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Debido a que éstos introducen. al or-

ciso lh~ cont=c~ =uy severc s~bre su e~~e~ilidad, . . 
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puros, nara evitar al máximo una posibh: contam:iJ .. kiCión., l::?.i 

cud.l nuede ~er física, Q.l!.ímics. o microbiolÓC~'-ca. ?or lo a.le 

a las nre?araciones L"1.v·ect"li:les se les ~eben hucer las si-

\!.) Control físico 

b) Con.trol quí.-nicc 

e) Control micrDbiolégicc 

c;ue lo amerite) 

d) ~rael:a dü tcxiciducl 

' Pr.ieba de 
. .. 

eJ p1rogenos 

~) Pa.rt ículas en eoluc ión 

lle tu e 

potencia en caso 

,,. . 
,,.,~,l"''"I(>".:! 

~ ....... ------
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; ... . 
contara.inacio~ qu.itn.ca 

puede fter orif'.inada pcr: 

a) gplea:r ca.tc:r":.as pr:i.oa~ que no cumplen con las es:;::e­

cificacionez sclicitz.fü?.s 

b) Que al prep~rcr dos productos diferentes a la vez y 

no se tenga ninguni:, T,.reca:ución, dn.."'l:!O lugar a una con 

taminaóión cruzada 

e) ~ue la 1:illlpieza del material usado en la elaboración 

de los inyectables no sea la correcta 

La cont~ina.ción microbiológica 

puede ser ocasionada :por : 

a) Limpieza incorrecta o incompleta ecterilizacién del 

material y ea~ipo empleado en la preparación de 1os 

inyectables 

b) !~o seguir en forma aé.ecuada les buenas prácticas de 

manufactura 

Los pirógenos se encuentran en las soluciones 

inyectables, como resultaCo de una contaminación &icro-

biolÓ:!;ica. 

OBJETIVO: 

El objetivo del '1resente trabajo es, el estudio 

com~arativo d_,3 dos métoc1os rcr:J. elimi~'.:ir nirór;enos, e:: 
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GIDlEIL1.LID.ADES: 

1) DBFINIOIOII DE PIROGENOS 

Los pir6genos son ~r~ducto del metabolismo de las 

bacterias, se conocen también como endotoxinas, las cua­

les están constituidas ror doG componente~ nrincinales~ 

lípiüos unidos covalenteoe::te y heteropolisacáriodos, eg 

centrándose.también un bajo porcentaje de rroteínas, así 

como calcio, magnesio y sodio {3). 
Siendo un hecho que los pir6genos son producto del 

metabolismo de las bacterias, en esrecial de las gram nega 

tivas, debe esperarse CJ.Ue donde haya desarrollo de éstas, 

se encuentren los pirógenos. 

El a.~biente de los laboratorios, los instrumentes 

de trabajo, el ag-...Ia y la.s ~a"terias nr~:Is contiene:i t·acte­

rias ~ue viven, se desarrollan y producen pirógenos. ~sta· 

conta!:!inación es ~ay ir:lrortante, nuesto que cuando se ad 

ministra un medicanento que los contiene, se ~roduce una 

reacción febril aue se manifiesta noco desnués de la anli - ~ .. - -
cación del producto y que ~uede adquirir extraordinaria gr~ 

vedad, se acompa:ia generak:e::te por tu;a resriraci6n defi -

ciente, cianocis, cefalea, s~dor intenso, escalosfrios,naú 

sea, vómitos y otros trastor:re!ls gast:rointestinale.s (4). 
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~e han realizado al¡f;Ullos estuCios (5) para conocer 

e: n.ecaili~o G.e acoiÓ.i.1 C.e ].os piróge1~os. 

Los pirógenos él.er.o.:::inados, nirót·enos exÓ[;enos, que 

s::::: inyect:::.fios al orge.nis:::c junto con los medicr:=entos, se 

r~eden ligar a un leucccitci a una célula de ~.u~f~er, a un 

~iendo la célula a l~ cual se ligan; ¿ando lucar a a~ com-

p:ejo llamado pir6geno endéc:e."'lc, el cu.al va a actuar prin-

conocida como nre 
~ -

ó;:tico antericr, oc~s.ion:s..."ld.o que se r.lod.if'ique le raacci6n 

te::::peratureJ activiC.ad, q~~e trae como c':>nsecuencie la ele-

vac:ión de la. ter:iperctura ccr;:joral y tcdus las otrae reacci2. 

nes que se presenta.""! cuan~~ ze afu:::.:L11istran medica?::entos que 

c~r.tienen pirCcenos. 

..--

1
1eucocito 
célula da iill.pf fer 

~ ::l 1~!lCC i_ ;t(~1 se :i_sa a un ,¡ 

¡~:i.cr6fac~ del t~zo 
~ fi·:?l riumón 

!.e;.¡~~c i to-ro, irÓ.'.""eno (-·irócen:;;i (;JHd11ceno) 

"C.,..".l:"l~">(e.} '"'ObrA,_ iT"(r'fH~l')'Vi ce ·""'""t"".,..iO'r' {~·.:¡ ~,otr1"' ::•r.:o .. ..:. . - _ ..... ...,.. i u - - .1 .,- - - _,.._...... ... - ' ... ... ..... -· .. ...... ....... """" .... 

:,:oc. :.:f:..co.!.1do 1~ ~eenc ión te~~,crc:t-:...11~ai fo.et i'7 i(?.a(1. 

la acci'!fn ce:. . , 
~:tro-
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Debido di ~l to riese:: eme se pres3~ta cuanao se ad­

mir!~~tran melic~cntoc cont~inadoe co~ ?iróge~os, se han 

dessrrcllado varics cétodos ~era llevar a cabo l~ cetección 

de ~a contren.i..~~cién pirogé~~ca, en io~ cecicamento~ ~~e son 

a~i::istrados por v{a pare~tsr~l. Loe cét~dos eo~ (c,7t8): 

a) :or reacción térmica 

b) E::pleando el l.isado de a=.abocitos de L-E:ulus 

e) F.cr recuento de gl6bulos 'tlan.cos 

llétodo por re~cción tér::.~ca (reacc!1n 

febril en s: conc&o) (e; 

Los :riróge.r:.(}s o en&ot~xil'.las es~ inyectadcs por 

vi.a ::r..travenosa al a.."'limal, ~teractuan co!l las células de 

éste {leucocitos TirL~cipal:::s~te} activa:¡.~olas y hGciGnüo 

que liberen pirÓi7,eno endóge.:::;;, éste actt:.::. en el área del 

,re:5-tico anterior del hi..,otS::::!.a:-.:io obsPrva.."1dose un a:l.'Áento 

en l~ te.::;.pcratura rectal.. 
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~ leca] e::::::; zc realiz::. la p.rue bs. ::dJe ser libro-; 

i.e conejo E se ner-... tiosos y 

·;;;::inejos se la 

zona de ~r..;¡eba d:e .:;: a 45 mir..::-:.:::~ a!ltes ~3 2a !:lisma, du-

conejos se 1es inyecta:;.. 

en la vena mar-

ere ju .. 

a los -~-- a los se les 

L:: ·~'levucié:: :...-:dividu:;.1. i.e .te. ter::s:er.:itura de tu:i co-

de su 

de te 

-- '"' 1 e ~r:;V¿.,...._ ·:..~~:.. :~~-"s, 



~étodo emnleando el lie;:.io 

de 2I:lebocitos de Irimulu.s l7.1 

sad0 G.e ameboci"t:Js c1e Liilu2..:::2 ree.li~~da e:ndoto::i-

na, (9)" 151 e:·:é:::en posterior 

de~ ~sl muestra ;.L~ catriz do fibra~ fi~~c cuyo diibetro 

vari~ Cl.e 50 a 10.J micras {10). 

La eviee~cia en los estudies inCica cue sen nece-

sariz.c ~ sustan~i~s para q~e se lleve a cuco la reacción; 

teí~~s coagula~tes catio~~~ divalentes 

rri:z.:-i~:almente ic::es calcü~ ~>' liponolisc4~i:1os de bacte-

ri€:.s f;'::'~ nt'gativass La reac:.:i:!n se ín.ici;a ...,r~bable!r!entc 

ccn :~ ~ctivacié~ do la en~~a 

nes .r;a:cio y la er:..froto:d_ .. "la 

o"'-•r:-"{.lt 
~' - t,_n,_,.. 
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Ei.1. nste r:.ét·oeo se efcctue la detección a.e endoto­

xi.ncls ir:. vit~o, ~or la re~cción que se produce frente a 

u,:i prcpz.raclo de li2:;:~0 éie ~ebocitos de Li!:lulus, siendo 

un~ reacción de tip~ 31':.tÍ~cno-::.nticuerpo. 

