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INTRODUCCION

Una de las caracteristicas indispensables de una -
solucién parenteral es la esterilidad, é&sto es, la ausencia -
absoluta de cualquier microorganisme viviente, Para obtener -
una solucién libre de microorganismos vivos es necesario —----
someterla a un proceso de esterilizacidén; entre los procesos
de esterilizacidén mds empleados se encuentra el que utiliza -
calor humedo dentro de autoclaves. Desafortunadamente, no ---
todos los principios activos de las soluciones inyectables --

son estables al calor.

Cuando se encuentra ante una solucidn con uno o ---
varios principios activos termoldbiles, la opcidn mids segura
para su esterilizacidn es la filtracidn por membrana, la cual
constituye un método de esterilizacién en "frio" que no alte-
ra quimicamente a la solucidn, presentando la ventaja adicio-
nal de la eliminascidén de materia particulada extrafia que sea
de un tamafio mayor a la del didmetro de poro empleado. Por lo
antes expuesto, la filtracidn por membrana puede considerarse
como el método ideal de esterilizacibn de soluciones inesta--

bies al calor.

Por otra parte, se debe recordar que la filtracién
no estd sujeta a los parémetros exactos de tiempo-temperatura

como sucede en los procesos de esterilizacidn por calor, por



lo que es dificil de una manera prdctica, asegurar que real--
mente el proceso de filtracidn estd esterilizando, y por lo -
tanto, el nivel de confianza en la esterilidad es mas contro-
vertido., La validacidén es un proceso que permite resolver ---
esta controversia de una manera adecuada., Validar un proceso
quiere decir "darle fuerza, firmeza o confianza" y en este --
contexto se considera que un proceso estd validado cuando los
resultados de estudios apropiasdos demuestran que el proceso -
produce el efecto deseado al realizarlo y lo hace de una mane-
ra reproducible y suficientemente homogénea (6), para este --
caso, que la filtracidn proporciona el grado deseado de con--

fianza en la esterilidad.

Otro factor importante a considerar, el cuasl demues=~
tra una vez mis la necesidad que existe de validar el proceso
de filtracibn, es el hecho de que actualmente el método emple-
ado para verificar la esterilidad de un lote de productos ---
parenterales, es la "Prueba de Esterilidad", la cual no cons-
tituye una evaluacién de la efectividad del proceso de este--
rilizacidén en sf misma, sino mhs bien una "indicacién" de que
el proceso se ha realizado satisfactoriamente (54), esto se -
debe a que la prueba se realiza en muestras tomadas aleatb---
riamente, con el consecuente error que esto implica. Finalmen-

te, no se debe olvidar que para garantizar la completa este--



rilidad de un lote, serfa necesario realizar la prueba de ~--
esterilidad en cada una de las piezas del lote, Ivo cual es ~-
impesible desde todos los puntos de vista, Reconociéndose por
tanto, la confianza que proporciona la validacidén al proceso

de filtracién,

El objetivo del presente trabajo es preseatar un =--

programa para validar el proceso de filtracién por membrana.

Cabe hacer notar que los conceptos y métedos aqui ~
presentados no intentan ser considerados como estdndares para
validar un proceso de filtracidn estéril, que el programa --~
aqui presentado sblo es reproducible bajo las condiciones que
se mencionan, y se reconoce ademds, que existen otros métados

técnicamente equivalentes para alcanzar este propésito,



CAPITULO I

GENERALIDADES

Una solucién parenteral se define como aquella so-
lucién que se encuentra estéril, libre de materia particulada
y libre de pirdgenos (34).

El término estéril es absoluto y se define como la
auysencia total de microorganismos vivos, y nunca debe ser --

usado o considerado de una manera relativa come parcinlmente

estéril o casi estéril,

La materia particulada se refiere a las substancias
méviles, no disueltas, presentes involuntariamente en un pro-
ducto parenteral.

Los pirdgenos se definen como productos metabélicos
de microorganismos vivos, o los mismos microorganismos muer-
tos, que causan una respuesta pirética especifica por inyec-
cién. Estos se presentan cuando se permite el crecimiento de
los microorganismos.” Quimicamente se les considera como lipo-
polisacaridos, solubles en agua pero insolubles en solventes
orgdnicos (54),

De lo anterior se deduce que existen tres clases -
generales de contaminantes a considerar en una solucidn ----
parenteral: las impurezas disueltas (entre las que se encuen-
tran los pirbgenos), los microorganismos (formadores de pird-

genos) y la materia particulada.



Las fuentes principales de contaminacidén deben ser
reconocidas y consideradas cuando se fabrican soluciones ----
inyectables, para evitarlas. las Buenas Practicas de Manufac-

tura son una herramienta indispensable en este caso.

Métodos Generales de Eliminacidn de Contaminantes

Los métodos empleados para eliminar un tipo parti--
cular de contaminantes no sélo dependerd de la naturaleza de
los contaminantes, sino también del nivel de pureza desecado.
Si el producto debe ser estéril, alin la presencia de un micro-
organismo viable representa un fracaso, debido a que puede --
reinfectar el liquido rapidamente (14).

Las impurezas orgénicas disueltas en agua es posi--
ble eliminarlas con mayor efectividad mediante Gsmosis inver-
sa o filtracién a través de carbén activado, mientras que los
agentes inorgénicos disueltos pueden eliminarse por 6smosis -
inversa, destilacién o intercambio idnico (l4).

Los microorganismos deben tratarse de diferentes -~-
maneras, Sin embargo los métodos mids seguros para obtener ~--
fluidos estériles son el calor (seco o humedo), la esteriliza-

cidén quimica y la filtracién a través de membranas (14).
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La filtracidn es {recuentemente el método de elec-
cidén para la esterilizacidn de soluciones que son quimica o
fisicamente inestables en procesos de esterilizacidbn termi--
nal, En muchas aplicaciones la filrracidn se aproxima a la -
técnica de esterilizacién ideal., Esta puede proporcionar un
alto grado de confianza en la esterilidad sin la degradacién
quimica que de otra manera alteraria el filtrado (1).

La filtracibn esterilizante se utillan comiinmente
en la industria farmaceltica para procesos en los cuales las
soluciones de producto final o los vehiculos para suspeusio-
nes se esterilizan por filtracidn previo & un proceso de lLle-
nado sséptica., Otros pasos de manufactura aséptica, tales -~
como la adicidn de un material insoluble para formar una ~--
suspensidn, pueden llevarse a cabo entre la filtracidn y el
llenndo. Otro proceso que comiinmente utiliza la {iltracién ~
esterilizante es la filtracidn de soluciones quimicas a gra~
nel previo a un proceso de cristalizacidn aséptica pars eli~
minar la posibilidn? de que los organismos queden ocluidos ~
dentro de los crigtales {1).

La filtracidn también elimina a las células micro~
bianas como fuente de suystancias pirdgenas (14},

Una vez que la solucidn del producto ha sido prepa-
rada, ésta debe filtrarse., El objetive primario de la filtra-
cidn es clarificar la solucién. A un alto grade de clarifica~

cién se le denomina "pulir” la solucién., Este término se ---
P



aplica cuando la materia particulada que se remueve es de --~
aproximadamente 2 micras de tamado. El paso siguente, la -=-
eliminacidn de la materis particulada de hasta 0.2 micras de
tamafio, eliminard los microorganismos y completard la este-
rilizacibn "fria”. Una solucidn que tiene un alto grado de -
nitidez imparte la impresidn de alta calidod y purezu, ca--

racteristicas deseobles pars una solucidn parenteral (15},

MEDIGS DE FILTRACION

En microfiltracién critica - se entiende por micro-
filtracidn critica la técnica en la cual se utilizan filtros
de membrana microporosa, los cuales pueden climinar bacterinsg
y otras particulas microscbpicas en suspensidn de un liquido
que pasa a través de &éstos -, el &xito depende a menudo de -
sutiles diferencias-en las caracteristicas de los filtros.
El farmacéutico debe por lo tanto, conocer algo respecto de
estas diferencias y de las formas en que pueden asfectar sus
resultados (14).

Todos los medios para filtrar pertenecen a una de
dos clases, los de '"profundidad' y las de "tamiz", lLas dos --
brindan ventajas importantes y las dos tienen determinadas -

limitaciones, Afortunadamentc para el ususrio ambos tlpos --



tienden a complementarse. Cuando se efectfian microfiltra-
ciones criticas, la eleccidn Gptima suele ser casi siempre -
una combinacidn de ambos (14).

