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CAPITULO 1



1.1. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar los procedimientos normalizados de operacion que se requieren en la

filtracion aséptica de soluciones inyectables.

1.2.  OBJETIVOS PARTICULARES

v Establecer la metodologia a seguir en la filtraciébn aséptica de soluciones

inyectables.
v Establecer la metodologia para evaluar la integridad de los filtros membrana

utilizados en la filtracion aséptica.



1.3.  INTRODUCCION

La filtracion aséptica es el proceso por el cual son eliminados microorganismos
(sin ser destruidos) de un fluido haciéndolo pasar a través de un filtro. La
eliminacion de microorganismos o particulas de un fluido por su paso a través de
un filtro es un proceso compiejo, algunos mecanismos llevados a cabo durante el
mismo son el tamizado o la retencién superficial, estos dos mecanismos
pertenecen a una serie mas extensa que depende de las interacciones entre las
caracteristicas quimicas y superficiales de la membrana, los microorganismos y el
fluido que sera filtrado.

La filtracion aséptica de productos estériles es uno de los procesos mas complejos
de la industria farmacéutica. El procesamiento aséptico requiere aplicar
adecuadamente los principios de control de contaminacién microbiolégica para
eliminar microorganismos de productos estériles.

La filtracién aséptica es el método de eleccion para la esterilizacion de productos
que son quimica o fisicamente inestables bajo condiciones de calentamiento y por
lo tanto no pueden ser esterilizados en un autoclave. La filtracion también es
empleada cuando la cantidad de liquido por esterilizar es grande y ademas es
producido continuamente en linea. El riesgo asociado a la esterilizaciéon con oxido
de etileno contribuye a la necesidad de optar por técnicas de filtracion aséptica.
Durante los ultimos 35 afos los filtros membrana se convirtieron en el método de
eleccion para la esterilizacion de productos termolabiles. Estos filtros son
estructuras poliméricas, delgadas, resistentes y homogéneas, algunos ejemplos
son los filtros de ésteres de celulosa, los de nylon, los de politetrafluoroetileno, los
de fluoruro de polivinilidin, etc.

Los productos parenterales deben ser estériles debido a que su ruta de
administracion anula las barreras fisicas externas del cuerpo contra infecciones.
Los productos oftalmicos deben también ser estériles, porque un dafo en el ojo
puede ser irreparable.

La presencia de microorganismos cualesquiera que sea su origen en estos

productos pueden tener efectos adversos en su eficacia. La severidad del efecto



que los microorganismos puedan tener en un producto farmacéutico en particular
esta en funcion de la naturaleza del producto, de su uso y de la naturaleza de los
microorganismos contaminantes. Algunos microorganismos pueden comportarse
como patégenos oportunistas si son administrados por via parenteral o si son
aplicados a tejidos susceptibles o a pacientes debilitados o inmunolégicamente

suprimidos, lo que resultaria en una fatalidad.

)



1.4. GENERALIDADES

1.4.1. FORMAS FARMACEUTICAS PARENTERALES.

Son soluciones, suspensicnes 0 emulsiones estériles, que contienen uno 0 mas
farmacos, preparados por disoluciéon o suspension del principio activo y otros
aditivos en agua para inyecciéon o en un liquido no acuocso o en una mezcla de
liquidos miscibles entre si, envasados en recipientes adecuados, que se destinan
para introducirse al organismo parenteralmente, por diferentes vias: subcutanea,

intradérmica, intramuscular, intravenosa, intrarraquidea, epidural e intraarticular. o,

1.4.2. CLASIFICACION DE LAS FORMAS FARMACEUTICAS PARENTERALES.

Por su volumen:

= Pequefio volumen: De 1 a 10 mL.

= Gran volumen: Mayor a 10 mL hasta litros.
Por su estado fisico:

= Soluciones listas para inyectar.
= Productos solubles secos listos para combinar con el disolvente antes de

usar.
=  Productos insolubles secos listos para combinar con el disolvente antes de

usar.
= Suspensiones listas para aplicar.

=  Emulsiones.



1.4.3. SOLUCION INYECTABLE.

Una solucién inyectable es una forma farmacéutica liquida, transparente,
homogénea, libre de particulas y de pirbgenos, obtenida por disolucion del o los
principios activos y excipientes en un vehiculo adecuado. Para esterilizar las
soluciones inyectables primero se ajusta el pH y posteriormente la solucion
resultante es filtrada a través de un filtro membrana con tamano de poro de 0.22
um vy, cuando el producto no es termolabil, al final recibe una esterilizacién
terminal en el autoclave. Debido a la sensibilidad de algunos farmacos al calor, es
comun que el producto resultante se esterilice por el método de filtracion y
posteriormente su envasado se realice en condiciones asépticas. Aquellas
soluciones farmacéuticas que resisten el calor pueden ser esterilizadas después
de su envasado por autoclaveado, ya que de esta manera se asegura la
esterilidad del producto.