Becu.ento de glócu.los blancos (8) 

Este oéto~~ t!one come fu..ndafilento el conteo de 

leucocito o del. cc:iejo, el cual se lleva a cabo JO mi-

t . Í ,'l nu os u.espues \&.e la inyecci6n ce la cantidad especifica-

da en la conografia de caaa pr~aucto, en estas cor.dicio-

nes ocur:-o una d~s=.i::.ució~ en el n'IÍ!i!e~o de glóbulos bl~~­

cco ( car.~idad non::~~ 8 OOC ,~3 ), lucGO Ce la dis~inu-

pode;:¡oc ccns~derar e;.~·;:; une. vc:.riación. ele 4 CJ::) lcucccitc::= 

~uo ce consi&eran non;l~les has-

t d '"' ,. ...... ~ ' • .. . d . ,. a e ~ uv~ J es pro•ocau~ por ia presencu:: e pirogenos 

en la sol~ción adr::in~strad~. 

La prosenci:J. tle pirógencz en las soluciones in-

yectuble~ es total=.ente indezeable por 1o cual al pre-
... 

parar cz~~~, tiebe vigilarse cuidudosa~ente este aspecto. 

füm. vez P':resentes e~ lc.s solucioiles inyectables, deben 
.., . . 

G J. J.J3 lllurse • 

hor..:10, 
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caces en la eli:llinación de los pirógencs. Tomando e~ 

cuenta las r-ropiedades físico-químic~e de los solu -

ciones & tratar, los uétodos más usa~os son (ll, l2, 
- -. ..,. r 15) .lj.r ..1..'fJ • 

l) Filtración de profundidal 

2} U~o de ~arbón activado 

3) Csmosis invers~ 

4) Filtración de superficie 

5) Resinas ae intercambio ié~ico 

otros métodos usatoo con cen~z frecu.m:.c~ son (16) 

6) Qi:.elación con poliVL"'lil.rirZ'.'clid.on~ 

7) .Elec~roóe:::iaei~ 
8) .R::!d.ici6::!. -s~-=--: 

9) ül.traconido 

10} Tratauientc ccn pcrÓJddo de .b.idréf,e::o 

11) Acción hidro lítica del áciuo cl.or!::!.;.::-ico e hidróxi-

do de sodio 

Filtraci6n ¿o rrcfunüiuad; 

La filtración es el ~a~o oblifl'.?.d.O .:::. través C.e U!?. 

medio filtrante o poroso, en el cu.al qll'.eta"l rotenid~~ :.;;o 

Lao fuer~u~ utili~ad~c pueden ~er, la simnle ~r~ 
~ -



Bl mPñjo utilizado par~ efectuar la filtración es 

un fil:tr-c,. Bu el. caso de la :filtración e.e prvi'un1lidaC.,e1. 

necani~~o filJdiante el cual se retienen las ~artículas 

sólidas en el filtro puede ser: 

- Si e1 tatlaño de una yartícula es mayor ~ue el tamaño 

del poro del medio filtrante, ista quedara en consecuec­

ci.:a. retenida~ 

- Si el tamaño de partícula es r:enor que el tamaño del 

poro, el proceso es por adsorción de la reis=.~ sobre las 

paredes internas de los poros o canalículos de la masa 

filtrante, es proba.ble que este proceso esté auxiliada 

por un fenómeno de origen electrostático. 

- Un mecanismo in.te:nnedia don:!e 1. partículas de ta.muño a!. 

go menor al diámetro del poro, al aglomerárse obturen 

parcial.mento al mism.o, permitiendc así por disminución 

ap~rente de la sección de pasujci la retención de par­

tículas de taoaño muy :i.nferior al poro de1 filtro. 

El líquido que atravies~ el medio filtrante al in.i 

cic de la f'iltraci6n. pa.Eará turcio hasta que se forme es­

ta capa previa de partículas. 

En la filtración de profu.~didad exist~n algunos 

filtros que dentro de su estru.ct-.ira poseen :fibras de as­

besto, teniendo estas fibras una acción antipirogénica , 

en algunas ocasiones la acción a.utipirogénica C.el asbee­

to puede desaparecer por la pérdida de adsorción. 

Cuando existen en la fon:.ulación sustan.cias que 

presentan propiedades de adsorción tales como clorhidra­

to de procaina, clorhídrato de efedrina, epi!lefrina, és­

tas quedarán adsorbidas en las fibras del filtro, ocasiQ 

nando la pérdida de la acci6n anti,;;ü·ogénica del r:wdio 

11 



filtra::1te ~ como ~étouo no se debe con-

sider1.1r e :-r.i:;:; un m6toao universal rara la eliminación de 

pirót;e:lGS en líq_uittos inyectcbles. 

La ~plicación ae este ~étcdo va a de~e~der del 

nivel ce c:;.:¡ta.Jlir.c:..ciCn y ele 1.z.E" ::.iropiedades fisicoquí.rnic~~ 

de la so1.ució11 a filtrar (17). ~·cr e:e.r:rp.lo un filtro de e.§. 

te ti~o ec la ~e~bra~a lihS 2, la cual está constituida de 

celulosa y fibras e.e asbesto, ésta es ee fácil obtención 

en el r:-.e:r.::ado, ade:::.ás de tener un co~port~iento e:fectivo 

en la ell=:L~aci6n C:e pirógenos de algunas soluciones ta­

les como las de pr~teínas (18). 

~el. f'íltro de asbesto (ia:ianto) el mecanismo me­

diante el cual se efectua la eli!:linacién de los piróceno~~ 

esta basa:::.o en las propiedades =.ecánicas y eleetroc-inéti.ca~ 

del asbesto (l9,20}, ya que éste presenta carcas ~ositivas 

sobre s~ ~~~erficie y cuando est~ €n contacto con las s~lu-

ciones ac~o~as presenta un pote~cial zeta poeitivo. 

Ciertas partículas en suspensión acuosa y disperei~ 

nes coloidales, algtuios microorgani~os y ciertas molécu­

las tienen un potencial zeta negativo. 

que al tener car€as o~uestas el medio 

te y las ~artículas, éstas quedara:".l retenidas en el filtre.. 

E~ la figura 1 se cuestrc la variación del potencia.: 

~eta del ascesto con respec~o al 

Algunos estudios (21) han denostrado Due eBtos fi~­

tros libera.~ requefii~inas fibras de asbesto (100 ~icrone~ 

Qe longit~a;· y al filtrar la solución son arrastradas que­

Cando en é:::"t~, estds :fibras reprefjentan un ,•elig:ro ~uec ce 

::.an repc-rtaC:.o como causantee de ~'rocesos onco¿:énicos 

:;3). 
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5cta conta~i?'!ación es ~::!l. im.porta~te que aDocia­

ciones co.::uo P.DA !;ar: proh:fbidc, el uso Drolcngado ele esta 

clase ce filtro~ en la inaustric-~ farfil~cé~tica. 

4.2 ) método usando carb=n activado 

hlgunos autor¿:s afir.::.:m l::i acción C.~snirocé??.iza:-i 
~ -

te éel carbón activado (24). Lz. cantidad ae carbón acti-

vado y el tiempo de contacto ceFenden del erado de conta­

min~ción y del tipo de bacteria que produce el pirógeno. 

En gencr~l se emplea en conce~tracioncs del 5 ~ en con­

diciones normales. El uso de e:.:-;e ager .. te que.t!.ará li!i:i-t:::.-

do a aquellas sol~cic-nez i1UC n;::; ccntengan sust~!'lci~s que 

se pue~cn cdsorber co~o alcalci~~=, cclcrantes, etc. 

~- técnica cc:1ziste en tra.tar luz sclucionss 

por suc~siva~ filtr~ciones. 

que ne ha;:a muchos pirógenos ni en la sustancia ni en 

el ag.za. 