Los filtros de profundidad han adquirido ese nombre
debido al hecho de que la filtracién se produce principalmen-
te dentro de las profundidades de la matriz del filtro. Estos
filtros estan constituidos por fibras y particulas orientadas
al azar, las que se han prensado,enrollado, o unido de otra-
forma entre si, formando una masa tortuosa de canales de ---
flujo. El entrampamiento ocurre cuando una particula menor a
las dimensiones del canal, se comienza a depositar en una di-
reccidn o a formar una capa dentro del canal. La estructura-
porosa de un filtro de profundidad no es regular ni definida,
razbén por la cual no es posible determinar su eficiencia de-
retencién en términos absolutos, Los filtros de profundidad-
reciben, en cambio, una capacidad nominal, que se determina-
experimentalmente luego de su fabricacién ( 14, 15),

En la industria farmacefitica los filtros de profun-
didad que se utilizan en combinacidn con las membranas se les
conoce con el nombre de "prefiltros".

Entre las ventajas que acreditan los filtros de --
profundidad debe incluirse su gran capacidad para retener --
impurezas en suspensidn y por lo tanto su capacidad para pro-
cesar fluidos muy contominados por particulas. Por el lado =

negativo todo medio de filtracidn en profundidad puede absor~



ber y retener un volumen relativamente elevade del producto,
lo que constituye un serio problema cuando se trata de una ~
solucién valiosa (14).

Los filtros de tamiz han sido denominados de esta
manera debido a que retienen a las particulas sobre su super-
ficie "tamizéndolas", es decir, separéndolas fisicamente del
liquido, de manera similar al colador comin de cocina. La --
retencidén, mds que un fendmeno de profundidad, es un fendme-
no de superficie, La estructura es de manera normal rigida,-
uniforme y continua. El tamafio de los poros se predetermina-
para cada procesamiento.

La caracteristica mis valiosa de un filtro de tamiz
esta constituida por su facultad de retener absolutamente to-
das las partfculas sobre susuperficie, .tanto las bioldgicos-
como las no biolégicas, mayores que un tamaiio predeterminado,
Algunos ejemplos de medios de filtracidn de este tipo son los
tamices de vidrio, reticulado de dacrén, y de particular ip-
terés para la microfiltracién critica, los filtros de mem---~
brana,

El tamaiio y la uniformidad de la abertura de los -
poros en un f{iltro de tamiz pueden ser predeterminados con -
precigién y tombién pueden ser controlados con precisibn,

Entre las ventafas de los filtros de tamiz se in--

cluyen las siguentes:

- Eg un filtro absoluto cuya cficiencia no la afectan las va-



riaciones en la velocidad de {lujo o diferencias de pre--
sién,

-~ La estructura es homogénea y continua; por lo tanto, no -
se produce migracidn del medio a la solucidn,

- Debido a su drea de superficie interna baja, los filtros

tamiz absorben muy poco de una solucion,

Debido a que la retencidén se encuentra limitada --
casi por entero a la superficie y no a lu profundidad de la
matriz del filtro, un filtro de tamiz posee una capacidad de
retencidn de particulas en suspensidn relativamente reducida,
Tanto los materiales gelatinosos, como un fluido muy contami-

nado con particulas, lc bloquearad con rapidez (14).

FILTROS DE MEMBRANA

Los filtros de membrana actfian en particular como
filtros tamiz microporosos que retienen sobre su superficie
absolutamente todas las particulas y microorganismos mayores
que el tamaifio de poro establecido (14).

Aunque los filtros de membrana han sido producidos
por mis de 100 afos, éstos no fueron usados ampliamente en--
los Estados Unidos de Norteamérica sino hasta después de la

Segunda Guerra Mundial, De acuerdo con unm reporte de ==-~-—--



Goetz,cit por, BOWMAN,F.W, ,CALHOUN M. P, y WHITE,M Microbiological

Methods for Qualitv Controel of Membrane Filters,p.222., los

alemanes hicieron un uso dramitico de ¢stos durante la gue-
rra para prevenir epidemias gue puedieran ser causadas por
la contaminacidn de los suministros de agua. Utilizando los
filtros de membrana, desarrollaron un ensayo rdpido para --
determinar la seguridad en los suministros piblicos de agua
después de los bombardeos. BOWMAN,op.cit,p.222,

La tecnologia para la produccidn de los filtros =~
de membrana fue posteriormente llevada a los Estados Unidos
de Norteamérica donde, bajo el patrocinio del U.S, Department
of the Army, se realizaron investigaciones extensivas sobre
su produccidn. Esta investigacidn resultd en los procedimien~
tos précticos para su produccidn comercial, Los [iltros ---
fueron producidos de un &ster de celulosa en hojas con un -
espesor aproximado de 150 micras. Los tamafios de poro fueron
predeterminados y controlados en el proceso de manufactura
Loc.cit,

En 1la década de los afios cincuenta los cientificos
encontraron innumerables aplicaciones para los filtros de -
membrana como una herramienta analitica,han sido ampliamen-
te usados en el muestreo y medicién de la materia particula-
da del aire, andlisis microhioldgicos de agua y alimentos,
diagnéstico clinico, filtracidén estéril, fabricacibén de cer-

veza y pruebas de esterilidad (45),



Hoy en dia los filtros de membrana se usan casi ex-
exclusivamente para la filtracién de soluciones parenterales.
Su efectividad en la retencién de particulas, tasa de flujo,
no reactividad (inercia quimica), control de su integridad --
antes y después de la filtracidn y caracteristicas de destruc-
ci6n justifican su uso y la exclusién de muchos otros tipos,
Los filtros de membrana se fabrican en diversos materiales ~--
polimeros diferentes que proveen un amplio rango de propieda-
des y compatibilidades quimicas; entre los materiales mis ---
usados se encuentran: acetato y nitrato de celulosa, polite--
trafluorocetilena, poliamida, cloruro de polivinilo, nylon, =--
etcetera (14,15).

Los filtros de ésteres de celulosa (acetato o ni---
trato) son los mds comunmente utilizados, proveen un material
filtrante versftil y uniforme para todas las microfiltraciones
criticas excepto en las que se requiere temperaturas superio--
res a 75°C, o cuando se trata de filtrar cetonas, esteres, —--
nitroparafinas, o dcidos y dlcalis fuertes (14,56).

Los filtros de membrana se encuentran en el mercado
como discos y cartuchos. La eleccidn de la configuracidn de -
filtro apropiada depende de la aplicacidn especifica que se -
darda al mismo. Al seleccionar entre un filtro en forma de dis-
co o de cartucho, es de fundamental importancia la velocidad
de flujo por unidad de tiempo deseada para la solucién en --

cuestidon, Los filtros ,en forma de cartucho proveen velocida~

des de filtrado mayores que los que tienen forma de disco (14,15),



TAMARQ DE POROS DE LOS FILTROS DE MEMBRANA DISPONIBLES

Los filtros de membrana pueden obtenerse em un am~
plio intervalo de tamaio de poros que van generalmente de 14 mi~
cras a 0.025 micras. Para esterlizaciones "frias" se reco--
wienda un filtro de membrana cuyo tamafo de poro es de 0,22
micras, aunque un tamafio de poros de 0.45 micras retendrd a

a lo mayoria de las especies de microorganismos (l4),

PREFILTRACION

Para alcanzar un rendimiento Gptimo, un filtro de
membrana se encuentrs generalmente precedido por un filtre -
de profundidad de tamafo semecjante. El empleo de un filtro -
de profundidad preyiu al filtro de membrana abseluto puede -
myltiplicar varias veces la eficiencia del filtro de membra-~
na. Los fluldos severamente contaminados con materia particu~
lada pueden obturar con rapidez los poros de los filtros de
membrana, en especial cuando las particulas tienen préctica-
mente las mismas dimensiones que el tamafio de los poros, es--
tas particulas sctlan como tapas. Un prefiltro elegido en --

forma adecuada es el que posee la mayor eficicncia en el ram-



go de tamaiio de las particulas que tienen mayor probabilidad

de obturar el filtro de membrana Ibid,p.888.

FILTRACION EN _SERIE

Consiste en filtrar un liquido a través de una se-
rie de filtros, cuyo timafo de poros va disminuyendo progre-
sivamente, Si se trata de discos, la 3erie suele instalarse
en un solo portafiltros. El primer filtro puede ser un fil-
tro de profundidad y los restantes, filtros de membrana, --
cada uno de los cuales posee un tamoio de poros mads peque-=
o que el que le precede.