Los parenterales de gran volumen y de pequefio volumen que no contienen
agentes antimicrobianos, al final deberan ser esterilizados. Por otra parte los
parenterales de pequefio volumen que no pueden ser esterilizados al firal o,
aquellos que estan destinados a ser usados en dosis muiltiples, se les puede
adicionar un agente antimicrobiano. Las excepciones generales son los productos
que pasan la prueba de efectividad antimicrobiana de la USP debido al efecto

antimicrobiano del principio activo, vehiculo, pH, o una combinacion de éstos. 3



1.44. FABRICACION DE SOLUCIONES PARENTERALES DE PEQUENO
VOLUMEN.

Para lograr la esteriidad y remover material particulado las soluciones
parenterales generalmente son filtradas a través de un filiro membrana con un
tamano de poro de 0.22 um. Para mantener una velocidad de flujo adecuada o
para prevenir la obstruccién del filtro durante la fabricacién a gran escala es
necesario llevar a cabo una prefiltracion usando filtros membrana con tamano de
poro entre 5u y 110u.

La responsabilidad del departamento de produccién es generar un producto de la
potencia deseada, estéril, libre de pirégenos, puro, fisicamente aceptable,
estéticamente empacado y con la etiqueta correcta.

En la figura 1 se resumen los procesos requeridos para la produccion de

parenterales de pequeno volumen.
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Fig. 1. Procesos requeridos para la produccién de soluciones parenterales de

pequeno volumen.

*No verifica cuando se trata de un llenado estéril de productos termolabiles.



1.4.5. PROCEDIENTOS NORMALIZADOS DE OPERACION

Un procedimiento normalizado de operacién es un documento que contiene las
instrucciones necesarias para llevar a cabo de manera reproducible una
operacion?.

Los beneficios de un PNO son reducir el esfuerzo de trabajo, ademas de mejorar

los datos de comparacion, credibilidad y defensa legal.
= PREPARACION DEL PNO

La organizacion determina los procedimientos o procesos que seran
documentados. Después estos PNO’s seran escritos por individuos que conozcan

la actividad y la estructura interna de la organizacién.
= REVISION Y APROBACION

Los PNO’s seran revisados por uno o mas individuos que posean el conocimiento

y la experiencia sobre el proceso.
El departamento encargado de asegurar la calidad de la organizacién revisa y

aprueba cada PNO.
= FRECUENCIA DE MODIFICACIONES Y REVISIONES

Los PNO’s necesitan ser actualizados, por lo tanto cuando los procedimientos son
modificados, éstos deberan ponerse al diay reaprobados. Si se decide modificar
solo una seccion de un PNO se indicara la fecha del cambio y nimero de revision

para tal seccion en la tabla de contenidos y control de cambios.



= LISTA DE CONTROL

Algunas actividades usan una lista de control para asegurar que los pasos se
apliquen en orden. Estas listas de control no son el PNO pero si forman parte de

él.

» CONTROL DE DOCUMENTOS

Cada organizacién desarrollara un sistema numérico para identificar y etiquetar

sus PNO’s sistematicamente.

» [ OCALIZACION DE DOCUMENTO DE PNO Y ARCHIVO

La organizacién archivara una gran lista de todos los PNO’s y esta lista debera,

como minimo incluir la fecha de la revision mas reciente.

* FORMATO GENERAL DE UN PNO

No existe un modelo a seguir para los procedimientos. La norma ISO 9000 no
plantea ninguna exigencia al respecto. El tnico lineamiento lo genera el ISO 8402
(glosario de términos) que dice que “el procedimiento es una manera especifica
desempefiar una actividad”. Esto implica que el procedimiento. debera
presentarse de manera muy clara y, especificar el desempeno de cada actividad.
El formato que se recomienda para organizar la informacién de un procedimiento
se describe enseguida, cabe mencionar que este no es un formato correcto y que

puede variar con cada organizacién y con el tipo de PNO que se redacte.



1. PAGINA DEL TITULO

La primera pagina de cada PNO debera contener la siguiente informacion:

a) Un titulo que identifique claramente la actividad o procedimiento.

b) Un namero de identificacion (ID) del PNO.

c) Fecha de emision y/o revision.

d) Nombre de la agencia aplicable de la division y/o ramo a los cuales este
PNO apilica.

e) Datos de la firma quien prepar6 y aprobd el PNO.

2. TABLA DE CONTENIDO Y CONTROL DE CAMBIOS

Es necesario una tabla de contenido y control de cambios para localizar
rapidamente informacion y para denotar cambios o revisiones realizadas sélo en
ciertas secciones de un PNO.

