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Iz contaminacidn guinmiez

puede gser oricinade por:

a} Ezplear matorias primas que no cuzplern con las espe-—
cificaciones sslicitzdas

b} Que al preparar dos producitos difeventes 2 la vez ¥
no se tengz ningunz srecaucidn, dandc lzgar a una con
taminadidn crugada

¢} fme la limpieza del materizl usado en la elaboracidn

de los ingecitables no sea la corrscia

Iz contaminacidn mierobioldgica

nmiede ser ocasicnada por s

&) Dimpieza incorrecha o incompleta ecierilizacidn del
material y ssuipe empleado en la preparacidn de los
inyectables

b} No seguir en formz adecuadaz las buenas prdcticas de

rmanufacturzs

Los pirdgenos se encuentran en las scluciones
invectables, como resultaio de una contaminacidn ricro-

picldgica.
OBIETIVO:

El cobjetivo del nresente trabajo es, el estudio
comnarativo de dos méiodos rara eliminasr nirdsencs, en
le moderia wrims Cobamanido{ Dibensoecozamnida) wiilicada

en 1z elaboracidn de un investable.



GENERALIDADES 2
1} DEFINICION IE PIRCGENGS

Los pirdgenos son zroducto del metabolismo de las
bacterias, se conocen también como endoioxinas, las cua-
les estdn constituidas por dez componentes nrincinpales,
lipidos unidos covalentemente ¥y heterapclisaeériodos, en
contrZndose.tambidn un bajo porcentaje de rroteinas, asi
como calcio, magnesio v sodio {(3).

Siendo un hecho que los pirdgenog son productc del
metabolismo de las bacterias, en esrecial de las gram nega
tivas, debe esperarse que donde hava desarrollo de éstas,
se encuentren los pirdgencs.

El ambiente de los laboratorios, los instrumentes
de trazbajo, el zsgua y las mzterias primas contienen tzcto-
rias gue viven, se desarrollan y sroducen rirdgencs. Zsta’
contaminacidén es zuy imrortante,; ruestoc que cuando se ag -
minisira un medicamenio que los contiene, se »rcoduce unz
reaccidn febril gue se manifiesta poco desrpuds de la apli
cacidn del producis y que ruede adquirir extraordinaria gra
vedad, se acompalizn generalmente por una resriracidn defi -
ciente, cianocig, cefalea, sudor intenso, escalesfrios,nad

gsea, vdmitos y otrog trastoracs gastrointestinales (4).



3

C; HRCANISNTO DY aUUICHK DE LODZ PIROGENGS
e han realizado alzunce estudios (5) mara ccnocer
el necaniszo des accide Ce los pirdgencs.

Los pirdgencs feronminados, nirdsenos exdgencs, gue

rueden ligar a un leucceiiss, 2 una cflnla de manfler; & un
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3} LTTI0DOS PARL DTOROTALR TILISENCS
Debide & alto rieszz cue se prezaniz cuande se ad-
miniztran meliesmentos conizminades cox Tirdgeros, se han

var a2 cabo la ceteccidn
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de iz contaminecidn nirogénica, en los meficamentor gre son

ad=inigirados por via parenizral. Los mdicdos son 10,7,8):

a} Tor reaccidn t€raics

mocitos de Limulus

U]
0]

b) Bxpleandc el iisado de ex

¢} For recuento Se gldébulos tlancos

Edtcdo por rezccidn térmica (reaceidn

febril en el eonejc)

Los pirdgeros o endotszinas al szr inyectzdcs por
via intravenosa ai animal, interactuan con las células de
ste {leucocitos nrincipalienie activaziclas vy hacisndo
gue libaren pirdcenc endfgenc, <ste actuz en el drea del
nref-tico antericr del hinctZlzmo cbservandose un awmeantbo

en lz temmeratura recizl.
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Ea este mddclo se efeciua la deteccidn de endoto-
xires in wvitro, por la reaccida gue se produce frente a
un prepzrado de Iizzdo e amekoceitos de Limulus, siendo

una reaceidn de tips antizenc-znticuerpo.
Recuento ée gldbules blancos (8)

Bste ndtods Llene come fundamento el conteo de
leucceitos del eonejo, el cuzl se lleva a cabo 30 mi-
nutos despuds de 1z inyeceidn de la cantidad especifica-
da en lz monografic de cada productc, en esitas condicio-
nes ocurre una dismirueidn en el ndnerc de gldbulos blaz-
coc{ cansidad nermz2 & 000 /h53 }, luego €e la dismimu-
cidn de leucceifos cisuc un inerementc de los pismes ;
poedemor Sonsiderar gus unt variscion de 4 CI0 leueccites
(exictiends varizeicnoc que Se counsidersn normales has—
ta de 2 UCU )} es provocasa por la precenciz de pirdgenos

en la sclucidn admirisirada.
4) LSTO060S FARA BESININGR PIRGEENOS

Tz presenciz de pirdgencs en las soluciones in-
vectubles es totalmenie indesecble por lo cual al pre-~

parar €otac, debe vigilarse cuidudosamente esie aspecio.

inyectables, deben

(i3]
0
<&
fod
Q
Jobs

)
ks
{

€
Una vez rregentes en 1o

rd

o L@ R, Y ] [P T S S L y POy .
Lig zevodss de esitorilisleidn como cutcclave,
. & - g - . P - e . i s - .
horao, o .trocidn, vilidoo sara Lo eliminacidn de micrg
-
o
-

~ caey -
axryg Lanicmoo no Lo mo

F el

e = R I O -~ FR
vord 1o elislinicidin do Dindgenog,
or

APLI Y s - - . . Toam = . N U CuL o S e
doLido « 2ot Lo nan Luseade Jbros mdtedos cue Cean



o
o

caces en la eliminacidn de los pirdgencs. Tomando en
cuenta las propiedades fisico-guimicas de ios solu -
ciones & itrater, los mndtodes mds usados son (11, 12,

13, 14, 15).

1) Piliracidn ée profundidad
2} Uso de parkda activado

3) Cemosis inversz

4) Filtracidn de superficie

£
SRICOo

feds

5) Resinas de intercambio

9) Titrascnidc
10) Tratamientc con perdride de hidrdgero
11) Accidn hidrolitica del Zeido clorkisrico e hidrdxi-~

éo de sodic

Iap fuerzac utilizadzc pueden cer; 1a simple gra

velad, 1la aplicacidn de una procidn rocitivi o nefutiva

t
s

{vaeis) o bien ani :uersa cendrifura.

¥
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Zl medio utilizado parz efectuar la filtracidn es
uni £iltic, Ba el caso de la filiracidn de profundidad,el
mecanisno madiante el cual se retienen las rsarticulas
sélidas en el filtro puede ser:

—~ 83 el tamafic de una particulz es mayor gue el tamailc
del poro del medic filtrante, £sita cuedara en consecuern~—
cia retenida.