En el caso de trrue la sustan.cia o el as..:.a conteng""-1:. 

una gran cantidO;l.d de riróge:nos, ;.:uede procesarse por ul­

tr~centrifugación se¡_:uida del tr~taoicnto ccn r.arbón ac 

ti vado 1 ul tUJ.~!r eote oétodo s.s C.etc cuidar ce nv dejar 

partícul:..~"i G.e carbón en la soluc:::.6n. 
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C.mnosis inversa 

La ósmosis es el proce~o en el cu31 un líquiC.o 

pasa. i'e una so1u.ci.én wás d.il'-l:Í.:i!a a una solución 
,. 

mas 

conceG.trada a través de una oe~brana se~isenneable. 

3n la ósmosis invers~ F~r el contrario, se ep2i­

ca u.t:~ presión sobre la soluci6n m~s conce~trada, Qe 

esta =oxma pasa a través de l~ membrana Eemiperoeable el 

líquii!~ que ~ra a estar libre de las susta.!lcias conta=i­

nantes. Este raétocc se puede a~licar para liberar a lao 

solucic.nes do los contaminan.tes más comunes(25), éstos 

son ~artículas, microorgani~~s, sustancias inorg6'.licas 

dísue:tas y pirógenos. El ~eca~ismo de la ósmosis in.ver-

sa es. repeler a los iones ~e acuerdo a eu carga y ~asa. 

Un'3. s:..stancia orglnica puede e1minarse ce la solucié!'l a 

trata::- de act:.erC.o a su ifesc cc:!.ecular y c3.rga. Las part! 

culas coloidales ee algunas ~:¡J:.iciones,. sen e1i.'11inaüe.s 

mecan::.camente C.ebiuo al t2.!:1aE::) de poro ::· ::..et selectivil!e.~ 

de la sembrana seni~ermeable. 

:Resinas in.tercaobiaclcras de icn<?s 

En los trat3jos puolic.;.".:o~ ;:or T.D. 'l•'hittet {15 J: 
.~e .t.;:¡~e mención al empleo de il~ocarb 225 C,lID.O interc~-

bia¿c:r catiónico y Jl'2acidité E! como anid:?ico. 

En estos estudios se ~r~tende canecer si existe 

al¡;u~ ~ecanismo c~~o por eje=~lo adsorcié~ por parte d~ 

lc.ts re.3inas parcl :fijar pirógt>:J.os. Otra c-l:3ervaci6n bec:-_:;. 

15 



nas o las dos s:in las recr.cnsabler de la c1€lpi'!•ogeniz~ 

ción. 

Los resulta.dos muestran que la columna de Zeocarb 

225 es incepa~ de retener pirógenost en contraposición 

con el segundo( Deacidite FF}, con el cual se logran efe~ 

tos altamente satisfactorio~. De estos estudios se puede 

concluir que al menos algunos pirógenos tienen carea ne­

gativa por lo que pueden ser captados por la rezina anié-

ni ca. 

B. Blazkova y z. Fovkal, (26) recomienda.~ un pro­

cedimiento de purificación y depiro&enización de soluci~ 

nas de album.inQ usando amberlita XE 64 ó IRO 50 • 

~.5) Filtración de sunerficie (Filtración.molecular) 

La filtración de SUFDrficie se conoce taz.'!bién co-

i:.::.o filtración c1c t~iz, estos fil.tras retiener.. las ,tmr-

tículas sobre su su;erficic(27), es decir las separan 

físicamente üel líquido. 

La retención más que un ~en~eno de profundidad 

es u.~ ~enó~eno de superficie. La estructura del filtro 

es normalmente rígiua, uniforme y continua, la caracte­

ristica ~1s valiosa de un filtro do tamiz ea la facultad 

de r<Jtener absolutamente todas las !3artículas s:;;ibre su 

su3:erficie, tanto las biológicas como las no biológicaa 

o~yores al tru:ia~o del poro de un filtro predeterninado~ 

Las vent.ajas de la fil tració.n de su~·:erficie son; 

Es u.~ filtro absoluto cuya eficiencia ~e afeet~ por va 

ri~ci,:mes en le;¡, velvciG.ad d.o flujo D tliferenc:.a.~ de pr~ 
. , 

zio.u. 
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La estructuru es homogém:a y co11tinuu • .ror lo t~~o i10 

ee produce migración Gel medio a la solución. 

:D:iilo que los r:ücroorb'~is.::los m~s grand.ee que el -;;amaño 

C.e los poros no .í}UeC:.cn penct:::cr en la. matriz del filtro_; 

la reproducción de los oismos no constituye ni..."lg'..m. ries 

go. 

nebido a que e1 área de superficie interna es pe~ueña. 

los filtros ce tru:iiz absorben poco de la solución. 

Cc~o los filtros ce taniz poseen una estructura verda­

deramente capilar, pueden ser controlados respecto a 

su integridad en el momento previo a la filtración, 

e~pleando un ensayo simple no destructivo denom:L~ado 

n .. FU:~TO .DE B"Ll"Rb-UJ .á". 

Dentro del ca=~o de la filtración de sunerfici~ se 

encuentra una técnica C.enc:::inado. ttprL~Z.1.':.GION MOW'.:!UT. !U o 

ULTRaFILTl!i1CI0:;1
•. En esta técnica se efeotua una Se.[cara­

ció~ de moléculas t~eándose en su. tamailo(2B) y cc~o con­

secuencia en S"~ peso molecular. El método sirve para se­

parar moléculas clisueltas, haciendo pasar la solución a 

través de una ~egbrana senipcn:i.eable~ 

Ls. membr!4"la filtrante es selectiva, resistente,de~ 

gada ~., retiene :•racticacente todaz la.o .r:mléculas oa;ro:res 

de un ta.maño daC.o, ~ientras que fermite rae.ar ~1 :filtrado 

t d 1 l , .. , " . 1 :l ...... casi o as as r:::.o eCU.J..80 m~s pequerms, inc_uyanti.o eJ. 0..1-

so: vente. 

De esta manera la :filtración raolecnlo.r brinda una 

fracción retenida ~ue es enriquecida con raoléculas de al 

to peso filolecular y un filtrado que contiene pocss o nin 

guna de estas ~cléculas. 
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La técnica se rccomianda nara efectuar concentr~-

cienes, purificaciones, onere:.cio.ner, de fraccio.=~iento" 

etc. i're::>enta ciertas ventajas sobre los métoC.os comuneE' 

de ±'il trae ión, como: 

a) Mayor nureza de la ~uestr~ 

b) ~1tos valores de flujo üe filtrado 

e) n.rea de filtración cra~de 

d) i~ta eficiencia en la se~araciJ4 de las sust2"!.llcias d~ 

sueltas. Formandose dos flujos, uno Qlie contiene las 

sustancia.o con reco molecul~r alto al cual Ec le lla-

ma retenido, otro que contiene las sustancias con ~e-

nor peso molecular cual se le llama filtrado. 

e) aplicación a nivel indust~ial. Los siste~as de Iiltrn­

ción molecular r;u.eden ser utilü~adoo en. c.iferen.tec re::l 

gos de solectividud, las me~branas con poros grandcc 

puedsn doten~r macro~cléculas, tales coso coloides, ee~ 

tr~as de alto peso molecalcr y virus, la de poros pe­

queños puede deten~r molécu.las -peque.:;.as co:no sacarosa, 

vi ta.~ina B12. 

3e debe considerar que el corazón de un sistema ae 
fil trae i6n molecular es la r.ien;.brana fil tra.'lte, la cua:i ~s 

la responsable de la ~eparación. 

Las oembranas que se DUeden utiliz~r en los siste­

=.as tie filtración molecular, so han ido pe?'i°ec:;!cnando, ::;z:!"' 

eJemplo a mediados de los años sesentas, ar~reció la pri-

cera mencrana llamarla Diefloanisotr6:~ica, hecha de poli::::e-

ros sintetices en lup-ar de celulosa, siendo más :resiste~t~ 

a ata.•ues químicos, a la acción e.e enzira~G ;,,~ de hacteri-:?.e .. 

Sste tipo de me!:lbrana tiene un ta:;:alio de noro mu17 V'equ.e.:~:: 

de 2 a l(,;) iP ~,r un es't1esor de O. l a l. 5 micras {23). 
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Otro tino de men~re-~~ eo a~uella cttya estructura 

ez¿á constituida por ~oliS'~lfonas, éeta funciona separando 

l~s noléculas en des flu~cs, uno ll~ado retenido en el 

c~~l se encue~tran laz ~c~éculas de neso molecular alto, 

~~ otro se le llama filtra~c en el cual se encuentran las 

n:::·::éculas de neso molecular bajo. 