En dicha tabla se indicaran las distintas ve;siones del procedimiento, una
descripcidon general de los cambios realizados y la fecha de aprobacién de cada

version.
3. TEXTO

Un PNO escrito de una manera adecuada primero debera describir brevemente
el propésito del trabajo o proceso, incluyendo informaciéon regulatoria o
estandares apropiados para el proceso del PNO; segundo define términos
especializados o inusuales en una seccién de definiciones o en la seccién de
discusion apropiada; tercero denota los procedimientos secuenciales a sequir,
divididos dentro de secciones significantes, por ejemplo equipo y material,
calificacion del personal y consideraciones de seguridad; cuarto describe todas
las actividades de control de calidad para tal procedimiento y enlista referencias

de aquellos documentos que se consideran fuente de consulta o medio de



clarificacion de algun punto del procedimiento, los cuales no pertenecen al sistema
de calidad, ejemplo: manual de fabricacion, F.D.A., cualquier norma externa que
sé utilice, planos o graficos.

Como se mencion6 anteriormente los PNO's se deberan redactar claramente con
el fin de que sean realmente entendibles y. de esta manara evitar dudas en su
interpretacion  por el personal que los va a aplicar. El formato de los
procedimientos describira los pasos en orden, en tal formato. se acepta el uso de
diagramas de flujo que ayuden a separar secciones largas del texto y a resumir

una serie de pasos.

4. DISTRIBUCION

Se emitiran tantas copias como sea necesario, el minimo seran dos (una para
archivar y otra para el personal). Todas deben ir firmadas y fechadas y se
dispondra de un anexo en el que se registrara el nimero de copias distribuidas y
el nombre y cargo del que ha recibido la copia..Aquellas copias no registradas en
el anexo anterior, deberan ser identificadas como “copia no controlada”. No seran
validas las copias no controladas. Las versiones obsoletas deberan ser

identificadas como tal y retiradas.
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1.5. PROCESOS DE ESTERILIZACION Y SU IMPORTANCIA

Los procesos de esterilizacion no resultan en un producto que pueda ser descrito
como absolutamente estéril 0 no estéril ya que los procesos de esterilizaciéon son
un fenomeno estadistico®®. El objetivo de la esterilizacion consiste en destruir o
eliminar microorganismos presentes en un objeto o en una preparacién, y
asegurarse de que el objetivo se ha cumplido con un alto nivel de probabilidad. En
la actualidad el objetivo aceptado para un proceso de esterilizaciéon consiste en
que la probabilidad de hallar una unidad no estéril sea menos de una en un millén.
Es decir que este proceso proporcionara un Nivel de Garantia de Esterilidad (SAL)
igual o mayora 10%.

En la USP son descritos cuatro métodos de esterilizacién: con vapor, con calor
seco, con gas y con radiacion ionizante. Todos los métodos son usados
cominmente para esterilizar productos parenterales, excepto la esterilizacién con
gas y con radiacién ionizante, las cuales son muy utilizadas para la esterilizacién
de aparatos y materiales quirlrgicos. Para la eleccion del método de esterilizacién,
debera ser agrupada informacién basica y algunos datos como son a) determinar
la naturaleza y cantidad de los microorganismos viables en el producto
farmacéutico antes de la esterilizacién, y b) si el producto y el sistema de sellado
del contenedor se encuentran en un ambiente predominantemente hiumedo o seco
durante la esterilizacibn. Ambos factores son de importancia critica para
determinar las condiciones (tiempo y temperatura) para la eleccién de algin
método de esterilizaciéon. c) Caracteristicas fisicas y quimicas del producto que
sera esterilizado.

Para propésitos de esterilizacion, los microorganismos pueden ser categorizados
en tres grupos generales:

1) Facil de eliminar con calor seco o con calor humedo.

2) Susceptible a calor himedo pero resistente a calor seco (e]. Bacillus sublilis).

3) Resistente a calor humedo pero susceptible a calor seco (ej._Clostridium

sporogenes).



Bacillus subtilis y Clostridium sporogenes son utilizados frecuentemente como

indicadores biolégicos debido a que son formas esporuladas que resisten el calor,
cuando se usan a una concentracidn conocida, mueren a una velocidad
reproducible.

La USP recomienda el uso de indicadores biolégicos, siempre que sea posible, o
para monitorear todos los métodos de esterilizacidn excepto la filtracion
esterilizante. Generalmente los indicadores biolégicos son de dos tipos. Si el
producto a ser esterilizado es un liquido, los microorganismos son adicionados
directamente a un liquido o preparacion con propiedades idénticas al producto
farmacéutico para tener un ejemplo representativo. Cuando esto no es practico,
por ejemplo, cuando es esterilizado equipo y sustancias sélida, el cultivo es
adicionado a papel filtro. La eleccion del microorganismo varia con el método de

esterilizacion.
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ESTERILIZACION CON CALOR HUMEDO.