La fiftracién cen serie es frecuentemente la nés =
econ6mica, y en algunos casos, la fnica manera de filtr;lr -
un liquido que contiene una pesada carga de material coloi-
de, Cada filtro de membrana elimina la mayor parte de los =~
s6lidos que con mayor probabilidad obturardn el filtro que
lo sigue, obteniéndose una mayor capacidad de caudal a través

de todo el sistema, Ibid.p.892.

FILTRACION CON MEMBRANA EN LA INDUSTRIA FARMACEUTICA




Hoy en dia la industria farmacefitica utiliza la fil-
tracién por membrana para la esterilizacién de soluciones ~---
parenterales, oftadlmicas, nasales, y en general toda forma de
dosificacidén estéril liquida, que no pueda ser esterilizada -
por medio del calor himedo,

Actualmente el equipo para utilizar los filtros de
membrana sc encuentra estandarizado. Para el caso de membra-
nas en forma de disco - usadas c¢n la esterilizacidn de paren-
terales de pequefio volumen - , que son objeto de este estudio,
encontramos que en la industria farmacefitica los didmetros -
estandar para uso industrial son: 142 y 293 milimetros de --
didmetro en el caso de discos; y 10 pulgadas de altura para -
el caso de cartuchos. Dichas membranas son instaladas dentro
de una carcasa llamada portafiltros o portacartuchos, sepln -
se trate de discos o cartuchos.

Las carcasas estén construidas de un acero inoxida~
ble el cual se puede sanitizar facilmente, se trata de acero

inoxidable tipo 316.



F1LOSOF14A E A VALIDACION

Validacién y validar; un proceso, una maquina, un
método, se ha convertido hoy ¢n una cxpresion comlin de nues-
Ltro lenguaje técnico ¥ en cste caso como una palabra perfec~
tamente adaptada a su coutenidn ideoldgico, pues validur —-=-
significa "dar fuerza o firmeza a una cosa", afirmacidn que
en términos generales coincide con lo que pretendemos preci~
sar con st usv en ¢l vocabulario cientifico (0,55).

El proceso d¢ validacidn se define como el reto ~-
intencionade a un proceso (duvante su desarrollo),para deter-
minar cuales variables deben ser controladas para asegurar la
produccidn consistente de un producto o sus intermedidrios (34).
Como consecuencia ldgica de la definicidn anterior se formula
la pregunta  ¢Por qué Validar? Y la respuesta se fundamenta~
en tres puntos:

1) Es un requerimiento estipulado en las Pricticas

Correctas de Manufaclura que establecen los reque~
rimientos minimos que un proceso debe satisfacer,

2

Provoca una sensacidén de un buen negocio, fntro-
duciendo el producto con un buen soporte de su -
historia técnica (Funciona como una motivacidén)

3

El resultado final de la validacidn nros dard --
una elevada calidad y un producto mids uniforme -

y reproducible.



Las etapas basicas necesarias para validar un pro-
ceso son:

1) Documentacidn escrita

2) Parametros de manufactura

3) Pruebas a estos pardmetros

4) Controles en proceso

5) Pruebas al producto final

coveaes (52).

Puede considerarse validado un proceso de filtracién
esterilizante cuando los resultados de estudios apropiados -
demuestran que el proceso hace lo que se pretende que haga.
Esto significa que el proceso de filtracidn imparte el grado
requerido de confianza en la esterilidad o la reduccién micro-
biana al filtrado, sin modificar las propiedades fisicas y ---

quimicas de éste dentro de los limites establecidos (1),




CAPITULO Il

PRUEBA DE - PUNTO" DE  BURBUJA

2.1 Definicidn

El punto de burbuja es lua presidén requerida para -
expulsar el liguide de los puros de una membrana saturada (53)

Los filtros de membrana poseen pasajes discretos y
uniformes que atraviesan su espesor y que pucden considerarse
como capilares finos y uniformes (14).

Cuando un capilar se pone en contacto con la super-
ficie de un liguido humectante, la superficie del liquido ---
dentro del capilar se eleva por la accidén de fuerzas de super-
ficie. La diferencia resultante en el nivel del liquide dentro
y fuera del capilar es proporcional a la tensidn superficial -
del liquido y al coseno del dngulo de contacto entre el liqui-
do y la pared del capilar., Esto es también, inversamente pro--
porcional al diimetro del capilar (27.

Cuando se conecta un suministro de gas presurizado -
al final del capilar y se incrementa la presion, se forza al -
liquido a salir del capilar, El punto en el cual ocurre ésto,
trae como resultado un burbujeo dentro del liquido. A la pre-
si6n requerida para formar las burbujas se le refiere como el

"Punto de Burbuja" del capilar (2),
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Mientras mds pequedo sea el didmetro del capilar mas
grande serd la diferencia en el nivel de la superficie del -
1fquido y consecuentemente serd mayor la presidn requerida -
para formar la burbujs de gas (Ley de Laplace; ecuacibén 1).

De acuerdo a

B.P. = K 4¥8.cos@ (Ec. 1)
d

B.P, = Presidn de Punto de Burbuja (Bubble Point)
= Factor de correccidn por forma

Tensiaon superficial del liquido humectante

D x
L]

Angu}o de contacto liquido-sélide (el coseno del cual
es 1.0 si 1a humectacién es completa entre el ligquido

y la pared del capilar),

a
x

Diémerro del Capilar

Una membrana de microfiltracidn estd compuesta por una serie
distribuida de poros que retienen al 1fquido humectante. Por
lo tanto, su punto de burbuja es una medida del tamado de ~-
poro més grande (2,11,14,38,48).

El punto de burbujn de una membrana de disco de pe-
queiia Arca puede determinarse de una manera rdpida y c¢xacta,
Este valor dererminado para cvalquier membrana humectada es
menor del que se esperaria de la ecuacidn 1. La tazbn de ésto

es que para las membranas reales el &ngulo de contacto es ~-
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usualmente mayor que cero y la Ley de Laplace se puede apli-
car sélamente a los poros cilindricos ideales. Un poro en --
forma de rajadura, por ejemplo, muestra sdlamente la mitad -
de presidn de punto de burbuja de un poro perfectamente re--
dondo del mismo didmetro., Otra explicacién para las variacio-
nes en el punto de burbuja entre membranas de la misma poro-
sidad pero de diferentes tipos, se debe a la diferencia en -
el adngulo de contacto con el agua como agente humectante y la
marcada diferencia en la distribucion de los tamados de poros
aln cuando se trate de membranas de la misma porosidad (2)

La ecuacidén ! es exclusiva para capilares cilindri-
cos que no sc encuentran normalmente en los filtros comunes;
debido a é&sto, gencralmente se introduce un factor de correc-
cién por forma. Para propbésitos tedricos se asigna arbj-----
trariamente el valor de 1.0 al factor de correccidn por for-
ma y potencialmente los poros irregulares pueden ser tratados
como sus equivalentes cilindricos con la ecuacidn 1 (11),

Independientemente del valor real del factor de ---
correccidn, el modelo del poro cilindrico predice que el ---
tamafio de poro méds grande en un filtro es inversamente pro--
porcional a la presién a la cual cl volumen del gas de prueba

no se hace evidente (11).
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2,2 Interpretacidn de la Prueba de Punto de Burbuja

Todos los fabricantes de membranas especif{ican cual
es la presidén de Punto de Burbuja para cada uno de sus pro--
ductos, Si al momento de realizar la pruebs se encuentra que
la presign de Punto de Burbuja es menor a la especificada por
el fabricante, se tiene una indicaciéns de que los poros de -
ls membrana son mayores al didmetro especificado, o que la -
membrana ticne alguna griets o rajadura., Por lo tanto, esta
membrana no puede uwtilizarse para la esterilizacién de una ~

solucidn parenteral y debe desecharse (3,48).

2.3 Importancia

Existen varios aspectos que hacen del Punto de Bur-
bujs una prueba de gren utilidad. En primer lugar se encuen-
tra, 1a posibilidad de usar un método no destructivo para --
determinar la integridad de la membrana, el cual debe ser --
renlizado antes y después de la filtracibn, como lo especifi--
can las précticas correctas de manufactura actuales; en los
Estados Unidos de Norteamérica se exige la realizacién de -~
esta prueba en las Regulaciones Federales de ese pais (1
25,46).