Si hecscos una ocservación hacía adentro de la mem­

l:::"~a se verá c:ue la ccr::::_::c!'!e::: dos menbranas li¿:;adas entre 

si, al sistema se le conoc~ como emparecado, se le llama 

as~ porque la ~uestra corre por encima de él, quedando fu~ 

n: de la mc~brarm el rete~ido y por dentro el filtruGc, la 

retención de las moléculas va a depender ce su ta~affo y de 

S',.! :forma. 

Es conveniente describir las prcpiededes de la raeo­

b.rane con base al p.:;so .:no::ecu.lar de la sustancb disuelta, 

por lo tanto u cada mem=rar..a se le da un l~~ito r.oCTinal de 

9es.J molecular (r.r;:r::w), que es el peso oolecular lfuite al 

cual son eficientemente ratenidas las moléculas por la mem 

bran.a filtran.te. 

Lo más conveniente resulta considerar el (L!ü:;.i), co 

.cio u:i:ia guía a~:roximada del ranr:o de re so molecular o de di 

m4?ne:ión para el que es mC:s eficiente cada ti)o de membrana 

filtrante, estos límites no dellen considerarse como barre-

ras absolutac.Pero no co;:viene intentar se9ara:r:· ud;. :=olé­

c~::.a de -:ieso r:.:;lecular 23 ·COO de una de rrnso molecular 

::::: 000 utili['.ando uno. m@::;::2\~na con un L=E;,.iJ de 25 eco. 
~:i. cent .:.~::..ación se ~r,,,;;.~entan al~unos ejemnlos de di-
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PRESENTAOION LN:PM 

Paquete+ 10 ººº 
Cartucho++ 10 000 

Paquete 1.00 000 

Cartucho 100 000 

Otros tipos de 1ímites nomina1es son; 

SERIE LNPM 

PSAG 1 000 

PSED 25 000 

PSVP 1 000 000 

Paquete+ se refiere a una sola membrana 

464-4 
4645.0 

464.5 
4645.0 

2 cm 
2 cm 

cm2 

2 cm 

Cartucho++ es un paquete de 10 membranas, e1 cua1 tiene 

por objeto ofrecer una mayor superficie filtrante. 

La. descripción de 1a celda de fi1tracióliino1eo11~~....r 

{figura 2) . es 1a 8.gu.iente. Consta de dos placas exteriores 

de meta1, forradas de po1ietileno(A), las cua1es están SO! 
tenidas por 4 tornillos, que unirán estas dos placas ex­

teriores con dos placas interiores de acrílico pul.ido (B),,, 

En medio de las dos placas de acrílico pu1ido se coloca 

1a membrana de fi1tración mo1ecular y entre la membra.na, 7 
las placas de acrílico se colocan en la parte superior e 

inferior los separadores(C), cuya función es permiiiir qne 

la solución al ser introducida en la ce1da de filtración 

pueda desplazarse por las dos superficies de la oeobrana. 

(superior e inferior). 
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Físicamente el sistema de filtración molecular 

ocupa un espacio muy pequeño( menos de 0.9 m2 ) • Pa­
diendo dar superficies de filtración desde 0.450 m2 

2 hasta 5 m • 

Las partes que forman la celd,a. de filtración mo­

lecular pueden ser de acrílico pulido, aluminio, acero 

recubierto con sllicón y poliester. La funci&n de 1as 

pl.acas de acríJ.ico presentes en la celda es, servir co­

mo conducto por el cual se administra la solución a se­

parar en la celda de fi1tración molecular y de la cual 

se obtienen dos flujos ( retenido y filtrado). 
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E1 diseño de 1as placas de acrílico pu1ido es el 

sigUiente, la placa superior consta de dos tubos hori­

zontales A y B ( figura 3 ), el tubo A tiene 4 pequeños 

tubos llamados múltiplos que van a estar en con~acto di­

recto con 1a superficie del separador el cual soporta la 

membrana, el tubo B tiene 5 pequeños tubos o m.úl.tiplos 

que estan en contacto con el separador que soporta la 

membrana. La placa inferior consta de dos tubos horizon 

tales O y D {figura 3)~ el tubo a tiene 5 tubos o múlti 

plos , que van a estar en contacto con el separador el 

cual soporta la membrana, el tubo D consta de 4 múlti~­
plos que estan en contacto con el separador que soporta 

la membrana, las placas se colocan de manera que el tu­

bo A coincida con el tubo O y el tubo B con el D como 

se ilustra en la f igu.ra. 3 • 

En la figura 4 se observa la membrana. utilizada. 

en filtración molecular, ésta consta de 9 perforaciones 

en sus extremos, rodeadas por una sección se11ada, la 

membrana debe colocarse en la celda de filtración de m& 
nera que las perforaciones 1,3,5,7,9 coincidan con los 

5 múltiplos del tubo B de la p1aca superior y 1os 5 mú1 

tiplos del tubo O de la placa inferior. Quedando las 

perforaciones 2,4,6,8 coincidiendo con los 4 mú.ltip1os 

del tubo A de la placa superior y con los 4 múl.tiplos 

del tubo D de la placa inferior. 

Esta forma de colocar la membrana en la celda, ha 

ce que los conductos con 5 múltiplos queden en contacto 

sólo con la parte externa de la membrana llevan.do el 

retenido; en forma similar los conductos con 4 múltiplos 

quedan en contacto sólo con la parte interna de la mem-
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brana llevando el filtrado. 

Cuando se alimenta una muestra a la celda de fil­

tración se esta obligando a entrar a la solución por un 

conducto que tiene 5 múltiplos {tubo B figura 3), ésta 

f'luye sobre el lado externo de la membrana. 

Cualquier concentrado que permanezca fuera de la 

membrana es forzado a sal.ir de la celda, por la presión 

que ~jerce la muestra que al.imenta a la celda de fi1tra­

ción. El fluido que se encuentra dentro de la membrana 

esta formado por una solución que contiene sustancias de 

bajo peso molecular, éste debe salir por alguno de los 

conductos que tienen 4 múl -tiplos (tubo A o D figura 3), 

es decir se forman dos flujos simétricos pero independie!!, 

tes, estos flujos pasan por la membrana como se indica en 

la figura 5. otra característica de este tipo de f'1ujo es 

el comportamiento ondulante sobre la superficie de la 

membrana como se muestra en la figura 6 1 este flujo es 

excepcionalmente ef'ectivo, pues retiene las moléculas ma­

yores sobre la superficie de la membrana y disminuye el 

efecto polarizante sobre la superficie de la misma. 
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FIGURA Nc.-3 
DISEÑO DE LAS PLACAS DE AClULICO PULIDO• CONTENIENDO 

LOS CONDUCTOS POR LOS CUALES SE At:MIHISTRA LA MUESTRA A 
SEPARAR Y SE OBT!Et~E EL FILTRADO Y RETENIDO, 
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FiGURA No:-6 

COMPORTAMlEMTO DEL FLUJO 
EN LA MEMBRANA. 



Se deben tener presentes ciertas consideraciones 

antes del uso de 1a membrana en el proceso de filtración. 

- Debe hacerse una pr1.1eba de integridad de 1a membrana 

- Probar la compatibilidad de la membrana con la muestra 

a filtrar. Los componentes que forman la estructura de 

la membrana presentan compatibilidad con sistemas acuQ_ 

sos, que tienen un rango de pH de 1 a 14, con sol.ucio­

nes alcohÓ1icas a1 50 ~ e hidrocarburos alifáticos, la 

temperatura máxima de trabajo recomendada es de 50°c. 

- Los componentes de la estructura. de 1a membrana pre­

sentan incompatibilidades con cetona.s, esteres, hidro­

carburos aromáticos, etc. 

No se debe pennitir el contacto del óxido de etileno 

líquido con la membrana. 

- La membrana debe limpiarse cada vez que se use y en al­

gunas ocasiones, se debe limpiar entre filtración y f'i!, 

tración. 