El tratamiento en la autoclave, utilizando calor humedo, en forma de vapor
saturado, bajo presion, se utiliza cuando las soluciones y recipientes que seran
esterilizados pueden resistir las condiciones de autoclaveado, este método es
preferido porque es rapido y barato. Sin embargo debera tomarse una decisién en
base a experimentos que aseguren que la solucién y los recipientes son
permeables al vapor. Los aceites y recipientes cerrados herméticamente,
normalmente no son esterilizados con vapor.

La esterilizacién con vapor destruye a los microorganismos por la coagulacién de
las proteinas en las células bacterianas. El principio basico de operacién de una
autoclave, es que el aire en el equipo esterilizante es desplazado por el vapor
saturado, gracias al empleo de una valvula de ventilacion (figura 2). La
designacién o eleccién de las condiciones de un ciclo de esterilizacion para
productos o componentes depende de un numero de factores, incluyendo la
termolabilidad de los materiales, conocimiento de la penetracion del caior dentro

de los articulos, entre otros.

Salida de
vapor  * Separador de
U , agua

e VA Aire
s / 1 !
4 el = ) L '
L[ﬁ|4,, . A ¥ vy Ll /;
f:] |-—Drenaje

Fig. 2 Desplazamiento del vapor esterilizante.




En general, se usa una temperatura de 120 °C a 121 °C la que equivale a una
presion de 15 b por 20 min o a 27 psig a 132 °C por 3 min, sin embargo el tiempo
de exposicidn varia segun las caracteristicas del producto.

El calor himedo ofrece la ventaja de ser muy efectivo para esterilizar a bajas
temperaturas ya que la capacidad térmica del vapor es mas grande que la del aire
caliente.

Con el uso general de empaque flexible para productos parenterales de pequefo
volumen, el uso de vapor esterilizante se ha incrementado. Comparados con los
envases de vidrio con tapones de hule, los contenedores plasticos flexibles
(cloruro de polivinilo, poliéster o poliolefina) ofrecen ventajas de autoclaveado.
Especificamente, (a) se dispone de una gran area superficial por unidad de
volumen de liquido; (b) si el contenedor se mantiene en una posicion horizontal
durante la esterilizacion, es disminuida la profundidad de calor, resultando en una
cartografia térmica mas uniforme en los contenedores; (c) se requieren periodos
mas cortos de calentamiento-enfriamiento. El efecto neto es ciclos de
esterilizacion cortos, menor potencia de degradacién y costos reducidos de

fabricacién.



ESTERILIZACION CON CALOR SECO

El calor seco es muy usado para esterilizar vidrio, equipo utilizado en las areas de
fabricacién para productos parenterales y sustancias relativamente estables que
resisten la degradaciéon o altas temperaturas (>140 °C). El calor seco tiene un
buen poder de penetracién y no es corrosivo como el vapor no obstante el tiempo
de calentamiento es lento, necesitando periodos de esterilizacién largos a altas
temperaturas. Esto es importante para permitir la suficiente circulacién del aire
caliente alrededor de los materiales que seran esterilizados®®?.

Una exposicion de 2 h a 180°C 6 45 min a 260°C mata formas vegetativas y
esporuladas de microorganismos. Estos periodos de exposicién no incluyen el
tiempo de retraso hasta que se alcanza la temperatura de esterilizacion dentro del
horno. El tiempo de retraso depende de la geometria del horno, de las
caracteristicas de su operacién y de las caracteristicas de la carga.

El proceso de esterilizacion por calor seco se realiza en hornos especiales. Un
horno moderno equipado con calentador, aire filtrado, distribuido uniformemente a
través de la camara por conveccion o radiacion y empleando un sistema con
sensores para monitorear y controlar los parametros criticos. Cuando la unidad es
empleada para esterilizar componentes tales como envases para soluciones
intravenosas, se debera evitar la acumulacion de particulas en la camara.

Los dos métodos principales para la esterilizacién por calor seco son utilizando
rayos infrarrojo y conveccion de aire caliente. Los rayos infrarrojo esterilizan sélo
superficies. Los hornos con sistema de conveccion de aire caliente normalmente
son calentados eléctricamente y funcionan por gravedad o mecanicamente. En la
unidad de conveccion por gravedad, es utilizado un ventilador para promover la
uniformidad de distribucién del calor a través de la camara.

El mecanismo de esterilizacion de los procesos que utilizan calor seco es matar a

los microorganismos a través de un proceso de oxidacion. La cantidad de calor



disponible, su difusion y la interfase aire-espora tienen influencia sobre la
velocidad de muerte de los microorganismos.
Un ejemplo de indicador biolégico para validar y monitorear la esterilizacion por

calor seco es una preparacion de esporas de Bacillus sublilis.