En segundo lugar la prueba se puede realizar con el
equipo con gque se cuenta en todos los laboratorios que fabri-
can soluciones parenterales como es: una fuente de asire pre-
surizado (o cualquier otro gas de prueba), un tanque presuy-

rizable con su respectivo mandmetro, y un matraz con agua.
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Es decir, no se necesita de ningin equipo sifisticado. Es

importante hacer notar, que actuslmente en el mercado se ea--
cuentran a la venta sofisticados aparatos para la determina-
cién del Punto de Burbuja, los cuales trahajan con miétodos -~
electromecidnicos, E) uso de estos equipos implica una fuerte
inversidn, ademds la validacidn de estos aparatos es mis com-
pleja por tratarse de equipes con dispositivos digitales.

En tercer lugar se debe mencionar, que la prucba --
puede ser rcualizada por cualguier persena que reciba una ca-
pacitacién adecuada, esto es, que la piede efectuar up opera-
rio calificado con experiencia o un técnico.

Finalmente,esta prueba tievme la ventaja de poder --

usarse tanto en membranas de disco como en cartuchos.
2,4 Limitaciones de la Prucha de Punto de Burbuje

1) Es virtualmente imposible detectar una disminucién en
el Punto de Burhuja causada por "wn" paro de tamafio ~
mayor al especificado por el fabricante en un filtro
de membrana (1),

2) El Punto de Burbuja puede ser influencindo por el drea
del filtro, aunque este efecto puede ser esmascarado
por el procedimiento de prueha. La explicacibdn es la
siguente: Existen dos Puntos de Burbuja, el intrinse-
co y el observado,

El Punto de Burbuja Intrinsece es aquel valor --
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que esta determinado por la estructura microporosa del
filtro (tamaiio ¥ distribucudn de los poros) y es inde-
pendiente del area del filtro.

El Punto de Burbuja Observado es aquel que detec-
la persona que realiza la prueba cuando aparecen las -~
burbujas en el seno del liquido de prueba.

A esto se debe que el Punto de Burbuja observado
durante la realizacidn de la prueba pueda llegar a di-
ferir del intrinseco.

Lo anterior constituye una impresicidén en la medi-

cidén del Punto de Burbuja (21).



CAPITULO 1711 2%

PRUEBA  DE  DIFUSION

3,1 Definicion

Debido a la insensibilidad, inexactitud, y subjeti-
vidad implicadas en la determinacién visual del Punto de Bur-
buja en membranas de gran drea, fue desarrollada una pruebs -
mis precisa y objetiva, la Prueba de Difusién (2).,

La razon fundamental de este método de prueba es, -
que el flujo de gas a una presién de reto del 80 - 90 % del -
Punto minimo de Burbuja a través de una membrana intcgra es -
causado dnicamente por difusidon, Si el {lujo de gas medido en
el lado inferior de la membrana es mayor al causado por la di-
fusién, el flujo adicionasl debe ser atribuido al flujo visco-
so de gas a través de grietas o rajaduras o a poros de mavor
tamanio al especificado, de los cuales ha sido desalojado el -
liquido humectante., Reti se ha referido al flujo ;i>c0§u de -
gas cono "el flujo de un volumen de gas™ (2,22),

La difusién es causada por la diferencia parcial de
presidén a través de la membrana himeda, Como la solubilidad =~
del gas aumenta con la presidn, se tiene como resultado una -
mayor concentracién de gas disuelto en la capa de liquido que
se encyentra del lado donde hay mayor presidn, El sistema tien~
de a igualar la concentracidén en la capa de agua (mixima ----

entropia),lo cual resulta en un estado constante de transpor~
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te de gas del lado superior al lado inferior, donde debido a
la menor presidn parcial, el gas de prueba, abandona continua-
mente el liquido (2).

El grado de transporte de gas depende de la presién
diferencial a través de la membrana y de la solubilidad y mo-~
bilidad (coeficiente de difusidn) del gas de prueba dentro de
la capa de 1fquido., La difusidn es directamente proporcional
a la porosidad de la membrana (fraccidn de volumen vacio del
volumen total de la membrana) y a su &rea, mientras que es in-
versamente proporcional al grosor de la capa de agua. Para -~
membranas simétricas puede decirse que el grosor de la capa -
de agua es aproximadamente igual al grosor de la membrana ~---
(2).

La tasa de difusidn para el nitrdgeno a través de -

un filtro de membrana esta dada por:

J = (66.5)D.S. Py A- f

e Paene T

donde

J : difusion en ml/min (determinada bajo las condiciones de 20°C y
1013 mbar de presién)

D ¢ Coeficiente de Difusibn en cm’/min (para el H2 a 20°C en agua
es de 9.84 X 1074 )

S ¢ Coeficiente de Solubilidad en nmol'bar_l» mlH o_l
2

(para el N2 a 20°C en agua es de : 698.73)
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Presion de Prueba en bar

g

Area de fa Membrana en cm’

ES

Parosidad de la Membrana

‘o

t : Grosor de lu Capa de agua en micras

Parm * Presidn Atmosférica en bar

T : Temperatura Absoluta en °K del gas que se difunde en el disposi-
tivo para medir el volumen

66.5 ¢ Unidad de Conversidn Constante

Debe hacerse notar que en contraste con la prucha -
de Punto de Burbujs, la pruebu de Difusién es solamente una -
medida indirects del tamaio de poro mads grande., El Punto de Burbuja

de la membrana bajo consideracidn es mayor que la presifn de prueba

seleccionada cuando el flujo de gas estd dentro de los limi-~-
tes de flujo de difusidn (2).

El principio de la Prueba de Difusitdn es, en reali-
dad, ¢l de la Prueba de Punto de Burbuja, altamente refinado

y capaz de producir resultadoes objetivos y cuantitatives (23).

3.2 Importancia

1) Este método de prueba, satisface los dos requisitos-
dictados por las Correctas Priacticas de Manufactura -

Actuales, en lo tocante a prucbas de integridad en -
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filtros de membrana; cstos son: a) es una prueba no -
destructiva y b) la prueba produce resultados no ---

ambiguos (25).

2) El flujo difusional, en la regidén exactamente por de-
bajo del Punto de Burbuja (80-90% P.B,), provee una -~
indicacién valida de la integridad de un filtro este-

rilizante (22).

3

—

La prueba de difusidn es capaz de detectar fallas -~
(trdtese de grietas o poros) dec un tamafio de 5 a 10 -

micras en filtros de membrana de gran superficie (2).

4

~

La prueba tiene una ventaja practica, en su realiza-
cidn no hay ninglin juicio subjetivo. La tasa de flujo
de gas se mide a una presidn indicada; y estos nfimerocs

(presidén y tasa de flujo) son objetivos (25).

5

~

En la préctica, la difusidén a través de un filtro de
membrana se determina con un dispositivo similar al -

usado en la determinacion del Punto de Burbuja (2).

3.3 Limites de Aplicacibn

Un elemento filtrante que muestra menor difusidn, -
no necesariamente tendrd mejores caracteristicas de retencidn.
Esto sélamente significa, que el filtro tiene menos &rea de -
filtracidén efectiva, o que la membrana tiene una porosidad -~

reducida, o que es mAs gruesa (2).



Otra limitante se debe a la cantidad y variabilidad del
flujo de gas a través de un filtro de membrana de gran super-
Eicic; las grietas pucden estar ocultas, lo cual repercute so-
bre Ja calidad del filtrado, Puede mejorarse la deteccion de
tales fallas ocultas, por medio de la prueba de Punto de Bur-
buja, con la cual sc¢ pueden detectar poros de tamafio excesivo
en filtros de membrana de gran superficie, con la condicién -

de que se determine el Punto de Burbuja con suma sensibilidad

(2).

3.4 Desventajas

1) En algunos casos la medida del flujo de difusién pucde
ser imprictica, como c¢n el caso de varios filtros en un pro--
ceso en linea, Esto sucede cuando en un equipo estdn montados
varios cartuchos., Los cuales deben ser verificndos individual-
mente y después se vuelven a colocar dentro del sistema, lo -
que puede llevar a tener dudas sobre la integridad del siste-

ma completo (3,53).

2) Esta prueba requiere de una gran precisidén, por lo --
que se¢ debe determinar con la mayor sensibilidad posible. Ya
que por ejemplo, en un cartucho que presenta una grieta de un
tamafio nominal de 15 micras, se hace necesario para su detec-
cién, que el instrumento usado para la determinacién del flu-
jo de gas, permita la deteccidn de un flujo de 0.2 nl/min, --
ademds de la difusibdn esperada de 6.4 ml/min para el cartuche

bajo consideracidn (2).
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CAPITULO IV

RETO MICROBIOLOGICO DE LA MEMBRANA

La eliminacidn de microorganismos por filtracidn es
uno de los procedimientos mis importantes en la produccibn --
aséptica de productos farmacedticos, en orden a satisfacer --
los requerimientos de la prueba de esterilidad (35).