- 3i el tamario de particula es menor que el tamafio del
poro, el rroceso es por adscrcidn de la mis—z sobre las
paredes internas de los poros ¢ canalicuics de la masa
filtrante, es probable que este procesc esiéd auxiliade
por un fendmeno de origen elecitrostdtico.

- Un mecanismo intermedic donde; particulac de tamailic al
g0 menor al didmetro del poro, al aglomerdrse obituren
parcialzente al misxmo, permitiendc asi por disminucidn
aparente de 1la seccidn de pasaje, la retencidén de par-
ticulas de tauafio muy wnferior 21 poro del filtro.

Bl licuidc gue atraviesa el medic filtrante al inji
cic de la filtracidn pasard turtio hasta que se forme es—
ta capa previa de particulas.

En la filtracidén de profundidad existen algunos
filtros cue denitro de su estructura poseen fibras de asg-
besto, teniendo estas fibras una accidn antipirogénica ,
en 2lgunas ocasiones la aceidn zatipirogénica el ashec—
to puede desacparecer por la pdrdiéa de adsorcida.

Cuando existen en lz formulacidn susiancias que
presentan propiedades de adsorcidn tales como clorhidra-~
to de procaina, clorhidrato de efedrina, epinefrina, ds-
tas quedardén adsorbidas en las fibras del fildro, ocasgig

nando la pérdida de la accidn antipirogénica el medio

11
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giderar ¢:mo un mt
pirdgencs en liguidos inyeciables.

Lz =plicacidn de este =ftcdc va a denender del
nivel ¢e contanirceidn v e las nropiedades fisicogquiniezs
de la sciuecidn a filtrar (17). For efemplo un filtro de &g
te tipno et la mermbrana EXS 2, Iz cual estd constituida de
celulesa v fibras fe asbesto, €sia es de fdoil obtencidn
en el meraado, adexds de tener un comporitamiente efectivo

en lg eliminacidn Se pirdgenos de zlgunas scluciones taz-

les come las de proteinas (18).

el Tilirs de asbestc {amianto) el mecanismo me-

4

diante el cual se efectua la eliminzcidn de los pirdgence,
esta basaio en las propiedades mecdnicas y electrocindtices
del askesto (19,20}, ya que €ste presenta carcas nositivas
scbhre su surerficie y cuande estz ern contacic con las solu-
ciones zeuccas presenta un potencizl zeta positivoe.

Ciertas particulas en suspensidn acucsa y dispersic
neg coloidalss, algunos micrcorganismos vy ciertas molécu~
ias tienen un potencial zeta negative.

Fer lo gue al tener cargas onuesias el medio fildrz

I

ta y las narifculas, é€stas quedaran retenidas en el filtrs
Ea Iz figure 1 =e nuestra Iz varizeion del poteneis>
~eta del zskasto con resmecto al »H,
Algunss estudiocs {21) han demestrado gue ectos fil-~
tros liberan requeifiisimas fibras de asbeste {182 micrones
Ge longitud) v al filtrar la sclucidn son arrasiradas que-—
dandeo en égtz, estas fiﬁras reprecentan un seligro hues o

Zan reportade como caugantes de rrocesos oncogdnicos  (EZ,

12
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Zcte contaminacidn es izn imporitaxte que asociz—
cicnes como FDA han prohitidc el use prolengado ée esia

clase ¢e filtros en ia industriz farmocedusica.

4.2 } dtode usando carkiz activalo

algunos autorss afirman 12 accidn éezspirogénican

te del carbdn activads (24). I= cantidad de carbdn =ohi-

vado y el tiempc de contactc dependen del grado de conta-

minaeidn y del tipoc de bacteriz gue produce el pirdsenoc.
Bn gencral se emplez en concexiraciones del § % en con-
diciones normales. EL usc de ecte agente guedard limidtz-
do a aguellas solucicxres gque nc condengan susizneias gque
se pusden cédsorber coxo alecloilzos, cclerantes, elc.

r - - -5 *_' - -
I: téeonica cenciste en travar las sclucionzs con

sivas filitreciones. I
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Bn el caso de gue la susianeia o e
una gran cantidud de pirdgencs, ruede procesarse por ul-

tracentrifugaecidn sefuida del itrataniento cen carbéa sc

tivado, a8l uoar este mébodo s2 dete culdar de ne dejar

3
particulis o carbén en la sclucadn.
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Lz dsmosis es el proces en el cuzl un liguife
nasa fe una solucidn mds €iludss & una sciuncidn mds
concentirada a través de una nDecbrana semirermeable.

¥n la dsmosis inversz ©or el comirario, se 2pli~
ca unz presidn sokre la soluecidn mds concentrada, de
este forma pasa & través de Iz membranz semipermeable el
liguids que e a estar libre de lus sustancias contaci-
nantec. Bote métoedc se puede aplicar para liberar g lac
solucicnes de los contaminantes mds comunes(25), €sics
son pariticulas, microorganismcs, sustanecias inorgdnicas
disueltas y pirdgencs. EL mecanismo de 1z dsmosis inver—
o es, repeler 8 108 icnes de zacuerdo & En carga y LasSa3.
Una sustanciz corgdinica puede eliminarse €e la solucidn g
tratar de acverdc = sn pese mtlecular vy carga. las gvvﬁé
culas coloidales ée algunas gsluciones, scn eliminadss
mecanicanenie cebtido al tamzis de pore ¥ 13 selectividzs

de lz membrana serniypermeables

4. 24) Recinas intercambizdecrms de ione

“

En los tratiajos publicildos nor T.E%. Thittet(15),
ge Ex%e mencidn &l empleo de Zooccarh 2855 comoe intergam~

wy .

biacer catidnice v D2acidiié FI coms anidnico.

En estos esiundios se rratende conccer gi existe
algur mecanismo czme por ejexplo adsorcidz por parie de

en estcs egbudics Zuw, Jdedtercinar si vunz Je lus dog recl



uas o las dos son las regpensabler de la Gepirogeniza

Los resultzdos muestran que la columnz de Zeocarb
225 es incepaz de retener pirdgencs, en contraposicidn
con el segundol Deacidite FF), con el cual se legran efec
tos altamente satisfactorios. De estos estudios se puede
concluir gue al mencs algunos pirdgenos tienen carga ne-
gativa por lo cue pueden ser captades por la rezina anid
nica.

B. Blazkova y %. Fovikal, (26} recomiendan un pro-
cedimiento de purificacidn y degiregenizacidn de solueic

nes de albuming usando amberlita X8 64 ¢ IRC 50 .
4.5 ) Filtracidn de superficie (Piltracidn melecular)

Iz filtrzcidn de superiicie ce concce tambidn co-
o filtracidn éo tamiz, estos filiros retienen las par-
ticulas sobre su superiicie{27), es decir las separan
fisicamente del liguido.

La retencidn mds que un fendmeno de profundidad
es un fendrmeno de superficie. La esiructura del filtro
es normalmente rigida, uniforme y continua, la caracte-
ristica m#s valicsa de un filtro de tamiz es ia faculitad
de rotener absolutamente Hodas las particulas sobre su
superiicie, tantoc las biocldgicas como las no bioldgicasz
nayores al tamanc del poro de un fiiiro predeterminado.

