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Resumo

Atualmente, quando o usuario precisa obter dados
precisos sobre o numero de particulas em suspensao
no ar em varios ambientes controlados, depara-se com
o desafio de ter que lidar com varias normas internacio-
nais e guias das agéncias regulatérias, bem como ter
que executar amostras de particulas em suspensao no ar
de forma consistente e passivel de reprodugdo. Embora
haja discordancias sobre a validade estatistica na amos-
tragem de pequenos numeros de eventos independen-
tes - e essas discordancias sejam discutidas dentro das
normas internacionais de classificagéo - frequentemente
surgem eventos nos quais as técnicas convencionais de
amostragem podem ser empregadas segundo a meto-
dologia convencional. Este artigo discute a revisédo atual
e mudangas propostas para a ISO 14644-1, norma para
classificagao de salas ou zonas limpas, e os guias para
areas assépticas das agéncias regulatérias EMEA (eu-
ropeia) e FDA (americana) que sugerem varios métodos
para a execugao pratica dos protocolos de amostragem
em varias industrias. E discutida a aceleracéo potencial
da amostragem para classificagdo através do uso de
AMOSTRAGEM SEQUENCIAL ( Anexo F, ISO 14644-1).
Os desafios inerentes a amostragem sob altas vazdes
sdo examinados, focando a obtencdo de consisténcia
nos resultados, com vistas aos recentes documentos de
calibragdo do ISO 21501-4 e do IEST RP-14 e através da
aplicagéo pratica de técnicas de amostragem no ponto
de amostra.

Joe Gecsey

Monitoramento
de particulas no ar

As normas internacionais para o monitoramento de
particulas em suspensdo no ar sdo usadas por todas as
industrias que utilizam salas limpas ou areas limpas.

Algumas metodologias de amostragem de particulas
em suspensédo no ar sdo empregadas nestes ambientes
controlados para assegurar a qualidade do produto ma-
nufaturado ou o sucesso do processo que esta sendo
conduzido neste ambiente critico ou controlado.

Muitas variaveis podem afetar o sucesso das opera-
¢bes nessas areas, mas as concentragdes de particulas
no ar sao frequentemente um elemento significativo no
controle de risco, ou, a0 mesmo tempo, a razéo do su-
cesso para a operagao controlada.

A norma inicial para salas limpas nos Estados Uni-
dos, conhecido como “Federal Standard 209E”, teve um
impacto global por muitos anos, mas foi oficialmente
substituido em 1999 por uma nova norma internacional,
a 1SO 14644-1. Entretanto, a Federal Standard 209E dei-
xou um legado de técnicas de amostragem e de volume
de amostras que perduram ainda hoje em muitas apli-
cacgoes, tais como o foco nos volumes de amostras de
1 pé cubico, tempos de amostra de 1 minuto de duragao
e a designagdo de areas como “Classe 100", “Classe
100007 etc. Embora alguns desses métodos ainda se-
jam apropriados hoje, devemos levar em consideracao
algumas das mudangas em normas, guias regulatorias e
praticas recomendadas que ocorreram desde 1999. Al-
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gumas destas estao relacionadas a técnicas especificas
utilizadas na classificagdo de uma sala [ISO 14644-1,
EU GMP Anexo 1], enquanto outras buscam obter maior
consisténcia nas amostragens obtidas em campo por
varios contadores de particulas, através de técnicas de
calibracéo “in loco” [ISO 21501-4, IEST RP-14].

Classificacao versus
Monitoramento

Um dos principais fatores na escolha dos métodos
corretos, norma ou guia para uma aplicagdo é a com-
preenséo de que um método de amostragem é voltado
tanto para
a) proporcionar uma classificagdo formal de uma sala

por um determinado tempo
b) proporcionar o monitoramento continuo de um pro-

cesso ou procedimento para avaliagdo do risco de

que os contaminantes aéreos possam provocar o

fracasso ou adulteragdo daquele processo ou proce-

dimento.