Los filtros de membrana se usan mundialmente para -
producir productos parenterales libres de bacterias, hongos y
levaduras, Tipicamente, éste método se usa en la esteriliza--
cién de drogas inyectables ldbiles al calor, Este también se
usa previo a una esterilizacidn terminal con caloer de una dro-
ga inyectable para controlar el contenido microbiolégico, o -
1a biocarga de estos productos. El presente estado del arte -
en filtracién por membrana, dicta que para ambas aplicaciones
la validez de este proceso de filtracidn sea inicialmente es-
tablecida, y que por lo tanto, el proceso sea rutinariamente
monitoreado. Esta validacién puede obtenerse por ambos proce-
sos, ya sea en el laboratorio, o en la rutina del proceso de
manufactura (13,23).

El reto microbioldgico de la Membrana es una prueba
bioldgica. Los ensayos bioldgicos son de naturaleza destruc--
tiva: su uso excluye la subsecuente filtracidn de productos,
Sin embargo, a pesar de esta desventaja, estos ensayos ofrecen

el Gnico método verdadero para determinar la retencibn bacte-
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na por filtros de membrana, debido a que la bacteria es real-
mente usada como entidad de prueba. Los ensayos de retencidn
ﬁnctcrinnn son también muy sensibles.El uso de gran nimero de
particulas que son capaces de autoreplicarse, permiten que -~
afin reducidos nfimeros de células que emerjan a través de un -
filtro, fdcilmente puedan manifestarse por ellas mismas ~----
(1,13,45).

El nivel de sensibilidad de la prueba, sin embargo,
depende grandemente del organismo elegido, el método de cul--
tivo, y el sistema usado para recuperar al microorganismo del
filtrado., La calidad del funcionamiento de una membrana dge -~
grado esterilizante depende de factores similares: tipo, can-
tidad y estado fisioldgico d¢ los organismos presentes, asi -
como tombién de la din&mica del fluido del sistema de filtra-
cién (1,13,27,31,35).

Debido a que el método usado para el cultivo del --
microorganismo de prueba influye en el tamaifio de las células,
forma y arreglo, debe elegirse el procedimiento de cultivo --
que proporcione la entidad de prueba mids adccuada para la -~~~
prueba de retencidn, El medio de cultivo y la fase de creci--
miento del organismo son otros factores que afectan el tamaiio
de la célula y que no pueden ser ignorados (13).

Es incumbencia de ambos, fabricante de filtros y --
usuario, la ejecucidén de la validacidén en cada aplicacién =---

critica de la filtracién con membrana. E1 fabricante del fil-
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tro tiene la responsabilidad de disehar el producto con el -

proceso de validacién en mente, y el usuario debe evaluar los
diferentes métodos disponibles para realizar la validacidén ~--
del funcionemiento de este producto (13),

La validacién de los métodos de esterilizacidn tér-
mico y quimico ha sido relativamente directa comparada con la
estérilizac16n por filtracién. La validacidén de los filtros -
de retencidn bacteriana posec un nivel de complejidad adicio-
nal, ya que su accidn no es sdlamente una funcidén del sistema
de filtracibén usado pero si hay una dependencia critica en la
eleccién del microorganismo de reto y las condiciones de ope-
racién durante la filtracidn (31).

Comunmente, la habilidad para esterilizar de un --=-
filtro puede ser determinada en una de dos formas - ya sea --
por pruebas fisicas o pruebas bioldgicas - , Mientras que cada
una de éstas tiene ciertas desventajas, frecuentemente se usan
en conjunto para la completa caracterizacidén de un filtro de
membrana (13, 31).

Los principales parfmetros que afectan la realiza--

cién de la prueba de reto microbioldgico son los siguentes:

1) Organismo de Prueba
a) Mantenimiento del Cultivo
2) Tamaiio del organismo y Estado de Agregacidn

3) Concentracidn/Nivel total de reto (organismos/cm')
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4) Concentracidn efectiva
a) Viabilidad después del reto
b) Tamadio de la muestra del filtrade

5) Reto hidridulico al sistemn de filtracidn
(presién transmembrana)

6) Tiempo de duracidn de la Prueba

(31)

4,1 Algunas Consideraciones acerca del Mecanismo de

Retencién Bacteriana en un Filtro de Membranas

La retencidn bacteriana en un filtro de membrana no
puede ser explicada por completo, si se intentan aplicar por
separado los mecanismos de: maya o criba,adsorcidn, impacta--
cidén y captura electrostdtica. Ya que existen algunas incon--
gistencias como la siguente. Los filtros retienen hacterias y
al mismo tiempo permiten el paso de particulas inorgidnicas de
aproximadamente el mismo tamaio (57).

Las investigaciones sobre el particular, han concluido
en la elaboracibn de una"Teoria Unificadora" ; ia cual expli-~
ca que los filtros de membrana funcionan de varias formas ---
para remover los contaminantes. Los mecanismos de maya, adsor-
cibn, impactacidén y atraccién electrostatica funcionan inde~~
pendientemente o en combinacidn, El mecanismo de captura esta
influenciade por factores tales como: tipo de pollmero del -~
filtro, tamaiio de poro, drea, presidn diferencial, y la natu~

raleza del flunido que esta siendo procesado (27, 57, 58).
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Zierdt (49), encontrd que las membranas de celulosa
comunmente usadas, adsorben mds bacterias, células y otras --

particulas que los filtros de policarbonato,

4.2 Nivel de Reto

En toda Prueba de Retencidn Bacteriana, es necesa--—
rio definir el Nivel de Reto. EliNivel de Reto se define como
la concentracidén de un microorganismo dado por centimetro ~---
cuadrado de superficie de filtracidn; con &l cual se prueba -
la habilidad que tiene la membrana para retener dicho micro--
organismo (27).

El Nivel de Reto Total para un filtro de membrana,

se puede expresar cComo:

Reto Total = Numero de microorganismos filtrados
Area del Filtro

VTotﬂl
A

donde: C - representa la densidad bacteriana por milili-
tro de solucidn

C V - reto bacteriano total
A - area de filtracién

(27},

Actuvalmente la concentracién de microorganismos ~---

(nivel de reto) y el género de estos a utilizarse en una =----
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prueba de retencidn, no han sido establecidos con exactitud,
Los fabricantes de filtros sin embargo,comunmente
retan las membranas de 0.45 micras con Serratia marcescens y

las de 0.22 micras con Pseudomonas diminuta (26).

------ La revisién niimero XXI de la Farmacopéa de --
los Estados Unidos-de Norteamérica (U.S.P.) establece que los
filtros esterilizantes retendrdn retos apropiados de --------

Pseudomonas diminuta (9).

Desde 1979 estd en discusidn el nivel de reto para
probar la eficiencia de los filtros esterilizantes (50). En -
1982 HIMA (Health Industry Manufacturers Association), descri-
be una prueba de reto microbiano para filtros de membrana, en
égte procedimiento la membrana es retada con 107 organismos -
de P, diminuta por cm® de superficie filtrante (8). Aunque la

tendencia actual de los fabricantes de membranas es utilizar

10

un reto total de 10 organismos, se pueden citar, por dar un

ejemplo, los casos de: Brunswick Validation Test Report y ~--

Millipore Validation Guide.

4,3 Valor L RY

El Valor de Reduccidn Logaritmica (LRV), es una me-
dida de la habilidad de un filtro para retener un organismo -
indicador cspecifico. Los rangos de LRV se definen cuando se
estandarizan los retos microbiolégicos. Matemfticamente se --
define como el logaritmo de base diez de la rpzén del néGmero

de microorganismos en el reto al nfimero de microorganismos en
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el filtrado,

No es comiin que los usuarios de los filtros determi-
ne; el valor LRV, En lugar de calcularle, éstos se remiten a
los datos de los fabricantes, los cuales establecen LRV mini-
mos hajo condiciones estandarizadas; se vuelve a citar en ~~-

este caso: Brunswick Validation Test Report y Millipore -----~

Yalidation Cuide.