Las ventajas de la filtracidn de sujeriicie sonj

~ Bz un filtro zbsoluite cuyzs eficiencia se afecia por va

H
ph

acisnes en lx velceidad de fiujo o diferencias de pre

2
LOZie

7]
Fis



- Ia estructure es homogénea vy continua. For lo tanto no
ce produce migraeidn del medio a la solucidn.

- Dado gue los microorganismos wds grandes que el tamafio
de los poros no puelen pencirer en 1z matriz del filtro
lz reproduccidn de los mismos no constituye ninzun rieg
£0.

~ Bebido 2 gue el drez de superficie interna es peauefla
los filtros de tamis absorben poco de la solucidn,

~ GCcno los Tiltros de tamiz roseen una estruciura verda—
deramente eapilar, pueden ser controlados respecio a
su integridad en el momento previo a la filtracidn,
empleando un ensayo simple no destructive denominado
*PUNTO DT BUGREGT4™.

Dentro del campo de la filtracidn de sunerficie ce
encuentra una técnieca denoxminada WFITTRACION HOLESULAR O
ULTR4FILTRACICI". En esta tdenica ce efectua una serara-—
¢idn de molédeulas tacdndose en su tamaiio(28) y como con-
secuencia en su peso molecular. Zl método sirve para se-
parar moldculas disueltas, haciendo pasar la solucidn a
través de una menbranz semipermesnble.

Ia membrana filtranite es selechiva, resistenie,de}
gada y retiene nracticamente tedas lac moldenlas nmayores
de un tamatio dado, mientras que ;ermite pacar gl filtrado
casi todas las moldeulas mids pequeding, incluyvendo el di-
sglvenie.

De egta manera lz filitracidén meolecular brindz una
fraeeidn retenida nue es enriguecida con moléculas de al
to peso molecular y un filtrado que contiene pocas ¢ nin

guna de estas moldeulszs,



in ftdenica sz recomienda nara efeciuvar concentra—
ciones, purificaciones, owveracicnes de fracciocnamientc,
etc. resenta ciertus ventajas sobre los métodos comunes
de tiltracidn, como:
2j Mayor nureza de la muesira
b) altos valores de flujo de filtrado
¢) areaz de filtracidn srande

é) alta eficiencia en la sevaracilin de lac sustancims 4%
sueltas. Formandose dos fiujos, une ¢ue centiene las
sustanecias con reso amclecular 3lto al cual =c le lla—
ma retenide, otrc gue contiene las sustancias con me-
noxr pesc molecular 2l cual seg le llama filtrado.

e) apliczecidn a nivel indusitrizl. ILos sistemas de filtra-
¢idn molecular tueden ser utiliszdog en diferentes raz

gos de selectividad, las menbranss con noros grandes

pueden dotencr macrsmoléculas, tales como ccleoides,; dex

trancs de alto pesc meleculer y vwirus, lza de pores re-
quefios puede defener moldculzs requeises COTO Sacarcss,
vitanina Bjo.
Je debe considerar que el corazdn de un sistema de
filtracidn molecular es la nmexbrana filtrante, iz cual as
12 responeable de la separacidn.

Las membranas que se pueden utilizar en los siste-

mas e filtracida molscular, se hen ido perfeccicnando, Tir

ros ginteticos en lugar de celulesa, siendo mus resistents
2 atacues quimicos, a la geeidn de enzimas v de bacterize.
Sste tiro de membrana tiene un tanafic de noro mur pequels
de 2 a 143 Py un ecnesor de 0.1 a 1.5 miecras {23).

18



tro tinoe de menbronc egc acunella cuya estructurs

£td constituida por nolisulfonas, éota funciona separande

3

¥

|

=< moléculas en dcs fluics, uno llamadc retenido en el
cuzzl se encueritran las meléeunlas de mnese molecunlar alio,
g2 ctre se le llama filtrefec en el cuzl se encuentran lag
mz2éculas de peso moleculzr hajo.

Si hoeemos una ckeervacidn haciz adentro de 12 mem-
trzna se verd gue la comrnone: doc menbranas ligadas entre

si, 21 gsistemz se le ccrcoeo como emparedade, se le llama

as? porgue la muestra corre por encima de €1, guedando fue

rz &e la membrarg el rebtenideo v por denitre el filtrade, la
retencidn de las moldculas vz a2 depender de su tamafio y de
sz forma.

Es conveniente describir las propiledades ée la mem-—
brans con base a2l pesc molecular de la sustancizo disuelisa,
nor lo tanitc o cada membrana se le da un linite nomingl de
nes> molecular (INFU), qus es el peso molecular limite al
cual son eficientemente reienidas las moléculas ror la mem
prana filtrante.

Lo mds conveniente resulta considerar el (INE), co
me una guia arroximada del rango de reso molecular o de @i
meneidn para el que es mis eficiente cada tisc de membrana
filirante, ectos limites no deben considerarse como barre-
ras absclutac,Pero no conviene intentar separar w.a molé-
2ula de neso molecular 23 J00 de unu de neso molecular
£z 000 utilirando una memirana con un Li¥ de 25 UCO.

a continuacidn se wrecentan alguncs ejemnlos de di-

H

forentes Linitec ucminule de meso molecular ( Lembranag

willinore Qorooring,.

19
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PRESENTACTON TN AREA
Paguete+ 10 000 464.4 cm?
Cartucho++ 10 000 4645.0 cm?
Paguete 100 000 464.5 cm®
Cartucho 100 000 2645.0 cm®

Otros tipos de limites nominales son;

SERIE LNFPH
PSAG 1 000
PSED ' 25 000
PSVP 1 Q0 000

Paquete+ se refiere & una sola membrana
Cartucho++ es un paquete de 10 membranas, el cual tiene

por objeto ofrecer una mayor superficie filtrante.

La descripcidn de la celda de filtracidn moleonlaxr
{figura 2) es la dguiente. Consta de dos placas extericres
de metal, forradas de polietileno(A), las cuales estdn s08
tenidas por 4 tornillos, gue unirdn estas dos placas ex—~
teriores con dos placas inbteriores de acrfilico pulido{B).
En medio de las dos placas de acrilico pulido se coloca
la membrana de filtracidn molecular y entre la membrana ¥
las placas de acrilico se colocan en la parte superior e
inferior los separadores(C), cuya funcidn es permitir que
la solucidn gl ser introducida en la celda de filtracidnm
pueda desplazarse por las dos superficies de 12 membrana

{superior e inferior).



Figicamente el sistema de filtracidn molecular
ocupa un espacio muy pequefio{ mencs de 0.9 n® )« BPu- |
diendo dar superficies de filtracién desde 0.450 m>
hasia 5 m2.

Ias partes que forman la celda de filtracidn mo-
lecular pueden ser de aerilico pulido, aluminio, acero
recubisrto con siliedn y poliester. Ia funcidn de las
placas de acrilico presentes en la celda es, servir co-
mo conducto por el cual se administra lz solucidn a se-~
parar en la celda de filtracidn molecular y de la cual

gse obtienen dos flujos ( retenido y filtrado).