Classificagdes formais executadas de acordo com
a antiga Federal Standard 209E ou com a atual I1SO
14644-1 acontecem dentro de intervalos de 6 a 12
meses e proporcionam um retrato detalhado da area,
baseado em métodos estatisticos, para certificar que
a area atende aos requisitos iniciais necessarios para
que o processo acontega na area ou zona. Os modelos
estatisticos s&o utilizados aqui porque a amostragem de
particulas do ar é efetuada segundo “uma metodologia
de amostragem representativa” — ou seja, apenas uma
pequena porgao do volume total de ar circulado na sala
ou zona é avaliada e a preocupagao é que esta amostra
represente a concentragdo total de potenciais particulas
em suspensao no ar.

Entretanto, € comum haver a necessidade de se veri-
ficar continuamente se a area ou zona esta sob controle
ao longo de todo o processo. Esta necessidade frequen-
temente exige diferentes métodos e niveis de alarme
para que se entenda e se controlem os riscos de uma
operagao.

As industrias farmacéuticas e biotecnolégicas tém
um interesse unico e importante em controlar o risco du-
rante os processos assépticos usados no processamen-
to de produtos estéreis, devido aos riscos a saude (e os

consequentes riscos financeiros), pois um medicamento
injetavel pode atingir niveis inaceitaveis de contaminan-
tes devido a exposigdo aos contaminantes do ar durante
seu processamento.

Normalmente, o envase representa a etapa mais cri-
tica durante o processo asséptico e consequentemente,
os maiores desafios de classificagdo e monitoramento
de particulas em suspenséo no ar; este artigo cobrira a
discussao sobre classificacdo e monitoramento em geral
e proporcionara também uma discussao mais detalhada
das exigéncias atuais de amostragem em envase assép-
tico.

Classificacao — ISO 14644-1,-2

A classificagdo é baseada nos seguintes pontos chave:

a) Frequéncia: se a area ou zona tiver que ser classifica-
da como Classe ISO de 1 a 5, entdo a classificagao
deve ser repetida num intervalo de 6 meses. Se for
da Classe ISO de 6 a 9, entdo a frequéncia é a cada
12 meses.

b) Area fisica em metros quadrados: A area da superficie
deve ser determinada para que se calcule o nimero
minimo de pontos de amostra.

c) Distribuicdo de pontos de amostragem: Preferencial-
mente, os pontos de amostragem sdo espalhados
pela sala de forma regular, mas pode ter que ser
alterada de acordo com o desenho da sala e posicio-
namento de equipamentos.

d) Volume minimo e tempo de amostragem: Com a inten-
¢ao de fazer cada amostra do ar ser estatisticamente
representativa da qualidade do ar naquele ponto, ha
uma exigéncia de um tempo minimo de amostragem



de um minuto em cada ponto e a exigéncia de que o
volume minimo de amostragem calculada deva ser
obtido. Usualmente, amostras colhidas em fungao
do periodo minimo de 1 minuto também atendem ao
critério de volume minimo, mas isto também depende
da vazéo do instrumento e da Classe ISO almejada
pelo exercicio de classificagao.
Cabe observar que a ISO 14644-1 nao define ne-
nhuma vazéao especifica, minima ou maxima do préprio

instrumento.
Em Repouso Em Operacéo
Grau NuUmero mé)3<i_mo permitido .de particulas
por m? igual a ou maior que
0.5um 0.5 um 0.5um 0.5um
A 3520 20 3520 20
B 3520 29 352 000 2900
C 352 000 2900 3520 000 29 000
D [3520000| 29000| n&o definido|n&o definido

Tabela de Limites de Contagem de Particulas por metro cubico
[Anexo 1 GMP EU]

Guias de classificacao e
monitoramento do FDA e EMEA

Para aplicagdo especifica em areas assépticas de
processamento, as agéncias regulatdrias oferecem
documentos como guias. Esses documentos focam va-
rios aspectos do esforgco de processamento, incluindo
contagens especificas de particulas em areas chave de
manufatura e em areas de suporte.

O guia do FDA atrela a area “critica” a classificagéo
ISO classe 5 e a area “controlada” a classificagao 1SO
Classe 7 ou 8. A contagem de particulas com tamanhos
de 0,5 micrometros ou maiores durante 0s processos &
requerida pelo FDA. Entretanto, nenhum método de mo-
nitoramento especifico, vazdo do amostrador ou 0 mé-
todo de classificagéo é especificado pelo FDA, somente
se refere ao uso da metodologia da ISO 14644-1 no seu
texto de designagdes de Classe ISO.