A continuacién se dan algunos ejemplos para ilustrar
el cadlculo de los valores LRV cuande el filtrado es estéril y
cuando se observa paso d¢ microorganismos, En ambes casos, el
filtro cuenta con un area de filtracidén efectiva de 500 cm’ y

cada filtro fue retado con 5 X 10O microorganismos,

1.~ FILTRADO ESTERIL

LRY = loglo ndmero de organismos en el reto
nimero de organismos en el filtrado

9
= loglo 5 {*10

= log;y 5% 107

LRV % 9.7

* Cuando el filtrado es estéril, se sustituye 1 en el denomina-
dar, y cl resultado se reporta como mayor o igual al LRV -~--
calculado,
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2.~ FILTRADO NO ESTERIL
Paso de 100 microorganismos

LRV = log, 5X10°
10?

= logg 5% 107

LRV = 7.69
(1)

Los resultados se reportan coma mayor o igusl gl --
10310 del nlimero total de organismos en el reto cuando el ~-~
filtrado es estéril y como "fallo" cuando e! filtrado es no ~
estéril,

Debe hacerse notar que eslos procedimientos severos
de reto representan extremos de las condiciones que normalmen-
te se pueden esperar, ya que dichas condiciones fueron esta--
blecidas después de realizar retos en los cuales se abservé ~
el paso de organismos con filtros de 0.22 micras (1, 43). A
pesar de &stv, muchos de los fabricantes actuales observan --
que no hay paso microbiano en esta prueba., Por lo tanto, se -
puvede frecuentemente obtener solamente una estimacién del --~
limite mds bajo del LRV (1),

El concepto de Valor de reduccidn logaritmica ha -~
sido propuesto por el grupo de trabajo de la HIMA (Health ~--
Industry Manufacturers Association) que estudia Ia valida--

cién de los filtros para la Esterilizacidn de Liquidos (1).
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En la literatura sobre el particular, encontramos -
algunos sindnimos del concepto LRV, Algunos autores utilizan=

expresiones como: Ruzdn de Reduccidn, Indice de Seguridad ---

Microbioldgica, Razdn Beta, y Titulo de Reduccidn (50).



CAPITULO V ) 38

MATERIAL Y METODOS

1) Para realizar las Pruebas de Punto de Burbuja y de Difusién

se utilizaron los siguentes materiales:

Membrana Millipore de 293 mm de didmetre y 0,45 micras de

~

a
porosidad, fabricada de una mezcla de acetato y nitrato -

de celulosa, Catilogo Millipore: WA WP 263 25.

b) Previo a la Membruna se coloecd un prefiltro de fibra de -
vidrio, tambidéa Millipore (microfibras de vidrio de boro-~
silicato con resino acrilica), de 257 mm de didmerro. Catad-

logo Millipore: AP 15 257 25,

El prefiltro y la membrana sc montaron cen un Portafiltros

~

¢
Millipore de Acero Inoxidable Sanitario 316 y un didmetro
de 293 mm, con una manguera de salida para el fluido de -

silicon.

La Metodologia para la Prueba de Punto de Burbuja-
y para la Prueba de Difusidn sc explican cn los siguentes ==

diagramas de bloques.



PRUEBA DE _PUNTO DE BURBUJA

DTAGRAMA DE BLOQUES
- J() -

lCOlOCAR LA MEMBRANA EN EL PORTAFLLTROS I

ESTERILIZAR EL PORTAFILTROS EN AUTOCLAVE
POR UN TIEMPO DE 30 bﬂ.‘ilﬂ‘()s AR ey
1.5 kg/cm?

1

FJ'I‘RODUCIR EL PORTAFILROS AL AREA ES’I‘ERIL]

CONECTAR EL PORTAFILTROS AL TANQUE DE
FILTRACTON

HUMECTAR L& MEMBRANA UON 1
LITROS DF

INTRODUCIR LA MANGUERA DE SALIDA DEL
PORTAFILTROS EN UN MATRAZ CON AGUA
INYECTABLE

ABRIR LA VALVULA DEL AIRE COMPRTMIDO Y
AUMENTAR LA PRESION LENTAMENTE HASTA
ALCANZAR LA PRESION LSPECIFICADA POR EL
FABRICANTE DE LA MEMBRANA

[

MANTENER ESA PRESION DURANTE 5 SEGUNDOS
Y AL MISMO TIEMPO OBSERVAR EL MATRAZ

EN EL CASO DE QUE SE PRESENTE BURBUJEQ
ANTES DE ALCANZAR LA PRESION ESPECTIFICA-
DA, REGISTRE DICHA PRESION

]

COMPARAR  AMBAS PRESIONES
~ FABRICANTE Y A LA QUE EMPEZO EL BURBU-
JEO DENTRO DEL MATRAZ CON AGUA -

FIN

ce..00(2,3,16,23,32,37,48).



PRUCBA DE DIFUSION

DIAGRANA DE BLOQUES

COLOCAR LA MEMBRANA EN EL PORTAFILTROS

ESTERILIZAK EL PURTAFILTROS EN AUTOCLAVE
POR UN TIEMPO DE 30 A‘_IQI.NUTOS A121°C Y
1.5 Kg/em’

[

,}iTRODUClR EL PORTAFILTROS Al, ARFA ESTE?U!

CONECTAR EL PORTAFTLTROS AL TANQUE DE
FILTRACION

HUMECTAR LA MEMBRANA CON 10 LITROS  DE
AGUA INVECTARLE,
(PRESION = 0.5 ¥g/em?)

ABRIR LA VALVULA DEL AIRE COMPRIMIDO Y

AUMENTAR LA PRESION LENTAMENTE HASTA

ALCANZAR UNA PRESLON IGUAL AL 80Z DEL
PUNTO DF. BURRUJA

ESPERAR 5 MINUTOS PARA QUE EL SISTEMA
SE_EQUILIBRE

INTRODUCIR LA MANGUERA DE SALIDA DEL
PORTAFILTROS EN LA BASE DE UNA PROBETA
INVERTIDA LLENA DE AGUA, LA CUAL ESTA
DENTRO DE UNA CUBA HIDRONEUMATICA

I

MEDIR EL VOLUMEN QUE DESPLAZA El AIRE
EN UN PERIODO DE TIEMPO IGUAL A 10
MINUTOS

I

COMPARA EL DATO ANTERIOR CON LAS ESPECI-
FICACIONES DEL FABRICANTE

eveeean(2,3,16,23),
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II) Para realizar la Prueba de Retencidn Microbiana se =-=---

utilizaron los siguentes materiales:

a) Cepa Bacteriana

b)

~

c

d)

Serratia marcescens ATCC 14756

Esta cepa fué comprada al Cepario del Departamento de =---
Biotecnologfa y Bioingenierfa del CENTRO DE INVESTIGACION

Y ESTUDIOS AVANZADOS DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL.

Indicadores Bioldgicos: Para controlar la efectividad en

los procesos de esterilizacidn por Vapor. En este caso se
utilizaron tiras "DUO-SPORE" Marca Propper. Las tiras ---
"DUO-SPORE" estan formadas de esporas en estado latente =

de poblaciones estandarizadas de Bacillus stearothermophilus

Y Bacillus subtilis, obtenidos de cultivos ATCC,

Indicadores Quimicos: Para verificar el tiempo y la tempe-
ratura de esterilizacidn. En este caso se utilizaron el -
"Temp-Tube" para verificar la temperatura y el "Time-Card"
para verificar el tiempo de esterilizacidn, ambos indica-

dores son marca Propper.

Aparato para realizar la Prueba de Esterilidad marca ----

Millipore con membrana de 47 mm y porosidad de 0,22 micras,

Catalogo Millipore: GS WP 047 00,
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~

e) Caldo de Soya Tripticaseina, Marca Bioxon.
f) Caldo de Tioglicolato, Marca Difco.
) Agar

h) Agua Peptonada

g8) Suspensidn Bacterians

De acuerdo ala Norma D 3863 80 del ASTM, la suspensién --
bacteriana para ests prueba se prepara de la siguente ---
manera: Aflada 1 ml de un caldo de cultivo de ~-----------
Serratia marcescens, el cual tenga 18 % 2 horas de incu--
bacién a 99 ml de agua peptonada estéril al 0.1%, para --
obtener una concentracién de trabajo de 107 organismos --=
por mililitro. Incube la suspensién a una temperatura de

25° C.