- No se recomie·nda su esterilización en autoclave, pues 

se presentan variaciones en el. tamaño de la. membrana, 

ya que se haran más anchas o más angostas con el calor 

del. autoclave .• 

AJ.macenamiento.. Para tener un adecuado almacenamiento 

se debe limpiar perfectamente la membrana, después in- · 

troducir1a en un recipiente con glicerol. al l.O '°' con 

azida de sodio o :f'oma1:il:m al l ~. introducirla sn tl:t'la 

bol.sa de polieti1eno, se11arla y mantenerla en re:f'rig~ 

ración. 
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La cel.da de filtraciónmo1ecular puede uti1i.zarse 

en diferentes fol.'1Ilas.:. 

a) Paso simple de :flujo 

b) Flujo recircul.ante 

e) P1ujo a contracorriente 

Paso simple de :flujo (figu.ra 7) 

Es el método más senci11o de uso y el más efi­

ciente en cuanto a1 aprovechamiento de l.a energía de­

sarrollada por una bomba. fil paso simpl.e de flujo se 

utiliza en procesos en forma de línea continuos. 

El sistema puede ajustarse en 1a forma que se 

dei3ee, pasando el producto a través de la celda y 

así poder obiiener el filtrado y el retenido en dife­

rentes recipientes, la muestra se pasa por la cal.da 

usando una bomba o bien presión de gas. 

F.Lujo recirculante(f'igura 8) 

En este caso es necesario usar una bomba, este 

proceso se utiliza cuando .se desea remover más flui­

do de la muestra que el que se separa por paso simple 

de la solución, a través de 1a celda de :filtración m.Q. 

1ecu1ar. 

Este proceso puede aplicarse a so1uciones muy 

concentradas o muy viscosas y obstru.yan la parte su­

perior de 1a membrana, la cual. habra que limpiar coa 

tinuamente para. que sea posible la separación de 1as 

moléculas. 
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}l].ujo a contracorriente(figura 9} 

Se emplea para la diá1isis rápida. Dos flujos 

separados circulan en direcciones opuestas, uno por 

una superficie de la membrana y e1 otro por la otra 

superficie de la membrana, e1 proceso se continUa hasta 

que se tenga la suficiente pureza. 
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Se probaron dos métodos para 1a e1iminación de 

1os pirógenos de una sustancia( Cobam.amida) que se uti 

1i.za en 1a preparación de una solución inyectable. 

a) !'i1traci.ón de profundidad 

b) ~iltración de superficie o f'i1tración molecular 

Se eligieron estos métodos ya que son accesibles . 
en e1 mercado y porque se han reportado efectivos en la 

eJ.im.inación de pirógenos .. 

1 ) Piltración de profundidad 

R1 proceso de filtración de profundidad se ef'ec­

tua utilizando una placa fi1trante del tipo EICS 2. Para 

conocer la funcionalidad del método se rea1izó una prue­

ba. a. escala piloto. 

Iaterial: 

.Portafiltro· Sartorius formato 142 

Ol.la de presión Sartoriu.s de 20 litros de capacidad 

lranómetros de 4 Kg de capao idad 

Jlangu.eras de bule de diámetro interno 8. 50 mm y 15. 56 mm 

de diámetro externo 

Tapones de hu1e del número adecuado 

'!ubo de vidrio de diámetro interno 9.40 mm y de diámetro 

externo 11. 40 mm 
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:Embudos de acero inoxidable de capacidad adecuada 

Vasos de acero inoxidable de 4 litros de capacidad 

Agitador mecánico 

Cilindro de nitrógeno 

Placa f:iltrante de asbesto del tipo EKS 2 

Matraz balón de fondo plano de 3 litros de capacidad 

Conexiones en Y de iiu.bo de vidrio con u.n diámetro in.terno 

de 9.40 mm y un diámetro externo de 11.90 mmº'~ 

Jeringas desechables de 1 y 10 ml de capacidad 

Sustancias utilizadas : 

Cobamainida 

Agua libre de pirógenos obtenida por destilación 

Lisado de amebocitos de Limulus 

Endotoxina de E. coli 

Métodos : 

~odo el material utilizado se esteriliza previa­

mente en las condiciones adecuadas para cada tipo .. 

31 material de vidrio antes de lavarlo con agua 

destilada se trata con mezcla crómica • 

.Previo a su esterilización la manguera de hule. 

los tapones de hule, el tubo de vidrio, deben lavarse 

de la siguiente forma; en un vaso de acero inoxidable 

limpio, poner la cantidad de agaa necesaria nara cubrir 

todo el material que vaya a esterilizarse, hervirlo du­

rante 10 minutos, repetir la o~eración 3 veces. 
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Rl material de vidrio se esteriliza en horno a 

300°0 durante 3.horas1 e1 material. de hu1e 7' e1 porta­

:f'iltro conteniendo la~placa filtrante se esteri1iza en 

autoclave a 121°0, l Kg de presión durante 30 minutos. 

En 1.a figura 10 se observan las conexiones efec­

tuadas, para armar el sistema utilizado en la prueba pi 

l.oto. 

Al. sistema ya armado se l.e pasan 40 li:tros de 

agu.a libre de pir6genos y se e:f'ectua. una prueba con el 

lisado de ame.b·ocitoa de Limulus a1 agua que se pasa por 

el. filtro .. Sabremos así si existen pirógenos en la es­

tructura del fil.tro, para que éste pueda utilizarse, 1a 

pru.eba debe ser negativa. a la presencia de pirógenos. 

Preparación de 1a solución a tratar. En un reci­

piente de acero inoxidable libre de pir&genos de 10 li­

~ros de capacidad, vaciar 3 litros de agua libre de pi­

r6genos, calentar a. 40°c, adicionar 2 g d.e Cobamamida, 

agitar hasta disolución completa. Con aJ'Uda de un vaso 

y un. embudo de acero inoxidable pas.ar 1.a so1ución de1 

recipiente a la olla de presión,. y pasar la muestra a 

través del. filtro u.san.do un~ presión de nitr1$geno de 

1 Kg/cm2 • Dejar pasar los primeros 1 000 .m1 recibiendo:­

los en un matraz adecuado • .A1 11.evar aproximadamente 

2 000 ml de i'iltrado, se toma una muestra de 0.1 ml va­

liendose de una jeringa de 1 m1(dividida en décimas de 

ml), y se hace una prueba de presencia de pirógenas uti 

liEando el lisado de amebocitos de Limulus. 

El resultado obtenido de esta muestra fue, posit,! 

vo a la presencia. de pirógenos. 
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Se desarmó todo e1 equipo,, se esterilizó, se cam­

bio 1a p1aca filtrante por una nueva y se efectuó 1a Prll!. 

ba por segunda ocasión. Se realizó nuevamente 1a prueba 

para detectar pir6genos en la solución filtrada ~ el re­

sultado obtenido fué, positivo a la presencia de piró-

geno s. 
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FllUIU. lle.- >O 

ltEPltESEXTACION ESCWEllATICA DEL SISTEMA 
u.Pt.EADO Ell FU.:ntACIOJll DE P:ROFUHDIDAD. 

llJ CIL!JIDjt() DE •1TR09EllO. 
tl!l MANOllETRO. 
tal OLLA DE l'RESJON SARTORlUS DE 20 LITROS DE CAPACIDAD. 
t4J llAM\JElt.\S DE CONEXIOll RAPIPA SARTOR!US. 

ti) 

wi ~LTRO SARTORIUS 142-. (CON MEMBRANA DE ASBESTO EKS 2 ). 
WJ MANOMETRO. 
171 TUSO DE VIDRIO. 
l&J •ANIUERA DE HULE. 
ltl llATRAZ IALON DE FONDO PLANO DE 3 LITROS DE CAPACIDAD. 
UOI TU90 DE VIDRIO l QUE SIRVE COMO RESPIRADERO l 
lnl TAJ'C* DE HULE. 
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2} :ril.-traei.ón de superficie o 

filtración moJ.ecuJ.ar: 

Se utilizó una ce1da de filtración mo1ecu1ar lli-

11ipore, J.a técnica se ha reportado(30) efeativa en J.a 

eliminaci6n de pirógenos de las so1uciones. 

La membrana u'til.izada en e1 estudio está consti­

tuida por po1isu1fonas y para su se1ección se siguíó el. 

sigtliente razonamiento. 

1) Observar 1a estructura de la sustancia contaminada. 

con pirógenos. 