O Anexo 1 europeu indica limites mais especificos
para a contagem de particulas nas areas “criticas” e
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“controladas”, designadas como Graus A, B, Ce D e
também exige a contagem de particulas com tamanhos
de 0,5 micrometros ou maiores e de 5,0 micrometros ou
maiores. Particularmente, o Anexo 1 indica uma clas-
sificacdo para essas areas baseado na ISO 14644-1,
exceto para as areas de Grau A.

A classificagdo das areas de Grau A segue a ISO
14644-1 para estabelecer o nUmero minimo de pontos,
mas exige um volume minimo de amostragem mais ex-
tenso, com 1 metro cubico em cada ponto de amostra-
gem. Embora o propdsito para esse volume maior ndo
seja explicitamente declarado, pode-se entender que as
autoridades da EU sentiram que um volume maior nessas
areas chave para produtos estéreis, daria suporte esta-
tistico mais convincente na determinagdo da qualidade
do ar, principalmente pela quantidade extremamente
baixa de particulas com dimens&o de 5,0 micrometros
ou maiores.

N&o ha especificagdo dentro do Anexo 1 [Segdes 8 a
20] a respeito do volume de amostragem ou das vazdes
exigidas durante o processo de monitoramento; apenas
que o monitoramento continuo de particulas do ar deve
ser aplicado durante o ajuste dos equipamentos (setup)
e o0 envase de produtos estéreis.

Embora as empresas sejam livres para estabelecer
esquemas de classificacdo mais rigorosos, a atual 1ISO
14644-1 requer que as areas de ISO Classe 5 sejam re-
classificadas a cada 6 meses. Essa freqiéncia tende a
ser reajustada para 12 meses para todas as classes na
préxima versao da ISO 14644-1 com provavel langamen-
to em meados ou fim de 2010.

O impacto dos métodos
ISO e RP para a calibracao
de instrumentos

Também na préxima revisédo da ISO 14644-1, a nova
norma ISO 21501-4 para calibragdo dos contadores de
particulas em suspenséo no ar devera ser mencionada.
Esta nova norma de calibragao de instrumentos € base-
ada na antiga norma japonesa JIS 9921 que foi frequen-
temente aplicada para controlar o desempenho de um
instrumento durante o processo de manufatura; a ISO
21501-4, torna mais rigorosos os métodos de calibragcéo
que ocorrem ao longo da vida util do instrumento. A in-

tencéo é a de proporcionar maior consisténcia entre os
dados de um grupo de instrumentos em uma area, além
da consisténcia no desempenho de um Unico instrumen-
to ano apés ano.

Os ensaios podem evidenciar algumas deficiéncias
no desempenho de projeto do instrumento, devido ao en-
velhecimento ou a degradacéo de seus componentes.

- YaEm(

Bocal de entrada/saida Bocal de entrada/saida
Pequeno Grande
Boa uniformidade 6tica  Uniformidade o6tica pobre
Baixa turbuléncia Maior turbuléncia

Especificamente, alguns modelos mais recentes, com
vazdes mais altas, podem ser pouco eficazes devido a
utilizacdo de bombas de baixa capacidade de sucgao
que nao toleram muita restricdo na passagem de fluxo. A
diminuigao do diametro do bico de entrada para reduzir a
demanda na bomba, pode resultar em desempenho de-
ficiente em termos de resolugéo devido ao aumento de
turbuléncia ou de fortes variagdes na intensidade da luz
na zona de detecgdo. Este campo de iluminagéo deveria
ser perfeitamente uniforme, mas uma pequena variagcao
ocorre normalmente nos projetos atuais de laser diddico.
O problema com a uniformidade 6tica pode ser agrava-
do pela ampliagdo do bocal de entrada com objetivo de
obter uma redugdo na perda de carga, de maneira a se
ajustar a vazao desejada a um determinado tipo/modelo
de bomba de vacuo.

Modelos de contadores de particulas podem ter
vazdes maiores e ainda assim estar de acordo com os
ensaios do ISO 21501-4 quando bem desenvolvidos,
embora alguns fornecedores escolham nao fazer todos
0s ensaios — especialmente resolugdo de campo, para
evitar expor as fraquezas de seu desenho. Em muitos
casos, um modelo de menor vazao: de 28.3 Ipm [1cfm]
ou 50 Ipm [1.77cfm] pode proporcionar uma solugao mais
robusta para os desafios das contagens de particulas
atuais enquanto assegura a adequagao a nova norma de



calibragao ISO 21501-4.