ESTERILIZACION CON GAS (OXIDO DE ETILENQ)

El 6xido de etileno (EtO), un gas incoloro, mas pesado que el aire, p.eb, 10.8 °C,
con un olor similar al éter es un agente alquilante, ampliamente usado como un
agente esterilizante en hospitales y en industnas, para estenlizar articulos que no
pueden ser esterilizados con vapor o calor seco. El mecanismo por el cual el EtO
mata microorganismos es alquilando las proteinas, el ADN y el ARN de las células
vegetativas y de las esporas. El 6xido de etileno inactiva todos los
microorganismos.

Lamentablemente, el EtO tiene varias desventajas:

1. Es toxico, teratogénico, mutagénico y puede ser carcinogénico debido a los
productos de su degradacion: etilenglicol y sustancias clorhidrinetilénicas.

2. Puro es flamable y explosivo cuando se mezcla con mas de 3.0 % de aire por
volumen.

3. Existe la posibilidad de que en los materiales tratados sean retenidos residuos
toxicos.

4. Es imposible utilizar el EtO para la esterilizacién de liquidos, soluciones,
emulsiones, etc. Los polvos también son dificiles de tratar mediante este método,
salvo que la contaminacién microbiana afecte sélo a la parte exterior de los
granulos.

5. La presencia de cristal interfiere en la eficiencia del EtO como esterilizante,
debido a que las formas cristalinas pueden impedir que el EtO llegue hasta los
microorganismos.

6. Las propiedades de penetracion de EtO también constituyen una desventaja,
dado que el material plastico o la goma absorben una cantidad significativa de
EtO, por lo que los productos esterilizados con EtO a escala industrial suelen
requerir alrededor de 14 dias de cuarentena para permitir la eliminacion
espontanea de los residuos de EtO absorbidos.

Generalmente el EtO es mezclado con gases de dilucién con porcentajes de
diluyente del 85 al 90 %, siendo el CO, el gas de dilucién que se emplea con

mayor frecuencia.
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Para determinar cuando el EtO es efectivo como un gas esterilizante es importante
considerar varios factores tales como la concentracién de gas, la temperatura, el
vacio, la presion positiva, la humedad. El contenido de agua de las esporas y los
substratos para los microorganismos.

La inactivacion de los microorganismos sigue una cinética de primer orden y es
irreversible. Esta reaccion es activada por la presencia de vapor de agua
(aproximadamente un 60 % de humedad relativa ambiente). El agua actia como
un vehiculo para transportar el gas a través de polipropileno y polietileno. El
poliestireno atrapa el EtO disipandolo a través de los afios por lo tanto no es
apropiado para ser esterilizado por este método.

@9 as concentraciones de oxido de etileno generalmente empleadas se
encuentran entre 350 y 700 mg/mL; el tiempo del ciclo de esterilizacion varia de 4
al2h.

Después del ciclo de esterilizacién se elimina el gas a través de un proceso
dinamico donde el aire estéril pasa por encima del producto en un tiempo de 12 a
72 h.

El proceso es monitoreado usando como indicador biolégico Bacillus subtilis var.

niger
En diferentes puntos de la camara la mezcla gaseosa se muestrea y analiza por

cromatografia de gases.

En la figura 3 se ilustra un ciclo tipico de esterilizacion con oxido de etileno.
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Fig. 3 Ciclo de esterilizaciéon con oxido de etileno.



ESTERILIZACION POR RADIACION

El rapido surgimiento de aparatos médicos incapaces de resistir las temperaturas
altas utilizadas en la esterilizacién con vapor o con calor seco y lo concerniente a
cerca de la seguridad del oxido de etileno han contribuido a la aplicacién de la
esterilizacion por radiacion. Esta también es aplicada a ciertas sustancias
farmacéuticas a las cuales se les puede aplicar rayos gama para una esterilizacién
terminal. Las ventajas de la esterilizacion con radiacién incluyen baja reactividad
quimica, pocos residuos, el hecho de que haya menos variables de control y la
principal ventaja de este método de esterilizacion, es que produce un grado
minimo o nulo de degradacion del producto en el paso de esterilizacion final en el
proceso de fabricacion de parenterales de pequefio volumen, en comparacion con
la esterilizacion por autoclave. Sin embargo aunque la irradiacion solo causa un
aumento minimo de temperatura, se pueden ver afectados ciertos tipos y grados
de plasticos y vidrios.

La esterilizacién por radiacién incluye el uso de la radiacion electromagnética o de
la radiacién con particulas.

La radiacion electromagnética, compuesta por fotones de energia, abarca las
radiaciones UV, de rayos gama, de rayos X y césmica. La radiacién gama, emitida
por materiales radioactivos del tipo del cobalto-60 (4°Co) o del Cesio-137 ("*'Ce)
es la fuente mas frecuentemente usada de las radiaciones electromagnéticas. E!
%9Co se desintegra en el centro de un reactor nuclear emitiendo dos fotones (1.17
y 1.33 MeV) y un electron (0.31 MeV). El tiempo de vida media de su
desintegracion es 5.3 anos. El **'Ce se desintegra emitiendo un fotén (0.661 MeV.
El cesio tiene un tiempo de vida media de33 afos.