21
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El disefio de las placas de acrilico pulido es el
siguiente, la placa superior consta de dos tubos hori-
gzontales 4 y B ( figura 3 ), el tubo A tiene 4 pequefios
tuboa llamados mdltiplos que van & estar en contacto di-
recto con la superficie del separador el cual soporta la
membrana, el tubo B tiene 5 pequefios tubos o muiltiplos
que estan en contacto con el separador que soporta la
membrana. Ia placa inferior consta de dos tubos horizon
tales C y D (figura 3), el tubo C fiene 5 tubos o milti
plos ;, que van & estar en contacito con el geparador el
cual soporta la membrana, el tubo D consta de 4 mdltia—
plos gque estan en contacto con el separador gue soporta
la membrana, las placas se colocan de manera que el tu—~
bo A coincida con el tubo G y el tubo B con el D como
se ilustra en la figura 3 .

En 1=z figura 4 se observa la membrana utilisada
en filtracidn molecular, dsta consta de 9 perforaciones
en sus extremos, rodeadas por una seccidn sellada, la
membrana debe colocarse en la celda de filtracidn de ma
nera que las perforaciones 1,3,5,7,;9 coincidan con los
5 miltiplos del tubo B de la placa superior y los 5 myl
tiplos del tubo C de la placa inferior. Quedando las
perforacicnes 2,4,6,8 coincidiendo con los 4 miltiplos
del tubo 4 de la placa superior y con los 4 mdltiplos
del tubo D de la placa inferior.

Esta forma de colocar la membrana en la celda, ha
ce que los conductos con 5 miltiplos gqueden en.coﬁtacto
sdlo con la parte exterma de la membrana llevando el
retenido; en forma similar los conductos con 4 miltiplos

quedan en contacto sdlo con la parte interna de la mem—



[}
A

brana llevando el filtrado.

Cuando se alimenta una muestra g la celda de fil-~
tracidén se esta obligando a entrar a la solucidn por un
conducto que tiene 5 miltipics {(tubo B figura 3), ésta
fiunye sobre el lado externce de la membrana.

Cualquier concentrado que permanezca fuera de la
membrana es forzado a salir de la celda, por la presidn
gue ajerce la muestra que zlimenta g la celda de filtra-
c¢idn. El fluido que se encuentra dentro de la membrana
esta formado peor una solucidn que contiene sustéﬁcias de
bajo peso molecular, éste debe salir por algunc de los
conductos que tienen 4 miltiplos (tubo 4 o D figura 3),
es decir se forman dos flujos simdtricos pero independien
tes, estos flujos pasan por 1la membrana como se indiea en
la figura 5. Cirz caracteristica de este tipo de fiujo es
el comportamiento ondulantes sobre la superficie de la
membrans comc se muestra en la figura 6, este flujo es
excepcionalmente efectivo, pues retiene las moléculas ma-~
yores sobre la superficie de la membrana y disminuye el

efecto polarizante sobre la superficie de la misma,



FIGURA HNec-3

DISENO DE LAS PLACAS DE ACRILICO PULIDO,CCNTENIENDO
LOS CONDUCTOS POR LCS CUALES SE ACMINISTRA LA MUESTRA A
SEPARAR Y SE OBTIERE EL FILTRADO Y RETEMGSS
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FIGURA No-6

COMPORTAMIENTO DEL FLUJO
EN LA MEMBRANA.
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Se deben fener presentes ciertas consideraciones

antes del uso de 1la membrana en el proceso de filtracidn.

-

Debe hacerse una prueba de injegridad de la membrans
Probar laz compatibilidad de 1z membrans con la muestra
g filtrar. Ios componentes que forman la estructura de
la membrana presentan compatibilidad con sistemas acuo
sos8, que tienen un réngo de pH de 1 & 14, con solucio-
nes alcohdlicas al 50 ¥ e hidrocarburcos alifdticoa, la
temperatura mdxima de trabajo recomendads es de 50°C.
Los componentes de la estructura de la membrana pre-
sentan incompatibilidades con cetonas, esteres, hidro-
carburos aromdticos, edc.

No se debe permitir el contacto del dxido de etileno
liguido con la membrana.

Lz membrana debe limpiarse cada vez gue se use vy en al-
gunas ocasiones, se debe limpiar entre filtracidn y f£il
tracidn.

No se recomienda su esterilizacidn en autoclave, pues
se presentan variaclones en el tamafioc de la membIADI,
ya& gue se haran mds anchas o mds angostas con el calor
del autoclave.

Almacenamiento. Para tener un adecuado almacenamiento
se debe limpiar perfectamente la membrana, después in- -
troducirla en un recipiente con glicerol al 10 4 con
azida de sodio o formalins a1l 1 %, initroducirla ez un
bolsa de polietileno, sellarla y mantenerla en refrige

racidn.

29



Ia celda de Tiltracidn molecular puede utilizarse

en diferentes formzse

a) Paso simple de fiujo
b) Flujo recirculante

e¢) Plujo a contracorriente
Paso sgimple de flujo (figura 7)

Es el método mds sencillo de use y el mds efi-
ciente en cuanto al aprovechamiente de 1z energia de—
sarrollada por una bomba. El paso simple de flujo se
utiliga en procesos en formas de linea comitinuos.

El sistema puede ajustarse en la forma que se
desee, pasando el producto a través de la celda ¥
asi poder obtener el filtrado y el retenido en dife-
rentes recipientes, la muesira se pasa por la celda

usando una bomba o bien presidn de gas.
Flujo recirculsnte (figuras 8)

En este caso es necesario usar una bomba, este
proceso se utiliza cuando se desea remover mds flui-
do de la muestrzs que el que se separa por paso simple
de la sclucidn, 2 iravds de la celda de filtracidn mo
lecular.

Este proceso puede aplicarse a soluciones muy
conceniradas o muy viscosas y obstruyar la parte su-
perior de la membrana, la cual habra gque limpiar con
tinuamente para gue sea posible la separacidn de las

moléculas.

30
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Flujo a contracorrienie{figura 9)

Se emplea para la didlisis rdpida. Dos flujos
geparados circenlasn en direcciones opuesias,; unoc por
una superficie de la membrans y el oiro por la oira
superiicie de la membrana, el proceso se continua hasta
que se tenga la suficiente pureza.
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¥RABAJO EXPERTERNTAL

Se probaron dos métodos pars la eliminacidn de
los pirdgenos de una sustancia( Cobamamida) que se uti
liza sn lz preparacidn de una solucidn inyectable.

a} Filtracidn de profundidad
b) Piltracidn de superficie o filtracidén molecular

Se eligisron estos métodos ya que son accesibles
en el mercades ¥y porgue se han reportado efectivos en la

#liminacidn de pirdgenos.
1) Piltracidn de profundidad

El proceso de filtracidn de profundidad se efec-
tua ntilizando una placa filtrante del tipo BKS 2. Para
conocer 13 funcionalidad 8el mdtodo se realizd una prue-
ba a escala piloto.