2) CaJ.cul.ar el. peso mo1ecu1ar. Tomando como base la fór­

mula de J.a Cobamamida( :figura 11), el peso mo1ecu1ar 

de ésta es 1579.57 (31). 
3) En la tabla 1 se observa la diferencia de pesos moJ.e­

culares entre dos su.stancias pirogénicas(32,.33) y e1. 

peso mo1ecular de 1a Cobamamida. 

r&.bla 1 

Sustancias 

Pirógenos de S. typhosa 

Pirógenos de lClebsie1la 

Cobammaida 

Peso Io1ecul.¡¡r 

62 000.00 

4.71no6 

1 579.57 

4) Al. observar los J.!mites nomina1es de peso molecular, 

se ve que existen membranas con un límite nominal. de 

peso molecular de 1 000, 10 000, 25 000,100 000, y 
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l 000 000 t si se utiliza una membrana con un 1ímite no­

m.il:ta1 de peso molecular de 10 000 • Se realiza una ade­

cuada separacidn de los pir6genos y 1a sustancia conta­

minada con éstos. 
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4I. 1 

HOCH2 

FIGURA NO:- 11 FORMULA DE LA COBAMAMIDA 



Imtarw: 

Oe1da de fi1'tración molecular Kil1ipore 

Iatra~ balón de fondo plano de 6 litros de capacidad 

Xanguera de hul.e de diámetro interno 8.50 mm y 15.65 mm 

de diámetro externo 

~pones de hu1e del número adecuado 

Jlem.brana Mill.ipore de LHII de 10 000 

011a de presión Sartorius de 20 litros de capacidad 

Cil.indro de nitrógeno 

a:anómetros de 4 Kg de capacidad 

!ubos de vidrio fonnando una ~. con dirunetro interno de 

9.40 mm y un diámetro externo de 11.40 mm 

Jlangueras de conexión rápida Sartorius 

Jlanguera resistente a al.tas presiones marca tygon 

Vasos de acero inoxidable de 6 litros de capacidad 

Jeringas hipodérmicas de 1 y 10 m1 de capacidad 

Sa.stancias util.izadas: 

Cobamamida 

Agua libre de pirógenos 

Solución :f eno1ada al 21* 
Alcohol eti1ico de 96° 

Jfezcla freón-óxido de etileno( 80/2~) 

G1icerina a1 10 ~ 

Lisado de amebocitos de Limulus 

Endotoxina tle E.coli 
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Antes de iniciar 1a prueba, e1 material da vidrio 

debe lavarse con mezcla crómica, esterilizarse en horno 

a 300°0 durante 3 horas, el materia1 de hule y los tapo­

nes se lavan de manera semejante a la indicada en la pru.~ · 

ba de filtración de profundidad. 

Se arma el sistema de fi1tración inolecul.ar con una 

sola membrana{ LNPJl 10 000 ) , para l.levar a cabo una p:ru_!t 

ba a escala piloto, quedando el sistema como se muestra 

en la figu.ra 12. 

3)' Xétodo empleado en 1a prueba piloto : 

Antes de iniciar la pzueba debe probaroe la inte~ 

dad de la membrana. Esta pru.eba se real.iza en 1a forma Si­

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

presentar un burbujeo bajo, cuando se presente un burbu­

jeo a1to, 1a membrana tiene una faJ.l.a en su :in:tegridad, 

1a presión óptima de traba.jo es de o. 3 a 2 'Kg/cm.
2

• Es aco!! 

sejable no usar una presión mayor de 7 Kg/cm2• 

El sistema ya axmado se limpia de la forma siguien.-

te. 

J.) Pasar 20 l.itros de agua libre de pirógenos 

2) Pasarl.e 2 litros de solución feno1ada al. ~ 

3) Cambiar 1as mangueras de hule con las cuales sa '"traba­

jo en las operaciones anteriores por mangueras resis­

tentes a altas presiones(mangueras marca tygon). 

4) ,Conectar la manguera que resiste al.tas presiones, de 

un cilindro que contiene la mezcla freón-óxido de eti-

1.eno a la celda de filtración, y 11.enarla con la mes­

cla de gases ha!tta tener una presión de l. Kg/cm2• 



5) Cerrar l.as válvulas de salida de la ce1da para que se 

quede oon e1 gas a. esa presión durante 10 horas. 

6) La..var la ce1da con 20 litros de so1ución a1cohÓ1ica. 

a1 20 ~ para eliminar la soJ.uci&n feno1ada y 1a mez­

c1a freón-óxido de etileno• 

7) Lavar 1a oe1da con 20 litros de agua libre de piró­

genos. 

8) Hacer una prueba de ausencia de pirógenos va1iendose 

del lisado de amebocitos de Limu1us, tanto para e1 fil. 

trado como para e1 retenido. El. resultado de esta pru~ 

ba.debe ser negativo para poder continuar con el proc!t 

ao. 
Estando la ce1da. de filtración estéril y 1ibre de 

pirógenos se prepara. la..so1ución con l.a sustancia a tratar. 

Ea. un vaso de acero inoxida.b1e de 6 1i"tros de capa­

cidad, agregar 3 litros de agua 1ibre de pirógenos, adi­

cionar 2 g. de Cobamamida, agitar hasta disol.ución compl.~ 

ta. Va.ciar la so1ución a la ol1a de presión con ayuda de 

un embudo y un vaso de acero inoxidable de capacidad ade­

cuada. La. solución se pasa por la celda de fi1tración ~ 

donde se fonna~ e1 retenido y e1 filtrado, despu.és de h.!!:, 

ber pasado aproximadamente 2 litros de so1ución, tomar 

una muestra tanto de1 retenido como del filtrado y hacer 

una pru.eba para detectar pirógenos, los resu1tados obte­

nidos se muestran~ continuación. 
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.Fracción de la solución 

filtrada 

Retenido 

Filtrado 

.Resultados de 1.a 

prueba de presencia 

de pirógenos 

Positivo 

Negativo 

Conociendo que en el retenido deben estar 1os pi­

rógenos y en el filtrado no deben existir éstos, se ob -

serva que este método si proporciona una solución(fi1t~ 

do) libre de pirógenos. 

La celda se desmontó y se 1avó completamente para 

repetir la pru.eba, los resu.1tados obtenidos fueron 1os 

siguientes. 

Fracción de la solución 

filtrada 

Be tenido 

l'iltrado 

Resultados de la 

prueba de presencia 

pi.rÓgenos 

Positivo 

Negativo 
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t2"J 

Fl.awtA No:- 12 

lt!PRESENTACION DEL SISTEMA DE FILTRACION 
MOLECULAR UTILIZADO EN LA PRUEBA PILOTO, 

1 l J CELDA DE FILTRACION MOLECULAR. 
cz.1', 1". l"') MANOMETROS DE 4 Kg./ca~ DE CAPAC!DAO. 
i3 i M!:lllRAMA DE FILTRACION MOLECULAR CON LNPM 10,000 
l4.4') MAN8UERAS DE CONEXION RAPIDA SARTORIUS. 
l &J OLLA DE PR!SION SARTORIUS. 
t•l CJLJHDftO DE NITROGENO. 

Nz 

te> 

l7. 7'1 MATRAZ BALON DE FONDO PLANO DE e LITROS DE CAPACIDAD. 
1a.a•1 TUISOS DE VIDRIO EN FORMA DE "T". 
{g~g• J MANGUERAS DE HULE. 
uo.10•1 TAPONES DE HULE. 
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Los resultados de 1a prueba piloto fu.eron satis­

:factorio.s por lo.que se preparo todo e1 materia1 para 

e:f'ectuar e1 proceso a 4 )ESCALA. INDUSTRIAL • 

llaterial! 

Ci1indro de nitrógeno (1) 

(2 ,2 • ., 4 manómetros de 4 Kg, de capacidad 

2 ollas. de presión Sartorius de 40 1itros de capa~i-

dad 

ltangueras Sartorius de conexión rápida 

2 portafi1tros Sartorius :formato 293 

2 prefi1tros Sartorius :formato 293 

2 membrañas :filtran'tes :formato 293; o.a micras 

2 membranas filtran:tes .formato 293; 0.45 micras 

2 membranas filtrantes f'o?mato 293; 0.22 micras 

Kanguera de hule de diámetro interno 8. 50 mm y 

diámetro externo 15.65 mm 

.Balanza de 50 Kg de capacidad 

Ia~raz de 3 litros de eapaeidad 

Ce1da de fil.tración molecular Ii1lipore 

cartucho con membranas de un LNPH de 10 000 

hbo de vidrio de diámetro interno 9.40 mm 

y diámetro externo 11..90 mm 

Ge.rrafón de 40 litros de capacidad 

(3 ,3'} 

(4,4 t) 

(5, 5.) 