El %°Co se utiliza en los irradiadores industriales de gran envergadura y el *¥’Ce se
emplea en los irradiadores de sangre.

En épocas pasadas se requeria una dosis de radiacion de 25 kilo gray (KGy) para
garantizar la destruccion de todas las esporas y alcanzar el nivel de garantia de
esterilidad [Sterility Assorance Level (SAL)] de 10®. Este nivel de radiacion se

asociaba con la degradacién de muchos productos farmacéuticos, por lo que hoy
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en dia es mas adecuado conocer las especies presentes y adaptar la dosis de
radiacion a la biocarga de esas especies. De este modo es posible efectuar la
esterilizacion terminal de una cantidad mucho mayor de productos farmacéuticas.
La radiacion jonizante destruye o inactiva microorganismos mediante la interaccion
de pares de iones o excitaciones que alteran la estructura molecular o la
configuracion espacial de macromoléculas biolégicamente activas.

El dafio que la radiacién ionizante produce al microorganismo depende de la
cantidad de energia relativa, del nimero de microorganismos y su resistencia a la
radiacién. Los organismos unicelulares tienen mayor resisténcia que los
multicelulares. Las bacterias Gram-positivas poseen una resistencia mas grande
que las bacterias Gram-negativas. Finaimente las esporas tienen una resistencia
mas grande que las formas vegetativas. Los virus son mas resistentes que las
bacterias.

La esterilizacién por radiaciones ionizantes requiere tener presente la dosis (o la
cantidad de radiacién absorbida por el material), el nivel de energia disponible y el
nivel de salida disponible (que determina la velocidad con la que puede aplicarse
'a dosis).

La unidad de dosis absorbida es el Gray (Gy), donde 1 Gy = J/Kg.

Se utilizan dos tipos de aceleradores de electrones para la esterilizacion:
maquinas de corriente alterna con una potencia de hasta 50 kW y una energia de
5 a 12 meV y maquinas de corriente continua con un espectro de potencia de 30 a
200 kW y 0.5 a 5 meV de energia. Estas maquinas generan electrones a alto
voltaje, los acelera y los dirigen hacia el producto a esterilizar. Cuanto mayor es la
potencia (kW) de la maquina mayor sera la cantidad de electrones generados por
unidad de tiempo. Cuanto mayor es la energia (meV), mayor sera la penetracion
de los electrones en el material a esterilizar.

El indicador biolégico utilizado para monitorear la esterilizacion por ionizacion son

esporas de Bacillus pumilus.
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ESTERILIZACION POR FILTRACION

La filtracion para esterilizar se usa en aquellas soluciones parenterales que no
pueden ser sometidas a un proceso de esterilizacién final.

Los filtros son de dos tipos basicos, filtros membrana (de superficie) y de
profundidad. El mecanismo de filtracion de los filtros de profundidad consiste en la
adsorcién o el atrapamiento aleatorio en la matriz del filtro. Estos filtros son hechos
con materiales tales como tierra de diatomeas, fibras inorganicas, fibras naturales
y porcelana.

La ventaja principal de los filtros de profundidad es su habilidad para retener
grandes cantidades de particulas. Sus desventajas incluyen crecimiento y
reproduccién de microorganismos debido a la dificultad para su limpieza, el
desprendimiento de componentes del filtro durante el proceso y la retencién de
algunos liquidos en el filtro.

Los filtros membrana eliminan los microorganismos presentes en un medio liquido
por un proceso de tamizado fisico quedando retenidos en la superficie de la
membrana o en su vecindad. Con fines de esterilizacién generalmente se utilizan
filtros membrana con poros de 0.22 um de didmetro. Sin embargo no todos los
poros en un fiitro membrana son del mismo tamano, por lo tanto el filtro puede
retener todas las particulas que se encuentre dentro del tamafio promedio de los
poros.

Similarmente a los filtros de profundidad, los de membrana estan hechos de una
gran variedad de materiales, algunos filtros fabricados de derivados de ésteres de
celulosa son los mas comunes. Las ventajas de los filtros membrana incluyen la
no retenciéon del producto, no hay migracién de medio, y la eficiencia es
independiente de la presién diferencial. La principal desventaja es la disminucion
de su capacidad antes de obstruirse y la necesidad de prelavar el filtro para
remover surfactantes. Cuando se filtran grandes cantidades de liquidos para
esterilizarlos como en las aplicaciones industriales, es muy comun usar un fiitro de

profundidad granular (1-5 pum) para remover la gran mayoria de las particulas vy,
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posteriormente, utilizar un filtro membrana para remover las particulas remanentes

y microorganismos.