Pode ser desafiador encontrar suporte global de
campo para a ISO 21501-4 de todos os fornecedores
mas, quando esta disponivel, a exatidao e a repetitibili-
dade da amostragem do ar de um instrumento calibrado
de acordo com o ISO 21501-4 dara seguranca de que
o controle da concentragao de particulas em suspensao
no ar de seu ambiente é realmente conhecido.

Suporte adicional para essa nova e mais abrangente
norma de calibragdo em campo vem da organizacao do
IEST nos USA, onde a recomendacgédo RP-14 sera dis-
ponibilizada em breve como apoio a norma SO 21501-
4. A RP-14 fornece informagdes adicionais e instrugées
aos técnicos que precisarado executar uma calibragdo do
contador de particulas de acordo com o ISO 21501-4.

Uso do método sequencial
de amostragem do ISO 14644-1
Anexo F

Ao invés de adotar um volume minimo de amostra-
gem para conferir um nivel de confianga adequado aos
seus resultados, os usuarios que efetuam contagens
para particulas de 5 micrometros para certificar sua sala
limpa, podem usar o método de Amostragem Sequen-
cial para limitar o intervalo de tempo para o processo de
amostragem.

Ao ler 14644-1, Apéndice F, ha uma tabela de in-
tervalos de tempo (Tabela F. 1) que estabelece que se
as contagens observadas (C) sao inferiores a um limite
dentro de certas fragdes de tempo do periodo da amos-
tragem, entdo o ponto da amostra pode ser considerado
como tendo encontrado os limites da Classe. Por exem-
plo, se as contagens observadas ainda forem “0” apds
passar a Fragao de Tempo “t” de 0,1922, entdo o ponto
da amostragem “estara em conformidade”. O tempo “t*
é baseado no tempo necessario para a contagem das
20 particulas, se houver precisamente aquele numero
de particulas daquele tamanho na area de amostra para
chegar ao limite de classe.

Se o desejo for o de classificar uma area em repouso
de Grau B (ISO Classe 5), o limite sera 29 particulas de
5 micrometros em um metro cubico. Para reunir 20 par-
ticulas seriam necessarios 0,69 metros cubicos ou 24,3
pés cubicos. Para um contador de particulas rodando a

1 cfm, isto significaria um tempo minimo de amostra (t)

de 24,3 minutos.
Usando a Tabela F.1 et =24,3:

Contagem Fracado de Tempo Tempo

Observada Tempo (em minutos) | (em minutos)
0 0,1922 4,68 4 min, 41 sec
1 0,2407 5,85 5 min, 51 sec
2 0,2893 7,03 7 min, 2 sec
3 etc.

Desta forma, se nenhuma contagem foi observada no

canal de 5 micrometros apds 4 minutos e 41 segundos,
0 processo de amostragem poderia ser interrompido e o
ponto da amostra declarado como tendo passado pelo
limite de 5 micrometros da ISO Classe 5.

Ou se a contagem (1) foi gravada, e entdo mais ne-
nhuma contagem foi gravada dentro de 5,85 minutos,
novamente vocé pode gravar uma PASSAGEM.

Para uma vazao de 1,77 ¢fm [50 Ipm], o quadro mostraria
estes tempos para t = 24.3/ 1,77= 13,73 minutos:

Contagem Fracdo de Tempo Tempo

Observada Tempo (em minutos) | (em minutos)
0 0,1922 2,64 2 min, 38 seg
1 0,2407 3,31 3 min, 18 seg
2 0,2893 3,97 3 min, 58 seg
3 etc.

No entanto, de forma alguma o periodo de amostra
de um local pode ser de menos de 1 minuto. [ISO 14644-
1, Anexo B 4.2.2]

Meétodos de amostragem

E um bom comeco conhecer os regulamentos que
afetam a amostragem e também saber que o instrumen-
to aplicado pode estar de acordo com as normas interna-
cionais de calibragcado. Mas também é util se dar conta de
que ha alguns métodos praticos na montagem e no uso
dos instrumentos que podem ter um efeito positivo na
qualidade e consisténcia de dados obtidos de contagem
de particula.