(5' 5.) 
(5 ,5.) 

(5,5.). 

(5,5') 

(9) 

(10} 

(11) 

(12) 

Recipiant:as de acero inoxidable de 50 litros de capaci -

dad. 

Bmbudos de acero inoxidable 

Vasos de acero inoxidable de 4 litros de capacidad 

Mangueras resistentes a al.tas presiones marca Tygon. 
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Los númexos entre parentesis indican las partes 

corre s:pondiente·s en XR -f'ig.J.ra 13 .. 

Sustancias utilizadas: 

Cobamamida 

.!gua libre de pirógenos 

il-coho1 etilioo de 96° 

Jf.ezcla de gases :freón-óxido de etil.eno (80-2~} 

Gl.icerina al 10 ~-

Solución f eno1ada al 2 -}; 

Lisado de ameboci-tos de Limulus 

:Endotoxina de E,coli 

Jlétodo: 

A1 tener e1 sistema armado queda como se muestra 

en 1a figura 13. 

La ce1da de filtración se limpia como se indica a 

continuación. 

1) Pasar 40 litros de a.gna estéril. y l.ibre de pirógenos 

2} Pasar 20 l.i"tros de solución :feno1ada al 2 1' 
3) Cambiar 1a .manguera de hule con 1a -cual se realizarón 

1.as operaciones anteriores por :manguera resistente a 

altas presiones( manguera marca lfygon) 

4) Conectar 1a mangu.era resistente a a1. tas presiones, de 

la celda de filtración a un cilindro conteniendo freón­

óxido de eti1eno (80-20,&) 

5) LLenar 1a celda con gas hasta alcanzar una presión de 

l Kg/cm2 
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6) Cerrar 1as válvulas de la celda y dejar ésta llena de 

gas a esa prtsión durante 10 horas 

49 

7) Lavar la celda con 40 1itros de solución a1cohÓlica(2~) 

8) Lavar 1a ce1da con 40 litros de agu.a libre de piróge­

nos 

9) Ha.cer una prueba de presencia de pirógenos. Tanto al 

fi1trado como al retenido, 1oa resultados obtenidos se 

muestran a contimlación. 

11racción de la solución 

filtrada 

Retenido 

:Pil:trado 

Resultado de la prueba 

de presencia de pirÓ­

genos 

Positivo 

Negativo 

Al tener el equipo estéril y libre de pirógenos 

se procede a preparar 1a solución a tratar. 

En un recipiente de acero inoxidable de 50 litros 

de capacidad, poner 25 litros ~a-ta agua libre de pir6genos, 

calentar a 40º0, adicionar 0.5 Eg.de Cobamamida, agitar 

m.ecanicamente hasta disolución compl.eta. Aforar a 36 li­

~ros con agua libre de pirógenos, continuar la agitación 

hasta tener una solución homogénea. 

Con ayuda de un embudo y un vaso de acero inoxida­

ble vaciar 1a solución a la ol1a de pre::Jión, l.a muestra 

se pasa por e1 primer fil.tro(pun.to A figura 13) por media 

de presión con nitrógeno, esta solución se recibe en una 

olla de presión ( punto B figura 13), pasandola en segui­

da por la celda de filtración molecu1ar(punto C figura 13} 



y luego por un segundo filtro (punto D figura 13), pa­

ra ser recibida finalmente en el garrafón estéril y li 

bre de pirógenos (punto E figura 13). 

Para comprobar la ausencia de pirógenos se tomó 

una muestra entre el filtro D y el garrafón E (figura 

13), se efectuó la pru.eba de pirógenos usando lisado de 

amebocitos de Limulus, el resultado obtenido fué. 

Fracción de la 

solución filtrada 

Retenido 

Filtrado 

Resultado de la pru.eba 

de presencia de piró­

genos 

Positivo 

Negativo 

Una vez terminada la filtración, se desconectan 

los filtros y se lava la celda como se mencióno anterior 

mente, dejandola lista para otra prueba. 

La técnica de filtración molecular se repitio por 

tres ocasiones, la presión utilizada durante la prueba 

fué, en la olla de presión (3' figura 13) 2 Kg/cm2, míe!!_ 

tras que la registrada en el manómetro de la celda de fil 

tración molecular 1 Kg/cm2 (9 figura 13). 
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FIGURA Ne>.:-13 

REPRESENTACION DEL PROCESO 01! FILTftAClON MOLECULAR 
A ESCALA INDUSTRIAL. 

(El 



RBSUL~ADOS: 

Los resuliiados de la prueba de presencia de piró­

genos se obtuvieron por dos métodos. 

a.) Por reacción térmica en el conejo 

b) Empleando el 1isado de am.ebocitos de L:imulus 

En el cuadro l. y 2 se incluyen los resultados de 

la prueba de pirógenos empleando el método de reacción 

térmica en el conejo. 

En el cuadro 3 se presentan los resultados obte­

nidos de la pru.eba de pirÓgenos uti1izando el 1isado de 

amebocitos de Limulus. 
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CUADRO 1 

RESULTf.DO DE LA PRUEBtl DE P lROGENOS ANTES DEL PRflCE50 ni;: "!!. TRACION ~.:'~ECULAíl 

REG.DIARIO DE TE!-:P PESO TEf':PE:iFiTURA TEFFE:Rr\TURA TE~::;:ERATURA TE~·~PER P. TU~!\ :-:E5UL rm:;r-

1Ef~OIA 2i:: DIA Kg INICIAL 1ª HORfi 2ª HORA Jª HORA HlCRE!"E":T'.'l 

TEMP. HORA TEMP. HGílA Tt:t~?. HORA. Ti:~~P. ft,.,.~<1111 ...,.... "'r' .... 1!'1.":ll. e: .... 
U:t.¡. •'""' ve. l C.1'11"". .... 

PRIMERA PRUEBA 

39.4 39.3 2.1 39.3 12.30 39.5 13.30 39.9 14.3G 4:.o 15 .. 3: G.7oºc 

39.4 39.3 2.5 39 .. 4 12.30 39,.6 1~ .. :m 4u . .-::: 14.30 39.8 15.3ü o.6o 0 c 
39.1 39.0 2.0 39.1 12.30 39 .11 13 .. 30 39.7 14.30 '3?.7 15. 3:.3 o 

..J!!.§~_c;__ 
1 soºr. 

SEGUNDA PRUEBA 

39.3 39.2 1.7 39.3 12.50 J9.7 13.50 39.9 14.5;) ;?.7 15.Su o.6o0 c 

39 .. 3 39.2 2.3 39 .. 3 12.50 39.,7 1).50 39.9 14.50 39.7 15.50 o.6n°c 

39.3 39.2 1.8 39.3 12.50 ~9.6 13.50 39.9 14.53 ?9.9 15.50 -~oºc 
1 ~ººe .cu 

TEílCERA PRUEBtl 

39.1 39 .. 0 2 .LJ 39.1 12.cm 39.i+ n.rio 3? • ., íl1.GO :::c.7 15.·:::;i e .6o0 c 

39.4 39.3 2.3 39.4 12.GO 39 .. 6 1J.QO i;:.:,; 14.GO :;9.,a 15 ....... 3 o 0.60 e 

J9.4 }9.J 2.4 39.3 12.0ú 39 .. 5 n.cc 39.9 14.CC 4::..o 15.Ul ri.1oºc 
o '1.90 ¡; 

-" "1'!!i ... 
e.., 



RESULTADO DE l'1. PRUEBA DE PIROGENOS CESPliES DE Fil TRf1DA Y LICfil IZADA LA CGSA•-·t1¡~IDA 

REG.DIARIO DE IEMP PESQ TEMPERATURA TEf~PEflii TURA iEMPERATURA TEMPERATURA RESULrz;o:¡ 

'rc-R•DIA 2o DIA Kg HHCIAL 1ª H!~RA 2ª H(t~ri 3ª Hflfüj, IMCRC.~11<,T~ ..... 
TEMP. HORA TEMP. P:JP.A TEMP. HDRA TEMP. ~HaRn DE "r._,.,_ e~ 

~ ~ ~.J .. 

