%Glut post %Glut post 55

022
0210
0,208
0.225
0210 7.5

pH 0195 G
73 0180

0.225
0210
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Las graficas de superficie permiten observar como la interaccion esta fuertemente ligada
a la relacion entre valvula e in6éculo. Tomando de referencia la grafica de superficie con
presencia de valvula e indculo, representativa del proceso como esta actualmente
validado para el analisis de solucién, fue detectado un comportamiento similar para la
combinacion de ausencia de valvula y ausencia de inéculo. Las combinaciones para
ausencia de valvula con presencia de indculo y presencia de valvula sin presencia de
in6culo son descartadas en este analisis, pues el comportamiento post-esteril de
concentracion de glutaraldehido es graficamente diferente a la condicion utilizada de

referencia.

La confirmacion de la similitud observada entre las combinaciones de presencia de
vélvula con presencia de inoculo y ausencia de valvula con ausencia de in6culo fue
llevada a cabo mediante una prueba t de dos muestras, concluyendo con un 95% de
confianza no hay diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos (valor p =
0.474).
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Se llevo a cabo una verificacion del modelo linear propuesto mediante una regresion lineal
al 95% de confianza (0=0.05), donde solo uno de los 72 datos experimentales estuvo

fuera del intervalo de prediccion del modelo (ver figura 8).

Figura 8 Intervalo de prediccion de regresion lineal al 95% de confianza para analisis de concentracion de
glutaraldehido post estéril

Regresion para %Glut post vs %Glut pre
Y: %Glut post Reporte de Prediccion
X: %Glut pre

Gréfico de prediccion X Y Predecida IP 95%

La linea roja ajustada muestra la Y predicha para cualquier valor de X. 0.176 0.19986 (0.17880, 0.22093)

Las lineas discontinuas azules muestran el intervalo de prediccién del 95%. 0.178 0.20075 (0.17972, 0.22178)

0.25 0.18  0.20164 (0.18064, 0.22264)

0.182 0.20252 (0.18156, 0.22349)

® 0.184 0.20341 (0.18247, 0.22435)

024 0186  0.20430 (0.18338, 0.22521)

0.188 0.20518 (0.18429, 0.22608)

0.19 0.20607 (0.18519, 0.22695)

023 0.192 0.20696 (0.18609, 0.22782)

0.194 0.20784 (0.18699, 0.22869)

0.196 0.20873 (0.18788, 0.22957)

0.198 0.20961 (0.18877, 0.23045)

ks 02 021050 (0.18966, 0.23134)

73 0.202 0.21139 (0.19055, 0.23223)

g 0.204 0.21227 (0.19143, 0.23312)

5 021 0206 021316 (0.19231, 0.23401)

g 0.208 0.21405 (0.19318, 0.23491)

° 0.21 0.21493 (0.19405, 0.23581)

0.20 0.212 0.21582 (0.19492, 0.23671)

0.214 0.21670 (0.19579, 0.23762)

0.216 0.21759 (0.19665, 0.23853)

0.19 0.218 0.21848 (0.19751, 0.23945)

0.22 0.21936 (0.19836, 0.24036)

0.222 0.22025 (0.19922, 0.24128)

0.18 0.224 0.22114 (0.20007, 0.24221)
0.17

0.17 0.18 0.19 0.20 0.21 0.22 0.23

%Glut pre

7.3 Réplicas para determinacion de especificaciones post estériles

Las muestras elegidas para las réplicas de este estudio consisten en solucion
esterilizante sin presencia de valvula y sin presencia de in6culo expuestas a un doble
ciclo de esterilizacion, representativo del peor escenario de exposicion a calor y riesgo

de degradacion quimica.

La norma ISO 5479:1997 (International Organization for Standardization, 1997) restringe

el uso de pruebas de normalidad en 8 muestras 0 menos, pues las pruebas son “muy
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inefectivas” para estos tamafios de muestra. Con base en este racional y para
mantenerse en cumplimiento de la normativa, el nUmero minimo de muestras requerido
por la empresa es de 15. Este tamafio de muestra aplicado para la obtencién de intervalos
de tolerancia con un nivel de confianza de 95% con 95% de la poblacidon dentro del mismo
resulta en un margen de error calculado de 5% para método normal (valores calculados
utilizando herramienta de calculo de tamafio de muestra de Minitab 17). Sin embargo, las
réplicas pertenecen al umbral superior e inferior de la especificacion, por tanto, esta
distribucion no es la esperada. Para el calculo de intervalo de tolerancia no normal seran
consideradas 90 muestras, obteniéndose un nivel de confianza de 94.3% para el 95% de

la poblacion.