Xaterial:

Portafiltro Sartorius formato 142

011a de presidn Sartorius de 20 litros de capacidad
¥andmetros de 4 Kg de capacidad
HMangneras de hule de didmetro intermo 8.50 mu y 15.56 mm
de didmetro externo

Tapones de hules del numero adecuado

Tubo de vidric de didmetro internoc 9.40 mm y de didmetro

externo 11.40 mm
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Embudos de acerc inoxidable de capacidad adecuada
Vagos de acero inoxidable de 4 litros de capacidad
Agitador mecdnico
Cilindro de nitrdgeno
Placa filtrante de asbestoe del tipo EXKS 2
Matraz baldn de fondo plano de 3 litros de capacidad
Conexiones en Y de itubo de vidrio con un didmetro interno
de 9.4C mm y un didmetro externoc de 11.90 mm
Jeringas desechables de 1 y 10 ml de capacidad

Sustancias utilizadas *

Cobamamida
dgua libre de pirdgenos obtenida por destilacidn
Ligsado de amebocitos de Limulus

Endotoxina de E. coli
Métodos 2

Fodo el material utilizado se esteriliiza previa-
mente en las condiciones sdecuadas para cada tipo.

%1 material de vidrio antes de lavarlo con agua
destilada se irata con mezcla crdmica.

Previo a su esterilizacidn la manguera de hule,
los tapones de hule, el tubo de vidrio, deben lavarse
de la siguiente forma; en un vase de acero inoxidable
limpio, poner la cantidaed de agua necesaria para cubrir
todo el material que vaya a esterilizarse, hervirlo du-

rante 10 minutos, repetir la overacidn 3 veces.



El materigl de vidrio se ssteriliza en horno a
3oo°c durante 3 horas, el materianl de hule y 21 porta-
filtro conteniendo la: placa filitrante se esteriliza en
autoclave a 1210(}, 1 Kg de presidmo durante 30 minztos.

Bn la figura 10 se obgervan las conexiones efec—
tuadas, para armar el sistema utilizado en la prueba pi
loto.

Al gigtema ya armado s& le pasan 40 1itros de
agua libre de pirdgencs y se efectua una pruebza con el
lisado de amebocitorm de Limulus 81 agua que se pasa por
el filtro. Sabremos asi si existen pirdgencs en la es-
tructura del filtro, para que dste pueda utilizarse, la
prueba debe ser negativa a la presencia de pirdgenos.

Preparacidn de l1la solucidn & tratar. Bn un reci-
plente de acero inoxidable libre de pirdgenos de 10 li-
tros de capacidad, vaciar 3 litros de agua libre de pi-
régenos, calentar a 40°C, adicionar 2 g de Cobamamida,
agitar hasta disolucidn completa. Con ayuda de un vaso
¥ un embudo de acero inoxidable pasar la solucidn del
recipiente a lg olla de presidn, ¥ pasar la muestra a
través del filtro usandc une presidn de nitrdgeno de
1 Kg/bmz. Dejar pasar los primercs 1 000 ml recibiendo-
los &n un matrag adecrado. Al llievar aproximadamente
2 000 ml de filtrado, se toma una muestra de 0.1 ml va-
liendose de una jeringa de 1 mi(dividida en décimas de
ml), y se hace una prueba de presencia de pirdgenos uti
lizando o1 lisado de amebocitos de Limulus.

El resultado obtenido de eata muestra fue, positi

vo a la presencia de pirdgenos.



Se desarmd todo el equipo, se esterilizd, se cam—
bio la placa filtrante por una nueva y se efectud la prue
ba por segunda ocasidn. Se realizd nuevamente 12 prueba
para detectar pirdgenos en la solucidn filtrada , el re—
sultado obtenido fud, positivo & la presencia de pird-

genos.
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FIGURA Me- IO

REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL SISTEMA
EMPLEADO EM FILTRACION DE PROFUNDIDAD,

i1) CILINDRO DE NITROSENO.

(2) MANCMETRO.

13) OLLA DE PRESION SARTORIUS DE 20LITROS DE CAPACIDAD.

{4) MANSUERAS DE CONEXION RAPIDA SARTORIUS,

i®1 PORTAFILTRD SARTORIUS 142mm. (CON MEMBRANA DE ASBESTO EKS 2 ).
(8} MANCNETRO.

{7} TUBDC DE VIDRIO.

(8) MANSUERA DE HULE.

i8] MATRAZ BALON DE FONDO PLANO DE 3 LITROS DE CAPFACIDAD,
(10} TURD DE VIDRIO (QUE SIRVE COMO RESPIRADERO)

{11} TAPON DE HULE.




Y

filtracion moleculer :

Se utilizd una celdsa de filtracidn molecular Mi-

llipore, la técnica se ha reportado(30) efectiva en la

eliminacidn de pirdgenos de las solucionsg,.

I2 membrana utilizada en el estudio estd consti~

tuida por polisulfonas y para su seleccidn se siguid e1

siguiente razonamientc.

1)

2)

3)

4)

Observar la estructura de la sustancia contaminada
con pirdgenocs.

Calcular el peso molecular. Tomando como base la for-
mula de la Cobamamida{ figura 11}, el peso molecular
de ésta es 1579.57 (31). '

En la tabla 1 se observa la diferencia de pesos mole-—
culares entre dos sustancias pirogénicas{32,33) y el
peso molecular de la Cobamsmids.

fabla 1
Sustancias Feso HoleculsT
Pirdgenos de S. {yphosa 62 000.00
Pirdgenos de Klsbsiellz 4.771106
Cobamamida 1 579.57

41 observar los limites nomingles de pesoc molecular,
ge ve que existen membranas con un limite nominal de
peso molecular de 1 000, 10 000, 25 000,100 000, ¥y

39



1 000 000 , 3i ge utiliza ung membrana con un limite no-
ringl de peso molecular de 10 000 . Se realiza una sde-

cuada separacidn de los pirdgenos y la sustancia conta-

minada con €stos.

40



HOCH2
FIGURA No-~ Il FORMULA DE L& CCBAMAMIDA

41




42
Naterial ¢
Celda de filtracidn molscular Killipore
Meirar baldn de fondo planmo de 6 litros de capacidad
¥anguera de hule de didmetro interno 8.50 mm y 15.65 mm
de didmetro externo
fapones de hule del mimerc adecuado
Hembrana Hillipore de ILNPE de 10 000
Olla de presidn Sarborius de 20 litros de capacidad
Cilindro de nitrdgeno
Eandmetros de 4 XKg de capacidad
Tohos de vidrio formando una T, con didmetro interno de
9.40 mn y un didmetro externo de 11.40 mm
Mangueras de conexidn rdpida Sartorius
¥engunera resistente a altzas presiones marca tygon
Vazos de acero inoxidable de 6 litros de capacidad
Jeringas hipodérmicas de 1 y 10 ml de capacidad

Suastancias utilizadas:

Cobamamida

Agua libre de pirdgenos

Solucidn fenclada al 2%

Alcohol etilico de 96°

Mezcla fredn-dxido de etileno( 80/20%)
Glicerina a1 10 %

Ligado de amebocitos de Limulus
Bndotoxina ée B,coldi
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Antes de iniciasr la prueba, el materisl de wvidric

debe lavarse con megzcla crdmica, esterilizarse en horno

a 30000 durante 3 horas, el material de hule y los tapo-

nes se lavan de manera semejante & la indicada en la prue -
ba de filtracidn de profundidad.