PRIMERA PRUEBA 

:.>9 .. 0 39 .. 0 2 .. 3 39.,0 1o.4:~ 38.8 11.40 38.9 1:'.40 39.0 i3.40 o.oac:: 

39.0 39 .. 0 2 .. 3 38.9 10.4ü 39 .. 1 11.48 39.0 1~ .. 40 39 .. 0 1:3 .. 40 o.2oºc 

39 .. 1 39.1 2.0 39.1 10.4u 39 .. 1 11.4G 39.2 12.43 39.2 13 .. 40 o .10ºc 
o .Joº:: 

SEGUNDA PRUEBA 

39.3 39.3 2 .1 39 .1 11.4g 39.2 12 •. 40 39.2 13·.40 39.1 14.40 c. rnºc 

39.7 39.6 1.7 39.8 11 .43 39.S 12.40 39.B 13.40 39,B 14.4G o.oaºc 

39.0 39.G 2.0 '.;9.0 11 .J~ -- :w.1 12.40 39.0 13.40 39.1 14.4!J O.'iO~~ 

o.2nº::: 

TERCERA PRUEBA 

3?.6 31¡.5 1.9 39.4 10.23 39.4 11.20 39.5 12 .. 2G 39.7 : 3.2:? o.3c0 c 

39.5 39.4 1.6 39.6 10.2: 39.4 11.20 ~9.5 ~2.20 39.5 13.20 u.oo.ºc 

J9.0 39.0 2.0 39.0 10 .. 20 39.0 11.20 39,.1 12.:1;] 39.1 13.20 G .1nºt 

o.4c0 c 
'-1'! 
~ 



CUADRO 3 

Resultados de la piueba de presencia de pir&genos 

empleando el lisado de amebocitos de Limulus. 

Besul.tados de la p:ru.eba de pirógenos antes del. PX"2., 

ceso de :filtración .molecular. 

Pruebas al. retenido 

Primera prueba Positivo 

Segunda prueba Positivo 

!ercera prueba Positivo 

Pru.ebas al fil.trado 

Primera prueba Positivo 

Segunda prueba Positivo 

!rercera prueba Positive 

Besultados de la prueba de pirógenos después de f:i.1 

trada y 1iofilízada la Cebamamida. 

Pru.ebas a1 retenido 

Primera p:nieba Positivo 

Segunda pzueba Positivo 

!arcera prueba Positivo 

Pruebas al fi1trado 

Primera pr11eba Negativo 

Segunda prueba Negativo 

~ercera prueba Negativo 
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Se consideró importante conocer la variación del 

flujo de solución filtrada con respecto al tiempo, man­
teniendo constante la presión, para saber sí existía s~ 

turación en la parte exterior de 1a membrana. 

Para obtener estos valores se tara la olla de pr~ 

sión, a ésta se le suma el peso de la solución, cada ho­

ra se ca1cu1a el peso de la solución filtrada, 1os resu1 

tados obtenidos se muestran a continuación. 

Hora la Prueba Kg 2a Pru.eba Kg 3a Prueba Jrg 

de filtrado de filtrado de filtrado 

la Hora 5.5 5.6 5.5 
2a Hora 6.0 5.9 5.6 
3a Hora. 5.5 5.5 5.9 
4a Hora 6.4 6.4 7.1 
5a Hora 5.9 6.0 6.0 

6a Hora 1.2 7 .. 1 6.4 
6 Horas 36.5 Kg 36.5 Kg 36.5 Kg 

Al revisar los resu1tados para cada hora, se ob­

servan ligeras variaciones entre uno y otro, o sea que . 
no se mantiene constante el flujo de la solución filt~ 

da. Esto es debido a la saturación de la parte exterior 

de la membrana por las moléculas de alto peso molecular, 

sin. embargo la saturación de la membrana se elimina al 

abrir 1a válvula con la cual. se permite sa1ir al reteni­

do de la celda de fil.tración molecular. 
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RESUMEN: 

Dentro de las formas farma~éuticas se encuentran 

los inyectables, los ~uales presentan ciertas ventajas 

sobre las otras formas farmacéuticas (tabletas, grageas, 

suspensiones, etc)~ Por ejemplo, para su administraoién 

•o es necesario que el paciente este consciente y ejercen 

más rápidamente su efecto terapéutico, puesto que son ad­

ministrados directamente al. organismo superando sus defe!, 

sas primarias. 

Aunque presentan ciertas desventajas con respecto 

a las formas fa:rmacéuticas antes mencionadas como por 

ejemplo, mayor riesgo de contaminación, procesos y áreas 

de elaboración más sofisticados y como consecuencia más 

costosos, por lo tanto es necesario un control. mny estri.2., 

to sobre su elaboración, pues se puede presentar una conta 

minación física, química o bien microbiológica, aunque és -

tas pueden ser eliminadas siguiendo en forma. correcta las · 

EUENAS P.RAC!fIOAS DE l'fANUFACTURA. 

Los pirógenos son producto de1 metabolismo de las 

bacterias, en espec:ial de las bacter:ias gram negativas. 

Como consecuencia de una contaminación microbioló­

gica se encuentran los pirógenoe en las sol.uoiones inyec­

tables acuosas. 

En e1 presente trabajo ~e hace referencia al estu­

dio comparativo de dos métodos para eliminar pirógenos 

presentes en una materia prima (Cobam.am.ida) utilizada en 

l.a elaboración de un inyectable. 

La presencia de los pirógenos en las soluciones 

l.nyectables acuosas puede ser determinada por cualquiera 

de los siguientes métodos; 
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a) Reacci6n té:rmica en el. conejo 

b) E:npleandG el. lisado de a.mebocitos de Limulus 

e) Conteo de glóbulos blancos 

Una vez determinada la presencia de las endotoxinas 

e pirógenos en la materia prima debe eliminarse. 

En la literatura se encuentran nombrados una serie 

de métodos que pueden ser empleados, dependiendo de las 

propiedades fisicoquímicas de las preparaciones en cuestión, 

ejemplo de estos métodos son: 

a) Fil trae ión de profundidad 

bJ Filtración de superficie 

e) Uso de carbón activado 

d) Osmosis inversa 

e} :Resinas de intercambio iónico 

otros métodos usados con menor frecuencia son: 

:fj El.ectroósa.os:i.s 

g) Radiación gamma 

h} Tratamiento con HCl o NaOH 

i} Ultrasonido 

j) Quelación con polivini1pirro1idona 

k) Tratamiento con peróxido de hidrógeno 

Los métodos yrobados en el estudio son; 

a) Filtración de profundidad 

b) Filtración de superficie o filtración molecular 
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Kl método de filtración de profundidad fu.é pro-

bado utilizando una membrana constituida por fibras de 

asbesto cuyo nombre comercial es EKS 2 , es:ta placa 

filtrante, puede mediante un proceso de adsorción eli 

minar a 1os pirógenos de la solución filtrada, al em­

plear este método no se llevo a cabo la eliminación de 

los pirógenos de la muestra tratada. 

El segundo método fué filtración de superficie 

~ filtración molecular, esta técnica lleva a cabo la 

eliminación de los pirógenos utilizando una celda de 

filtración la cual se usa con membranas constituidas por 

polisulfonas, con un tamaño de poro tal que se pueden 

separar moléculas tan pequeñas como la vitamina B121 

Jgn9leando esta técnica se logró la eliminación 

de los pirógenos de la muestra tratada. 
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CONCLUSIONES: 

Al realizar las pruebas de presencia de pirógenos 

con los métodos: 

a) Reacción térmica en el conejo 

b) Empleando el lisado de amebocitos de Limu1us 

Estos presentan una relación entre ambos: 

1. Porque cuando la materia prima presenta pirógenos, és­

tos se pueden detectar por cual.quiera de lo.s dos métodos. 

2. Ouando ya no existen pir6genos en la materia prima, los 

dos métodos dan negativos a la prueba de presencia de pi 

rógenos. 

3. La técnica de filtración de profundidad aunque está re­

portada como un método efectivo para la eliminación de 

los pirógenos, para este estudio en particular no dió r~ 

sultado, pues 1os datos de 1a prueba de presencia de pi­

rógenos así lo demuestran. 

4. La técnica de filtración molecular se ha reportado efe~ 

t.iva en la elimiJl.aci.ln de pircSgen.0s de las s•luciottes 

inyectables; con base a los resu1tados obtenidos, se 

puede afirmar que la t~cnica de filtración molecular 

tiene l.a capacidad de el:im.inar 1os pirógenos de la SllS­

tancia tratada. 

5. La técnica es recomendada para aplicarla en :productos 

que presenten condiciones semejantes. 

r 
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