El muestreo final elegido es de 15 muestras tomadas por cada lote de solucion pre estéril,
donde 3 lotes fueron preparados en el limite superior de especificacion y 3 en el limite

inferior de especificacion (ver tabla 4).

Tabla 4 Especificaciones de muestras usadas para ejecucion de replicas

Limite inferior Limite superior Total
Especificacion Muestras Especificacion Muestras
%Glut 0.18% 45 muestras (15 %Glut 0.22 45 muestras (15 90
pH 7.3 por lote) pH 7.5 por lote)

Los intervalos de tolerancia obtenidos para solucion post estéril son presentados en la
tabla 5:

Tabla 5 Intervalos de tolerancia obtenida para especificaciones post estériles (confianza 94.3%)

Parametro post estéril Intervalos de tolerancia
% Glutaraldehido (0.17,0.24) %
pH (7.1, 7.6)

7.4 Analisis de capacidad de proceso para especificaciones obtenidas
La variacién conocida de proceso para preparacion de soluciones, 0.00649 de desviacion
estandar para concentracion de glutaraldehido y 0.0604 de desviacion estandar para pH,
fue utilizada para generar 50 datos aleatorios de solucion pre estéril con la herramienta

de generacion de datos en Minitab.
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La proyeccion de capacidad de proceso para pH post estéril utilizo los datos generados
aleatoriamente en la formula del modelo reducido obtenida en la Regresién Factorial del
Disefio de Experimentos (R-sq = 84%). El intervalo de confianza a un 95% para el Ppk
calculado es de (1.38, 2.09).

pH post esteril = 2.394 4+ (0.6750 * pH pre esteril ) (2)

Figura 9 Andlisis de capacidad de proceso para pH post estéril

Reporte de Capacidad de Proceso para pH Post Estéril
(usando confianza 95.0%)

LEI LES
Datos de Proceso - General

LEI 7 2% T [ A e Interna

Objetivo * :

LSE 7.6 Capacidad General

Promedio Muestra 7.3827 Pp 1.99

Muestras (N) 50 ICparaPp (1.60, 2.38)

DesvEst(General) 0.0418538 PPI 2.25

DesvEst(Interna) 0.0374192 PPS 1.73
Ppk 173
Cl for Ppk  (1.38, 2.09)
Cpm *

Capacidad Potencial (Interna)

Cp 2.23
ICparaCp (1.79, 2.67)
CPI 2.52
CPS 1.94
Cpk 1.94

IC para Cpk (1.54, 2.33)

7.12

Rendimiento
Esperado Esperado

Observado  General Interno
% < LEI 0.00 0.00 0.00
% > LES 0.00 0.00 0.00
% Total 0.00 0.00 0.00

La proyeccion de capacidad de proceso para la concentracion de glutaraldehido post
estéril utilizé los datos generados aleatoriamente en la formula del modelo obtenido en la
regresion lineal obtenida con las 90 muestras de la seccion de réplicas de proceso (R-sq

= 87%). El intervalo de confianza a un 95% para el Ppk calculado es de (1.51, 2.29).

%Glut post esteril = 0.01111 + ( 0.9556 * %Glut pre esteril ) (3)



Figura 10 Andlisis de capacidad de proceso para glutaraldehido post estéril

Reporte de Capacidad de Proceso para Glutaraldehido Post Esteril
(usando confianza 95.0%)

LEI LES
Datos de Proceso General
LEI 017 i e Interna
Objetivo * ]
LES 0.24 Capacidad General
Promedio Muestra 0.202248 ] Pp 2.06
Muestras (N) 50 _ A ICpara Pp  (1.66, 2.47)
DesvEst(General) 0.0056503 \ PPI 1.90
DesvEst(Interna) 0.00553835 / - PPS 2.23
Ppk 1.90
/ IC para Ppk (1.51, 2.29)
Cpm *
Capacidad Potencial (Interna)
Cp 2.1
1| ] ICparaCp (1.69, 2.52)
CPI 1.94
CPS 2.27
Cpk 1.94

IC para Cpk (1.55, 2.34)

017 018 019 020 021 022 023 024

Rendimiento
Esperado Esperado

Observada  General Interno
% < LEI 0.00 0.00 0.00
% > LES 0.00 0.00 0.00

% Total 0.00 0.00 0.00
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Capitulo 8. Discusioén

La interaccion entre valvula e indculo y su efecto sobre el comportamiento general de la
concentracion post estéril de glutaraldehido es una linea de investigacion con
oportunidad de desarrollo, particularmente basado las observaciones de un mismo

comportamiento general durante su interaccion con los demas factores.