CAPITULO 2



2.1. FILTRACION

La filtracidbn es una operacién unitaria en la cual una mezcla de sélidos en un
liquido es forzada a pasar a través de un medio poroso (filtro) en el cual los sélidos

son depositados o atrapados.
2.2. FILTRACION CLARIFICANTE

En el proceso de clarificacién de soluciones parenterales son eliminados soélidos
indeseables presentes normalmente en concentraciones muy bajas (< 1.0 %), el
proceso de filtracion clarificante es realizado con ta ayuda de un medio grueso el
cual permite la penetracién y arresto de las particulas por atrapamiento, choque
(impacto) y efectos electrostaticos. Los filtros utilizados para tal fin deben tener
suficiente profundidad para que las particulas con un tamano menor a las
dimensiones de los pasajes del filtro, puedan ser atrapadas durante su recorrido
por tales pasajes.

En el proceso de clarificacion una permeabilidad y una velocidad de filtracién alta
no generan una buena retenciéon de particulas, por lo que el medio de filtracion

debe ofrecer la mejor relacién entre permeabilidad y retenciéon.

2.3. FILTRACION ESTERILIZANTE

En el proceso de filtracién esterilizante son eliminados de un liquido todos los
microorganismos, excepto virus.
“9yn filtro esterilizante es aquel que, cuando es desafiado con el microorganismo

Brevundimonas diminuta en una concentraciéon minima de 107 microorganismos

por cm? de area superficial del filtro, puede generar un efluente estéril.
De acuerdo a la definicion dada por la FDA un filtro esterilizante es clasificado
convencionalmente como aquel que tiene en promedio un diametro de poro de

0.2 um 6 0.22 pm (111329

25



2.4. FILTROS MEMBRANA

Los filtros membrana tienen una estructura de malla rigida y uniforme de matenal
polimérico con un tamano de poro determinado durante la fabricacion.

El tamario de poro facilita Ia diferenciacién de los filtros membrana y el desempeno
de éstos, por ejemplo los filtros membrana que tienen poros con un diametro de

0.2 um o menores, son considerados como filtros de grado esterilizante.

Ventajas de los filtros membrana:

» No hay migracion del material del que esta fabricada la membrana debido a su
estructura continua.

> Son extremadamente delgados por lo que retienen una cantidad pequena de
liquido.

> La integridad de estos filtros puede ser determinada por varios métodos, uno
de ellos es la prueba de la burbuja, de tal manera que cualquier defecto en
ellos puede ser detectado principalmente cuando se trata de un proceso critico.

» Los organismos o sélidos mas grandes que el tamano de los poros no pueden
penetrar el filtro.

» El crecimiento de microorganismos en ellos normalmente no es un problema.

> Pueden ser esterilizados con gas o con vapor de agua dependiendo del

polimero con el que estén fabricados
Desventajas:

> Se obstruye con facilidad cuando la carga de particulas es mayor a la de su

capacidad.
» Cuando un numero suficiente de particulas son atrapadas dentro de los poros

se producira rapidamente una presion diferencial.®

» En los filtros membrana las velocidades de flujo estan limitadas por el area

superficial de la membrana.
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2.4.1. COMO FUNCIONAN LOS FILTROS MEMBRANA

Los filtros trabajan permitiendo el paso del fluido a través de sus poros, reteniendo
particulas demasiado grandes para entrar en ellos. Este mecanismo de arrestar o
capturar particulas es nombrado de diversas formas como por ejemplo retencién
por tamizado, captura fisica, intercepcién directa, exclusiéon por tamano, etc.

La exclusién por tamario es un mecanismo de filtracién importante y quiza para los
filtros de grado esterilizante es el mas confiable, esta accién de filtracién puede no
ser la unica ya que, particulas lo suficientemente pequefias como para entrar y
pasar a través de los poros del filtro pueden ser capturadas y adheridas a las
paredes de los poros. La eficiencia de este mecanismo depende de las
condiciones de filtracion tales como la velocidad de flujo, el nimero de particulas
presentes, y la composicion del liquido en términos de su tension superficial, pH y
fuerza ionica entre otros factores.

La eficiencia del filtro es independiente de la presion diferencial, siempre y cuando
esta presiéon no deforme la particula o el poro, causando una falla en la retencion
de las particulas. La presion diferencial es la delta de presion en los lados
opuestos de la membrana, y es la que regula el flujo del liquido o gas a través del

filtro.
2.4.2. PROBABILIDAD DE RETENCION DE LA BIOCARGA
En situaciones en las que no todos los contaminantes son retenidos por exclusién

de tamano, el resultado puede ser probabilistico. La figura A muestra una bacteria,

mas pequefa que el poro,

entrando en el poro. El

microorganismo puede cruzar el

poro para salir con el liquido o

Fig.A. Caminos alternativos para que una
particula entre en los poros de una
membrana.
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chocar con la pared del poro y liegar a ser capturada por fuerzas de Van der
Waals o por fuerzas de valencia secundarias o residuales.