Se arma el sistema de filiracidn molecular con uns

sola membrana( LNPK 10 000 ), para llevar a cabo unz prue

ba a escala pilloto, quedando el sistema como se muestra

en la Tigura 12.

3y l!e"t_;odo empleade en 1a prueba piloto *

Antes de iniciar la prueba debe probarse la integri

dad de lz membrana. Esta pruebs se realiza en la forma gi-

guiente, al aplicar una presidn de 0.2 a 0.3 Kg/cm2 debe

presentar un burbujeo bajeo, cuando se presente un burbu—

Jeo alto, la membrana {tiene una falla en su integridad,
ia presidn dSptima de trabajo es de 0.3 a 2 Kg,/cmz. Es acon
sejable no usar une presidn mayor de T Kg/cmz,

El sistema ya armado se limpia de la forma siguien-

1) Pasar 20 litros de aguas libre de pirdgencs
2) Pasarle 2 litros de solucidn fenolada al 2%
3) Cambiar las manguerss de hule con las cuales se traba-

jo en las operaciones anteriores por mangueras resig-

tentes a altas presiones(mangueras marca tygon).

4).Conectar la manguera que resisie altas presiones, de

un cilindro que contiene la mezcla fredn-dxido de eti-
leno a la celda de filtracidn, y llenaria con la mex-
cla de gases hasta tener unza presidén de 1 Kg/cmz.
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5) Cerrar les vd{lvulas de salida de la celda parza que se
quede con el gas & esa presidn durante 10 horas.

6) Iavar la celda con 20 litros de solucidn alcohdlica
al 20 % para eliminar la solucidn fenolada ¥ la mez~
cla fredn-éxido de etileno. |

7) Lavar la celda conm 20 litros de agua libre de pird-
genos.

8) Hacer una prueba de ausenciz de pirdgenos wvaliendose
del lisado de amebocitos de Limulus, tanio para el Fil
trado como para el retenido. El resuliado de esta prue
ba. debe ser negativo para poder continuar econ el proce
g0,

Batando la celda de filitracidn estdril y libre de
pirdgenos se prepara la.solucidn con las susiancia a tratar.

En un vaso e acero inoxidable de 6 1itros de capa-
cidad, agregar 3 litros de agua libre de pirdgenos, sdi-
cionsr 2 g, de Cobamamida, agitar hasta disoluzeidn comple
ta. Vaciar la solucidn a la olla de presidn con ayuda de
un enbudo ¥y un vaso de acero inoxidable de capacidad ade-

cuada., Ia solucidn se pasa por la celda de £ildracidn ,

donde se formard el retenido y el filtrade, despuds de ha

ber pasado aproximadamente 2 lifros de solucidn, tomar
una muestra tanto del retenido como del filtrado y hacer
una prueba para detectar pirdgenos, los resuliados obte-
nidos se muestran g continuacidn,
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Fraccidn de 1la soluecidn Resultados de la
filtrada . Pruebz de presencia
de pirdgenos

Retenido Posgitivo
Fil{rado Regativo

Conociendo que enr el retenido deben estar los pi-
régenos y en el filtrado no deben existir dstos, se ob -
serva que este mdtodo si proporciona una solueidn({filtra
do) libre de pirdgenos.

Ia celda se desmonid y se lavd completamente para
repetir la pmeba,{ los resulf{ados obienidos fueron los

siguientes.
Fraceidn de la solucidn Resultados de la
filtrada prueba de presencia
pirdgenos
Retenido Positivo

Piltrado Regativo
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FIBURA No—~12

REPRESENTACION DEL SISTEMA DE FILTRACION

MOLECULAR UTILIZADO EN LA PRUEBA PILOTO,

{t} CELDA DE FILTRACION MOLECULAR.

(2.2, 2", 2'"') MANOMETROS DE 4 Kg./cm® DE CAPACIDAD,
i3) MEMBRANA OE FILTRACION MOLECULAR CON LNPM 10,000

{4.4') MANGUERAS DE CONEXION RAPIDA SARTORIUS.
{5} OLLA DE PRESION SARTORIUS.
(&} CILINDRC DE RITROGENO.

(8]

{7.7'1 MATRAZ BALON DE FONDO PLANO DE 6 LITROS DE CAPACIDAD.

{8,8') TUROS DE VIDRIO EN FORMA DE ''T",
19,9"') MANQUERAS DE HULE,
110,10’} TAPONES DE HULE.




Los resultades de la prueba piloto fueron saltis-

factories por lo que se preparc todo el matexrial para

efectuar &1 proceso & 4 )BSCALA INDUSTRIAL .

Haterial:

Cilindro de nitrdgeno
4 manémetros de 4 EKg.de capacidad

(1)
(2,2+)

2 ollas de presidn Sartorius de 40 litros de capaci-

dad
Hangueras Sartorius de conexidn rdpida
2 portafilitros Sartorius formato 293
2 prefiliros Sartorius formato 293
2 membranas filtrantes formato 293; 0.8 micras
2 membranas filtrantes formato 293; C.45 micras
2 membranas filtrantes Tormato 293:; 0.22 micras
Eanguera de hule de didmetro interno 8.50 mm y
didmetro externo 15.65 mm
Balanza de 50 Kg de capacidad
matraz de 3 litros de capacidad
Celda de Filtracidn molecular Millipore
Cartucho con membranas de un IRFY de 10 000
Tubo de widrio de didmetro interno 9.40 mm
y didmetro externo 11.90 mm
Garrafdn de 40 litros de capacidad

(3,3")
(4,4%)
(5,5*)
{(5,5%)
(5,5')
(5,5*)
(545')

(6,6°%)
(7)

(R. At}
Ay F

(9)
(10)

(11)
(12)

Becipientes ds scere inoxidable de 50 litros de capaci -

dad.
Enbudos de acero inoxidable

VYasos de acero inoxidable de 4 litros de capacidad

Mangueras resistentes a altas presiones marca Tygon.
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Ios nimeros entre parentesis indican las partes

correspondisntes an Ig -figura 123.
Sustanciag ntilizadas:

Cobamamida

Azua libre de pirdgenos

Alcohel etilico de 96°

Mazcla de gzses fredn-dxido de etileno (B0-20%)
Glicerina ail 10 %-

Sclucidn fenolada al 2 %

Lisado de zmebocitos de Limulus

Bndotoxina de B,coli

Método:

Al tener el sisiems armado gueda come se muestra

an la figura 13.