Los modelos propuestos en este estudio son lineales, mediante revision de ajuste del
modelo a través de un analisis de regresion lineal dentro de los puntos minimos y
maximos del estudio. Para pH en particular, si el modelo es usado para valores fuera de
los rangos abarcados en este estudio es altamente recomendado volver a ejecutar
pruebas de linealidad basado en la leve curvatura observada durante la regresion factorial

del disefio de experimentos.

La revision de las especificaciones propuestas con el departamento de Ingenieria e
Investigacion, duefios del disefio de la valvula, determino inviable cambiar el intervalo
inferior post estéril de acuerdo a lo encontrado en este estudio, con base en datos de
pruebas para vida de anaquel donde esta registrada la tendencia del pH a disminuir con
el almacenamiento. A pesar de que la relacion es lineal y es posible estimar con un nivel
de confianza razonable hasta cual punto en la escala de pH reduciria el valor post esteéril
con la nueva especificacion, no fueron encontrados datos experimentales para respaldar
la integridad de la valvula y sus propiedades mecanicas no sean comprometidas. Queda
abierta la oportunidad para determinar a qué pH es comprometido el funcionamiento
mecanico de la valvula, y después de cuanto tiempo. Por otro lado, la apertura de la
especificacidon superior no compromete estas pruebas y mejora la capacidad del proceso
en relacion al estado inicial (ver tabla 7), reduciendo el porcentaje de material fuera de
especificacion a 2.4% sin implicar un proceso fuera de control. En el lapso durante el cual
sea sometido a aprobacion este proyecto (aproximadamente dos afios, por aprobaciones
de organismos regulatorios), y previo a su implementacion, es recomendable mejorar el

proceso de preparacion de soluciones enfocado en la disminucion de variacion de pH.
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Tabla 6 Capacidad actual y esperada de proceso de preparacion de soluciones (especificaciones pre

estériles)
Inicial Propuesto y aprobado por departamento de
nicial
Investigacién y Desarrollo
Parametro
Especificacion Especificacion validada y
. IC Ppk (95%) IC Ppk (95%)
validada de proceso
pH 7.3-7.5 (0.16, 0.33) 7.3-7.5 (0.26, 0.45)
Concentracion de
0.20-0.22% (-0.02, 0.14) 0.20-0.22% (0.11, 0.28)

glutaraldehido

Tabla 7 Capacidad actual y esperada de proceso de liberacion de material terminado (especificaciones

post estériles)

Inicial

Propuesto

Aprobado por Investigacion y

glutaraldehido

Desarrollo
Pardmetro
e IC Ppk e e
Especificacion (95%) Especificacion | IC Ppk (95%) | Especificacion IC Ppk (95%)
0
pH 7.3-75 (0.26, 0.45) 7.1-7.6 (1.38, 2.09) 7.3-7.6 (0.50, 0.82)
Concentracion
de 0.20-0.22% (0.11, 0.28) 0.17-0.24% (1.51, 2.29) 0.17-0.24% (1.51, 2.29)
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La investigacion conducida en esta tesis permite concluir con el rechazo de la

hipotesis nula, basado en la ausencia de traslape en los intervalos de confianza de

capacidad de proceso inicial y propuesta con una reduccion de retrabajos proyectada

a largo plazo de aproximadamente 20% (ver tabla 8).

En segundo lugar, fue confirmada mediante datos experimentales la relacién entre

valores pre estériles y post estériles, donde el pH post estéril depende principalmente

del valor de pH pre estéril y la concentracion de glutaraldehido post estéril depende

principalmente de la concentracion pre estéril de glutaraldehido, permitiendo justificar

monitoreos y mejoras de proceso a futuro donde la disponibilidad y/o costo de la

valvula no sea un impedimento.

Tabla 8 Cambios en capacidad de proceso esperados mediante la implementacion de este proyecto

glutaraldehido

Actual A implementarse
Porcentaje Porcentaje
esperado esperado fuera
Parametro e IC Ppk fuera de A de
Especificacion (95%) especificacion Especificacion IC Ppk (95%) especificacion
con base en con base en
Ppk Ppk
pH 7.3-75 (0.26, 0.45) 21.6% 7.3-7.6 (0.50, 0.82) 2.4%
Concentracion 0%
de 0.20-0.22% (0.11, 0.28) 28.30% 0.17-0.24% (1.51, 2.29)
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