Um ponto de frequente confusao € a orientagéo para
sondas em forma de funil que séo fornecidas juntamente
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com a maioria das unidades. E preciso colocar a sonda
de forma que a abertura intercepte as linhas de fluxo na
area da amostragem. Isto significa que uma amostra-
gem da sonda que fique numa corrente de fluxo vertical
devera ter essa abertura para cima; uma amostragem
da sonda em corrente de fluxo horizontal sera posiciona-
da paralelamente com a superficie da terra para receber
melhor qualquer particula do ar que possa ser encontra-
da na amostra do ar.

Uma outra preocupagéo constante, especialmente
nas Industrias Farmacéuticas e Veterinarias, € quanto a
extensao exigida ou preferida do tubo de entrada. Embo-
ra ndo haja nenhuma regra estabelecida nas normas ou
nos guias, a “melhor conduta” industrial & manter a ex-
tens&o do tubo a mais curta possivel; geralmente admi-
te-se um limite maximo de 3 metros (aproximadamente
10 pés) quando ha uma preocupagcéo significativa para a
medicao de particulas maiores [tais como 5 micrometros
ou maiores] tanto quanto para a faixa de medigdo mais
comum de “0,5 micrometros ou maiores”.

Principalmente quando se usa uma unidade de va-
z&o alta, uma grande preocupacdo é que a exaustédo
promovida pela coleta da amostra do ar podera distorcer
o padrao de fluxo encontrado nos casos de areas de ISO
Classe 5.

A amostra de ar devera ser expelida em algum lugar
— 75 litros succionados devem significar 75 litros descar-
regados — e se os padrdes de fluxo de ar captados néo
forem considerados, correntes em redemoinho podem
surgir dentro e ao redor de areas chave de alto risco.

Quanto mais alta a vazdo empregada, maior o efeito

causado pela amostra de ar descarregada a ser consi-

derado.

Estudos dindmicos de fumacga (veja figuras adja-

centes) podem ajudar a revelar mudangas nos padroes
de fluxo desejados e instruir os operadores quanto ao
posicionamento ideal e o uso de contador de particula
para prevenir escoamentos indesejados. A medida que
a velocidade de captagdo (vazdo) das amostras de ar
aumenta, o risco de alteracdo ndo desejada dos padrdes
de fluxo em areas criticas aumenta e talvez essa altera-
¢do possa néo ser aceitavel. Paralelamente a isso, surge
a necessidade de assegurar que o ar captado seja filtra-
do a pelo menos 0,2 micrometros, preferencialmente na
mesma velocidade de captura de 100% para a faixa de
0,2 micrometros ou mais.
Alguns modelos mais novos de alta vazdo nao admitem
a restricdo de fluxo causada pelos filtros absolutos e
adotam a filtragem com os filtros de 95% de eficiéncia
para particulas de 0,3 micrometros. Em algumas areas
criticas esta caracteristica de filtragem com 95% de efi-
ciéncia pode acabar sendo inaceitavel.

I
Conclusoes

Os ambientes atuais - especialmente as operagdes
de envase asséptico, mas também mini-ambientes e



outros processos especializados de eletrbnica e aero-
espacial — exigem resultados consistentes e passiveis
de reprodugdo. As novas normas de calibragéo e as pra-
ticas recomendadas ajudam a garantir a funcionalidade
do contador de particulas, mas é preciso haver um foco
significativo nos métodos e praticas de amostragem, de
forma a se obter a mais alta qualidade de dados, e tam-
bém assegurar que a prépria obtengdo da amostra nao
comprometa o processo ou produto nas areas chave.
Estudos dinamicos de fumaga podem ser muito
valiosos para determinar se a combinagao do fluxo de
ar e atividade resulta em padrdes de risco de fluxo que
poderia carregar contaminagdo para as areas criticas.
O valor potencial dos contadores de particulas de alto
fluxo precisa ser cuidadosamente pesado em contrapar-
tida ao alto risco de influenciar os padrdes de fluxo de
ar. Talvez novos procedimentos devam ser idealizados
e implementados em suas instalagdes apds a revisao
dos estudos de fumaga, para se manter a qualidade e
consisténcia do ambiente do ar durante a atividade.
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