La Metodologia con la que se realizd la Prueba de
Retencidn Microbiana, se explica en el siguente diagrama de

bloques,



PRUEBA DE RETENCTOY

DIAGRAMA DE BLOQUES

-43 -
COLOCAR LA MENBRARA D 0.45 NICRAS EN FL
PORTAFI1TROS
ESTERILIZAR EL PURTAFILTROS 1% AUTOCLAVE.
INDICADORES PR % TIFPO I a0 A0S & 121° ¢y || I8DICADORES
BIOLOGICOS 15 i e’ QUINICOS

IIN‘I'RODUCIR EL FORTAFILTROS AL AREA l{ST['.RT[,l

l

HUMECTAR [A MEMRRANS COX UX MININO DE 10
LITROS D OAGUA TRYECEABIF

PRUEGAS DI ISTLGRIDAD FISTCA:
B,y D,

T

PASAR A TRAVES DE LA MEMBRANA LA SUSPEN-

CION DE Serratia marcescens A UNA PRESION
DE 1.5 kR/em’

l

REPETIR LAS PRUEBAS BF [NTEGRIDAD FISICA I

HACER PASAR EL FILTRADO A TRAVES DE UNA
NEHBRANA DE 0,22 HMICRAS USARDO UN APARATO
DE "PRUEBA DE ESTER[LIDAD"

l

RAKSFERTR ASEPTICAMENTE LA MEMBRANA DE
0,22 MICRAS A UNA PLACA DE AGAR DE SOYA
TRTPTICASEINA

|

INCUBAR 7 DIAS A 25°C Y ENAHINARLA
PERIODICAMENTE

 ——

PASAR ESTA AGUA POR
‘N APARATO DL "PRUEBA
FSTURILIDAD" CON
RANA DR 022, F
TIFICAR v
CSTERILIDAD DEL

CONCLUSTONES ACERCA
DE LA INTEGRIDAD DE
LA MEMBRANA

[ CALCULAR EL VALOR "L.R.V." —|

FIX

verenea(13,16,31,33),
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CAPTTULO ~ VI 44

RESELTADOS Y DISCUSION

Pruebas de Integridad Fisica

PUNTO DE_RURBUJA

PresiGn soportada par la membrana

sin presentarse la presencia de " g N
= 2.5 \kg/em

burbujas.

‘Punto de Burbuja Especificado por

el Fabricante. - 2.3 i;ycm'

No. Lote del Fabricante: 2030P01 - 46

El resultado anterior indica que la membrana sometida a
esta prueba, no presenta grietas ni rajaduras, y también

indica que el tamafio de poro es ¢l especificado por el

fabricante,
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PRUEBA DE _DIFUSION

Flujo de Aire Difundido

8 través de la Membrana. = 1.0 ce/min,
No. Lote del Fabricante: 2030P01 - 46

En este caso el Fabricante no porparciona la Especifi-

cacidn.

£l Flujo es tan pequeo, que se comprobd ¢l hecho de ~
que no cs recomendable usar esta prueba para membranas

en forma de disco,

Sin embargo, la prueba realizada no se demertta; ya =--
que si la membrama presentara grict#s o rajaduras, la
difusion del aire, aumentaria considerablemente y aun-
que no sc¢ cuenta con la especificacidon del Fabricante,
la prueba asi realizada evidenciaria inmedistanente la
presencia de cualquier falla en la integridad de la -~

membrana.
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Prueba de Retencién Bacteriana

No. Lote de! Fabricante de la Henbrana: 2030P01 - 46

A) ESTERILIZACION DE LA MEMBRAXA EN AUTOCLAVE

1. Los Indicadores Quimicos dieron los siguentes resulta-

~

dos:

"Temp-Tube" ~ El contenido del pellet indicador se fun~
did perdiendo su forma original y cambié
a color rojo,
Esto indica que se alcanzé la temperatura

de esterilizacidn de 121°C,

"Timecard” -~ E) color de las cunatro hojas del trebol
cambid completamente, indicando que el -

tiempo de esterilizacibn fue el adecuado.

Las caracteristicas de estos Indicadores Quimicos se =--

pueden consultar en los Anexos de este Trabajo.

Los Indicadores Hiolégicés dieron los siguentes resul-

tados:

"DUO -~ SPORE" - Siguenduv las instrucciones para su cul-
tivo, no sc observd crecimiento en nin-
guna de las cuatro tiras de esporas --

empleadas después de una incubacibén de
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siete dias a una temperatura de 55°C.
Se utilizaron dos tiras testigo, las -
cuales no fueron esterilizadas, con el
fin de¢ comprobarla bio~habilidad de las

esporas emplead

En ambas tiras se presentd crecimiento

despuds de 24 hrs. de incubacién a 55°C.

El resultado arrojado por el "DUO - SPORE" indica que
la penctracidn de calor dentro de la cimara de la auto-
clave fue la adecuada.

Las Caracteristicas del "DUO - SPORE" se pueden consul-

tar en los Anexaos de este Trabajo.

En Resumen: Los resultados arrojudos tanto par los Indi-
cadores Quimicos como por los Indicadores Biolégicos,
demuestran gque el proceso de esterilizacidn por auto---
clave al que se sometid el portafiltros que contenia la
la membrana fue efectivo; dando de esta mancra confia--

bilidad al proceso.
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B) ENSAYO SOBRE LA ESTERILIDAD DEL SISTEMA DE FILTRACION

Se muestrearon asépticamente 100 al , de los 10 li-
tros de agua grado inyectable utilizados para humectar la mem—
brana. La muestra se sometid a la Prueba de Esterilidad, -~---
utilizando una membrana de 0,22 micras.

Después de siete dias de incubacidn de la muestra a
37° C, no se detectd la presencia de convaminacign, tanto de
aerobios como de anaerobios.

Dados los resultados anteriores, sc concluye que el
Sistema de Filtracidn utilizado para la prueba se encontraba
estéril,

El Reporte de este Resultado se encuentra en los -~

Anexaos de este Trabajo.

C) PRUEBAS DE INTEGRIDAD ANTERIORES A LA PRUEBA DE RETO

: o 1
Punto de Burbuja = 2.3 Kgl/em

Flujo de Aire Difundido

a través de la Membrana = 1,2 cc/min,

Analizando los resultados de esta pruebas tunemos:

1. Se elimina la posibilidad de que la membrana se haya -
dafiado durante su manipulacidn y autoclaveado.

2, Se confirma que el Sistema de Filtracidn se encontraba



bien armado.
3. El Punto de Burbuja indica que sc trata de una menmbrana

de 0.45 micras.

D) ANALISIS DEL FILTRADO DE LA SUSPENSION DE"Serratia marcescens”

Los 800 ml de filtrado resultantes, se sometieron a
la Prueba de Esterilidad utilizando una membrana de 0.22 micras.
Después de siete dias de Incubacidn en AST, a 25 °C,

no se detectd crecimiento alguno,

E) PRUEBAS DE INTEGRIDAD POSTERIORES A LA PRUEBA DE RETENCION

Punto de Burbuja = 2,5 f;/um'

Flujo de Aire Difundido

a través de la Membrana = 1,0 cc/min,

Estos resultdos seislan que la membrana no sufrié dafo -~

alguno durante la Prueba de Retencién.
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F) CALCULO DEL_VALOR "LRV"

No. de organismes en el Keto = 4,57 X 107
Determinado por Cuenta
en Placa de la Suspen-
sidén Bacteriana)

—

No. de organismos en el Filerado = CERO - Filtrado Estéeril -

LRY = log; 4.57 ¥ 107

*
1

¥ Debido a que el fittrado fue estéril, se sustituye | en el

denominador, para cfectos del cllculo.

LRY % log, 4.57 X 107

LRV 2. 7.6599

G) PROTOCOLO DE VALIDACION

Tomando como base los resultados anteriores, se elabord

el siguente Protocolo de Validacidn,



PROTOCOLO DE  VALIDACION

* REPORTE DE RESULTADOS * ~51-

PROCESO DE FILTRACION POR MEMBRANA PARA
ESTERILIZAR SOLUCIONES PARENTERALES

- AREA__DE__PRODUCCION DE__INYECTABLES -

Fechas ___________ Hora de Inicio: Hora de Terminacidn:

Area donde se realizé la Prueba:

Condiciones Ambientales: Temperatura:
Humedad Relativa:
Presidn Positiva:

Nombre del Operario que efectud las Pruebas:

a) Caracteristicas de las Membranas utilizadas

- Marca:

- No, Lote:

- Didmetro:

- Porosidad:

b

-~

Caracteristicas del Portafiltros utilizado

- Marca:

- Material de Construccibn:

- Diametro:

I1.- SUSPENSION. BAGTERIANA

25 Hadie
Microorganismo utilizado

- Cenero: Especie:
- Catdlogo ATCC:
- Procedencia de la Cepa:

- Medio de Crecimiento de la Cepa:

- Temperatura de Incubacidn:
~ Preparacién de la Suspensidn (Norma de Referencia):

- Concentracidn de la Suspensidn:

- Nombre del Analista que prepard la Suspensibn:




131.- ESIERILIZACIO. DEL
Fecha: =52~

Equipo Utilizado:

Nombre del Operario;

No, de Ciclo de Esterilizacidn:
Temperatura de Esterilizacion:

Tiempo de Esterilizacién:

Indicadores Quimicos empleados:,

Indicador Bioldgico empleado:

IV,- INTEGRIDAD _DEL__SISTEMA - PREVIO 4 LA PRUEBA DE_RETENCION -

Liquido Humectante:

Punto de Burbuja:
Flujo de Aire Difundido:

Presencia de Fugas:

Sistema Integro: Si No

V.- ESTERILIDAD__DEL _SISTEMA

SR S2E

Yolumen de Liquido Humectante Muestreado:

Resultado Prueba de Esterilidad:

V.- EILIRACION..DE..LA

Presidn de Filtracidn:

Duracién de la Filtracidn:
Volumen de Filtrado Resultante:

Resultado Prueba de Esterilidad:

VIL.- INTEGRIDAD. DEL__SISTEMA - POSTERIOR A LA PRUEBA DE_INTEGRIDAD -

EE s ¢ = Ea s

Punto de Burbuja:
Flujo de Aire Difundido:

Presencia de Fugas:

Sistema Integro: Si No
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VIIL- CuCUO. DEL LR,V
/

No. de Microorganismos en el Reto:

No. de Microorganismos en el Filtrado:

L.R.Y¥, = 1ogl0 No. Microorganismos en el Reto
No. Microorganismos en el Filtrado

Notas: 1) Si el filtrado resulta estéril, se sustituye "1" en el
denominador, y el resultado se reporta como mayor o —-
igual {7 ) al LRV calculado.

2) Si el filtrado no es estéril se reporta "fallo"

L.RY, = 103‘0 =

IX.- OBSERVACIONES

X~ RESEONSABLES

Departamento de Produccién
Nombre: Firma:

Departamento de Microbiologia

Nombre: Firma:

Yo,Bo. Gerencia de Produccidn:

Vo. Bo.Gerencia de Control de Calidad:

XI.- [ROGRAMA..DE_VALIDACION

Esta Prueba se realizard una vez al afio.

La Prueba se manejaréd independientemente de la produccibn, y con
el Area especificamente preparada para la Prueba,



Serd objeto de Revalidacidn:

a) Cambio de Marca de Membranag
b) Cambios Mayores en el Personal de Produccidu.

c) La Contaminacién de algin producto, el cual haya side filtrado

zando este Sistema.

~54-

utili-
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H) IMPACTO DE LA VALIDACION SOBRE LA CALIDAD DE LA PRODUCCION

Después de un afio de realizada la validacién y sin haberse
presentado motivo alguno para realizar una revalidacidén, No
se presenté la Contaminacidén de ninguno de los 50 lotes pro-

ducidos de Dexametasona Inyectable 2ml.



i.-

CAPITULO VII

CONCLUSIONES

Se Validé el Sistema de Filtracidn por Membrana
- Disco de 293 mm de didmetro y 0,45 micras de
porogidad - utilizado para la produccidén de =--
Soluciones Parenterales sometidas a un Proceso

de Llenado Aséptico.

Se realizaron las siguentes Pruebas:
I) Integridad Fisica - Punto de Burbuja
- Prueba de Difusidn

II) Reto Microhioldgico con Serratia marcescens.

Se establecid el Protocolo de Validacidén del

Proceso,

Se observé el Impacto de la Validacibn sobre la

Calidad de la Produccién.

56
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México, D.P., a 26 de julio de 1985

CHInoN
PRODUCTOS FARMACEUTICOS, SA. DE C.V.
M. C. JOVITA MARTINEZ CRUZ

Encargada del Cepario del Depto. de Biotecnologfa
CENTRO DE INVESTIGACION Y ESTUDIOS AVAN2ADOS DEL I.P.N.

PRESENTE:

Por wedio de la presente me permito solicitar a usted las sigulentes
cepas microbianas:

1) Secrratia marcescens ATCC 14756
2) Bacillus subtilis
3) Candida sp

lLos microorganismos anteriores se utilizarin en estudios de valida--
cidn de procesos de fabricacidn estéril de medicamentos como son:

1) Filtracidn através de nesbranas ester{lizantes (Serratia marcescens).

2) Como microorganismos de referencia en pruebas de Control ambiental ===
(B, subtilis y Candida sp).

El ugo de las cepas queda bajo af responsabilidad.

Sin mis por el momento quedo de usted,

A} pan ta .
N ,/'C,z an

Q.P.B. JORBE-RANAXA TZQUIERDO.
Su;nrvhor de Produccifn.

Vo. Bo.
N,

Q.F.B. €aXE05 R. BAROS URQULJG.
Gc;mte de Produceidn.

€oCops Dr. FERNANDO ESPARZA GARCIA
DIRECTOR DEL DEPARTAMENTO DE BIOTECNOLOGIA
Exp.

JEAL/Jan *



CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS DEL
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

- 5q-
\ AVENIDA PN 2508 £SQ CALZADA TICOMAN  RFC: CIE 601098 IUg
APARTADO POSTAL 14-740 MEXICO 14, D. F. CED, DE EMP. 1008808
CODIGO POSTAL 07000
DEPARTAMENIO O SECCION:___BI0TECNOLAKTA ¥ RIOINGENIERIA. wowo N¢ 655
{ ( FECHA N
RECIBIMOS DE: v
DIRECCION: LAGO TANGARICA No, 18_ 26 |Julio [1985
COL. GRANADA C.P, 11520 \_DiA_| wmes | RO
{ 3 g ™\
CONCEPYO IMPORTE
PREPARACION DE 3 CULTIVOS MICROBLANOS $ 9,000. 00
( NUEVE MIL PESOS 00/100 K.N.)
. e
L}
v
L .
$ 9,000.00
L/

Atentamente,

CLIENTE

/;/./e,,,éﬂ Z‘/«f; 4
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Duo-Spore:

Indicadores blolégicos para controlar la efectividad en los procesos de

esterilizacldn por Vapor (desplazamiento de gravedad o alto vacio), por Gas Oxldo
de Elileno o por Calor Seco.

O Cumpte con ta Pharmacopea US.A,,
MIL-5-36588 y otros standards de
governacion.

D Su visbitidad ha sido probada y
certificada dentro de su peifodo de
valides,

O La informacién sobre 1a forma da
empleo, que se suministia junlo con
¢ady unda¢, cumple con todos los
1eQuisitos ohciales

O Sepresentanentajrasae 25)0egos.
conlenenco Caca juegd oS sobrecies:
utas de prueta y un sobre-tira de
control,

O Eimismo "lest” puede aphicarse para
cusiquier tipo de esterilizacion
hospitatarls.

ema olicial de Ia técnica do
ibn recomendado por las
o8 compelentes, incluys el
U0 de indicadores bioldgicos una ver
PO 3emana on los esterilizadores de
cada ciclo de eslenilizadores.
a3l como un indicador quimico
#n cada paquels ds cada ciclo.

iras OUO-SPORE de PROPPER
n eslado
Intente de pol atizadas de
Bacillus St y Bacillus
Subtilus var. Niger {Globigit), oblenidos.
de cullivos oficiales de 1as cofectas de
cultivo de Iipo americano.

Daicription”

2068 Indicadores blologleos
pars ol control de eteclly
1438, en oy procesas da
sterliizacian du: Vapor
(¢erplazamisnta de gray
¢dad y allo vacto), Gad
O1ido de Efitena y de Cator
Seco, Contidad: 25 fuegos
[

No. Ratferencin
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o

—
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propper

Long lifand City, N, Y, 11101
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INSTAUCTIONS FOR USING BICLOGICAL

OF GAS. STEAM, OR 9RY

ORBANISHS BACILLUS SUBTRIS var NIOEK
vwh‘upmalmmlnmmlmv

SUPERVISOR
instructions for Momitaring

1. Inciude the two test 3tripa from thus rOCH it
within Pack of malansis 10 be stenkzed, and
focala n the most &tfiCult area 10 e stennzed
by tho staniizavon agoent used

2. Stenlize accordng 10 normal procedurs.
3. Fis m data roquered on other wdo of this en-
vaiope.

4 Aner stenfization, remove both sinps trom
he pack. Placa them in this pocket of the en-
yaiope and sand 10 Bactenciogy (aboratory

i~y

Lot No.

at ambient eu\dn»om. remcte trom EO
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