Ia celda de filtracidn se limpia como se indica a
continuacidn.

1) Pasar 40 liircs de agua estéril y libre de pirdgenos

2} Pasar 20 1itros de solucidn fenclada al 2 %

3) Cambiar 1s manguera de hule con 1z cuial se realisarén
las operaciones anteriores por manguers registente 2
altas presiones( mangnera marcaz Tygon)

4) Conectar 1z manguera resistente a altas presiones, de
la celda de filtracidn a un cilindro conteniende fredn-
dxido d&e etileno (80-20%)

S) Llenar la celda con gas hasta alcangar una presidn de

1 Kg/cm2

48
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6) Cerrar las vdlvulas de la celda y dejar ésta llena de

gas & ssa presidn durante 10 horas
7) Iavar la celda con 40 litros de solucidn alcohdlica(20%)
8) Lavar la celda con 40 litros de agua libre de pirdge-

nos
9) Hacer una prueba de presencia de pirdgenos. Tanto al

filtrado como al retenido, los resuliados obtenidos se

muesiran a contimacidn.

PFraccidn de 1z solucidn Resultado de la prueba

filtrada de presencia de pird-
genos

Retenido Positivo

Filtrado Negativo

Al tener el eguipo esidril y libre de pirdgenocs
se procede a preparsr la solucidn a tratar.

Bn un recipiente de acero imoxidable de 50 litros
de capacidad, poner 25 litros:ds agua libre de pirdgenos,
calentar a 46°C, adicionar 0.5 Kg. de Cobmmamida, agitar
mecanicamente hasts disolucidn completa. Aforar a 36 li-
tros con agua libre de pirdgenos, continuvar la agitacidn
hasta tener una solucidn homogénes.

Con ayuda de un embudo y un vaso de acerc inoxide-
ble vaciar la solucidn & la olla de prezidnm, la muestra
ga pasa por el primer Filtro(punte A figura 13) por medic
de presidn con nitrdgeno, esta solucidn se recibe en una
ollg de preszidn( punto B figura 13), pasandola en segui~-
da por la celda de filtracidn molecular(punto C figura 13
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¥ luego por un segundo filtro (punto D figura 13), pa-
Ta ser recihbida finalmente en el garrafdn estéril y 1i
bre de pirdgenos (punto E figura 13)}.

Para comprobar la ausencia de pirdgenos se tomd
una muestra entre el filtro D y el garrafdn B {figura
13), se efectud la prueba de pirdgenos usando lisado de

amebocitos de ILimulus, el resultado obienido fué.

Fracecidn de la Resultado de la prueba

solucion filtrada de presencia de piré-
genos

Retenido Posgitivo

Filtrado Negatiwvo

Una vez terminada la filtracidn, se desconectan
log filtros y se lava la celda como se mencidéno anterior
mente, dejandola lista para otra prueba.

La técnica de filtracidn molecular se repitio por
tres ocasiones, la presidn utilizada durante la pruebda
fué, en la olla de presidn (3' figura 13) 2 Kg/cm®, mien
tras que la registrada en el mandmetro de la celda de fil
tracidn molecular 1 Kg/bm2 (9 figura 13).
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RESULTADOS:

Log resultados de la prueba de presencia de pird~

genos se obtuvieron por dos métodos.

&) Por reaccidn térmica en el conejo
b) Empleando el lisado de amebocitos de Limulus

En el cuedro 1 y 2 se incluyen los resultados de
la prueba de pirdgenos empleando el método de reaccidn

tdrmica en el conejo.

BEn el cuadro 3 se presentan los resultados obte-
nidosg de la prueba de pirdgenos utilizando el lisado de

agmebocitos de Limulus.
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CUADRD 1

RESULTADO DE LA FRUEBA DE PIROGEXNCGS ANTES DEL PROCESO DE FILTRACION MTLECULAR

REG.DIARIOD DE TEMP PESU TEMPERATURA TEFFERATURA TEMTERATURA TEFPERATURSY TESULTADD

1_,DIA 2c DIA kg INICTAL 1% upEn 22 HORA 3 HORA INCREMESTD

ER
TE#MP. HORA TENMF ., HORA  TEOP. HORA TENP. HGTA DE TENP. @

PRIMERA PRUEBA

39.4 39.3 2.1 39.3 12.30 39.5 13.30 39.9 14.35 &-.0 15,37 G.70%
39.4 39,3 2,5 39,4 12,30 39,6 13.20 40.7 14.30 3%.8 15.3¢ 0.60°%¢
39.1 39,0 2.0 39.1 12,30 9.4 13.30 39.7 14.30 37.7 15.33 _0.60°C
1.,50%
SEGUNDAR HRUEBA
39,3 39.2 1.7 39,3 12.50 39.7 13.50 35.9 14,53 *5.7 15.50 0,60
39.3 39.2 2,3 39,3 12.50 39,7 13.50 39.% 14.50 39.7 15.58 0.60°%C
39.3 39.2 1.8  33.3 12,50 39.6 13.50 3.9 14,53 2.9 15.50 _ghgg;g_
3.887C
TERCERA PRUEBA
39.1 39,0 2.6 39,1 12,08 39.4  13.00 33,7 14,62 .7 15.33 8.60°C
39.4 39.3 2.3 39.4 12.60 39.6 13.00 &£3.37  14.68 5.8 15.72 0.60%
39.4 39,3 2.6 39.3 12.00  39.5 13.00 39.%3  14.0C 4.0 15.183 _8.78%
1.90%
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LUADRY 2

RESULTADO DE L& PRUEBA DE PIROGENUS CZISFLES DI FILTRADA Y LICFILIZSDA LA COBAYAMIDA

REG.DIARIO DE

?ER'DIA 2c
PRIMERA PRUEBA
39.0 5.0
39.0 39.0
39.1 30,4
SEGUNDA PRUEBA
39.3 35.3
39.7 39.6
29.0 19.0
TERCERA PRUEBA
3%.6 35.5
39.5 39.4
»9-0 39.0

DIA

TEMP PESG

Kg

2.3
2.3
2.8

2.1
17
2.0

1.9
1.6
2.0

TEMPERATURA
INICIAL
TEMP.  HCRA
39.0  10.4%
38.9  10.80
39.1  10.43
39.1  11.43
39.8  11.43
39.0 1.4
39.4 10.23
39.6  10.2C0
39.0 10.z20

TEMPERATURA

1

TEMP,

32.4
39.4
39.0

HERA

PORA

11.40
11.49

11.43

12.490
12.40

12.40

2®  woma
TEHP. HSRP‘
38,9  1T.4C
39.0  12.40
39.2  12.4D
39,2 13.40
3908 13‘&8
39.0  13.40
39,5  12.20
39.5 42,20
39.1 12.03

TEMPERATURA
32 uoma
TEMP. -HORA
39.0 13,40
39.0 13.48
39.2  13.40
39.1 14,40
39.1 14.40
39.7 %190
39.5  13.20
39.1 43.20

RESULTEDZ

INCRETENTD

DE TE~7

0.06%z

0,206

0.10%

0.30%

g, 1QQC
G.06%

0.%6°¢c
<i8 o
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CUADRO

Besultados de la pruebs de presencizs de pirdgenos

empleando el lisado de amebocitos de Limulus.

Besultados de la prueba de pirdgenos antes del pro
cego de Filtracidn molecular.

Pruebas 81 retenido Pruebas al filtrado

Primera prueba Positivo Primera prueba Positive
Segunda prueba Positivo Segunda prueba Pogitivo
Percera prueba Positivo Tercera prueba Positive

Besultados de la prueba de pirdgenos después de il

trada y liofilizada le Cobamamida.

Pruebas al retenido Pruebas al filtrado
Primera prueba Positivo Primera prueba Negativo
Segunda pruebs Positivo Segunda prueba Negativo

Percera prueba Fositivo Tercera prueba Negative



Se considerd importante conocer la variacidn del
flujo de solucidn filtrada con respecto al tiempo, man-
teniendo constante la presién, para saber si existia sa
turacidn en la parte exterior de la membrana.

Para obtensr estos valores se tara la olla de pre
8ién, a dsta se le suma el peso de la solucidn, cada ho-
ra se calcula el peso de la solucidn filtrada, los resul

tados obtenidos se muestran a continmacidn,

Hora la Prueba Kg 2a Pruebz Kg 3a Frueba Eg
de filtrado de filtrado de filtrado

la Hora 5.5 5.6 5.5

2a Hora 6.0 T 5.9 5.6

3a Hora 5.5 5.5 5.9

4a Hora 6.4 6.4 T.1

S5a Hora 5.9 6.0 6.0

6a Hora T.2 7.1 6.4

6 Horas 36.5 Kg 36.5 Kg 36.5 Kg

4l revisar los resultados para cada hora, se ob-
servan ligeras variaciones entre uno y obtro, o sea que
no se mantiens constante el flujo de la solucién filtra
da. Esto es debido a la saturacidn de la parie exterior
de la membrana por las moléculas de alito peso molecular,
sin embargo la saturacidn de la membrana se elimina al
abrir la vdlvula con la cual se permite salir al reteni-
do de la celdas de filtracidn molecular.
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RESUMEN ¢

Dentre de las formas farmacduticas se encuentran
los inyectables, los cuales presentan ciertas ventajes
sobre las otras formas farmacdubticas (tabletas, grageas,
suspensiones, et¢). Por ejemplo, para su administracién
Ro es necesarie que el paciente este consciente y ejercen
mds rdpidamente su efecte terapéutico, puesto que son ad-
minigtradeos directamente al organismo superande sus defen
sas primarias.

Aunque presentan ciertas desventajas con respecte
a las formas farmacéuticas antes mencionadas cemo por
ejemplo, mayor riesgo de contaminacidn, procesos y dreas
de elaboracidn mds sofisticades y como censecuencia mds
costosos, por lo tanto es necesarie un contrel muy esitric
to sobre su elaboracidn, pues se puede presentar una comia
minacidn figica, quimica o bien microbioldgica, sunque ég=
tas pueden ser eliminadas siguiendo en forma correcta las
BUBNAS PRAGTICAS DE MANUFACTURA.

Los pirdgenos son producto del metabolismo de las
bacteriass; en especial de las baclterias gram negativas.

Como congecuenciza de una contaminacidn microbiold-
£ica se encuentran los pirdgenos en las soluciones inyec-—
tables acuoaas.

En el pfesente trabajo se hace referencia al estu~
dio comparativo de dos métodos para eliminar pirdgenos
presentes en una materia prima (Cobamamida) utilizada en
la elaboracidn de un inyectable.

La presencia de los pirdgenos en las soluciones
inyectables acuosas puede ser determinada por cualquiera

de los siguientes métodoss?



a) Reaccidn idrmica en el conejo
b) Bmpleande el lisado de =mebocitos de Limulus

¢} Conteo de gldbulos blancos

Una vez determinsda la presencia de las endotoxinas
e pirdgenos en la materiz prima debe eliminarse.

Ba la literatura se encuentran nombrades una serie
de métodos que pueden ser empleados, dependiendo de las
propiedades fisicoquimicas de las preparaciones en cnestidn,
ejemplo de estos métodos son:

a) Filtracidn de profundidad
b} Filtracidn de superficie
¢} Uso de carbdn activade

d) Osmosis inversa

e) Resinas de intercambic idnice
Otros métodos usados con menor frecuencia son:

£} Electrodsmosis

g} Radiacidén gamma

h) Tratamiento con HC1l o NaOH

i) Ultrasonideo

j) Quelacidn con polivinilpirrolidona

k) Tratamients con perdxido de hidrdgeno
Iog métodos rrobados en el estudio son:

a) Filtracidn de profundidad

b) Filtracidén de superficie o filtracidn molecular
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Rl métode de Ffiltracidn de profundidad fué pro—
bado utilizando una membrana constituida nor fibras de
asbesto cuyo nombre comercial es EKS 2 , esta placa
filtrante, puede mediante un procesc de adsorcidn eli
minar a los pirdgenos de la solucidn filtrada, al em-
plear este método no se llevo a cabe la eliminacidn de
los pirdgenos de la muestra tratada.
El segundo método fudé filtracidn de superficie

o filtracidn molecular, esta tdcnica lleva a cabo 1la
eliminacidén de los pirdgenos utilizando una celda de
filtracidn la cual se usa con membranas comstituidas por
polisulfonas, con un tamaio de poro tal que se pueden
separar moléculas tan pequeilas como la vitamina Bjpj

Bonleando esta tdenica se logrd la eliminacidn

de los pirdgenos de 1z muestra tratada.
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CONCLUSIONEBS:

A1 realizar las pruebas de presencia de pirdgenocs

conn los métodos:

a) Reaccidn térmica en el coneje

b) Bmpleando el lisadc de amebociies de ILimulus

1.

3-

4"

5

Bstos presentsn una relacidn entre ambos:
Porque cuando la materia prima presenta pirdgenos, é€s-
tos se pueden detectar por cuzlquiera de los dos mdiodos.
Cuando ya no existen pirdgenos en la materia prima, los
dos qétodos dan negativos a la prueba de presencia de pi
régenos.
Ia $écnica de filtracidn de rrofundidad aungue estd re-
portada como un método efectiwve para la eliminacidn de
los virdgencs, para este estudio en varticular no 4id re
suliado, pues los datos de 1z prueba de presencia de pi-
rdégenos asi lo demuestran.
La técnica de filtracidn molecular se ha reportado efec
tiva en la elimimacidn de pirdgenos de las seluciones
inyesciables; con base a los resultados obtenidos, se
puede afirmar que la técenica de filtracidn molecular
tiene 1a capacidad de eliminar los pirdgencs de la sus—
tancis tratada,
Ig ﬁébnica es recomendada para aplicarlia en productos

que presenten condiciones semejantes.
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