Entre mayor sea la carga microbiana mayor sera la probabilidad de que algunas
bacterias no sean capturadas.

La presion diferencial mas baja, aumenta la probabilidad de retencion de
microorganismos. Cuando una particula o microorganismo se encuentra dentro del
poro, io mas probable es que choque con la pared del poro y sea adsorbida. Sin
embargo a altas presiones diferenciales, la velocidad del liquido a través del poro
incrementa y el tiempo de residencia de la particula dentro del poro disminuye,
resultando esto en una disminucién de la probabilidad de que la particula sea

capturada.

2.4.3. TIPOS DE FILTROS MEMBRANA Y SU COMPATIBILIDAD QUIMICA CON
ALGUNAS SUSTANCIAS DE USO FRECUENTE .

Existen diferentes materiales para la fabricacién de filtros membrana, pero
aquelios filtros compuestos de mezclas de ésteres de celulosa son los mas usados
debido a que con este material es posible producir membranas con tamario de
poro pequenc y una gran uniformidad en su didmetro. Sin embargo, las
membranas de acetato de celulosa puro y de nylon son usadas para sistemas de
solventes para los cuales las membranas de mezclas de celulosa son
inadecuadas.

Las membranas de celulosa son compatibles con la mayoria de los liquidos
farmacéuticos.

Las membranas de ésteres de celulosa son atacadas por cetonas, esteres, alcalis
fuertes, acido acético y alcoholes.

Cuando se utilizada etanol o metanol es recomendable usar membranas de
acetato de celulosa.

En la tabla 1 se muestra la compatibilidad quimica que tienen algunas membranas

con ciertas sustancias quimicas.
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FILTROS MEMBRANA

CA PES ( NCE NY

Acido acético al 5 % R R = R R

cido acético al 10 % NR R [ NR L
Acidos cido acético glacial NR R NR NR
Acido bérico R T R L
cido nitrico 6N L NR R NR

Alcohol amilico R NR NR R

Alcohol butilico R R R R

Alcohol etilico < 80 % R R R R

Alcohol etilico > 80 % R R L R

Alcoholes [Etilen glicol R R L R
Glicerina (glicerol) R R R R

Alcohol isobutilico R T R R

Isopropanol R R L R B

Propanol R T R R

Hidréxido de amonio 6N NR R NR NR

|Bas-;es-‘. Hidroxido de potasio 6N NR T NR R
| Hidréxido de amonio 6N NR R NR NR
| Celusolve R T NR R
Solventes | Eter etilico L R L R
Tricloroetileno R R R R

Trietilamina R T L R

Tabla 1. Compatibilidad quimica de filtros membrana con algunas sustancias

quimicas.®
R = Recomendado CA = Acetato de Celulosa
L = Resistencia Limitada PES = Sulfonato de Polieter
NR = No recomendado NCE = Esteres de Nitrocelulosa
T = Probar NY = Nylon
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CARACTERISTICAS, BENEFICIOS Y APLICACIONES DE ALGUNOS FILTROS
MEMBRANA

FILTROS MEMBRANA DE ACETATO DE CELULOSA

CARACTERISTICAS Y BENEFICIOS

= Enlace minimo de moléculas.
= Hidrofilica.

= Estabilidad de fuerza y dimensiones.

SR STy >

g = Estructura uniforme de poros.
Membrana de acetato de celulosa

APLICACIONES

= Filtracion y esterilizacion de proteinas y enzimas.

= Filtracién esterilizante de fluidos biologicos.

= Esterilizacion de medios de cultivo para tejidos biologicos.
» Citologia de diagnéstico.

= Facilita la recuperacién de bacterias gram positivas.

DESEMPENO DEL FILTRO MEMBRANA DE ACETATO DE CELULOSA

'Tamaiio de poro 0.1 um [0.22um [0.45pm | 0.6 pm | 0.8 um
| I
Punto de burbuja minimo | 70 50 30 18 | 14
Psi, (Kg/ cm? ) | (490) | (350) | (210)  (126) ! (1.26)
L | i




FILTROS MEMBRANA DE ESTERES DE NITROCELULOSA

CARACTERISTICAS Y BENEFICIOS

= Hidrofilica.

= Alta velocidad de flujo para filtraciones

mas rapidas.

o )

A

e g—,? . ?i’.,“}i"._gfﬁé = Uniformidad en la estructura de poro para
AN i, B RS e A RS ;

RS y 5 W

e »

una mejor selectividad.
Membrana de esteres de = Alta capacidad de enlace.

nitrocelulosa = Baja cantidad de extractables.

APLICACIONES
= Clarificacion de soluciones acuosas y captura de particulas.

= Ensayos médicos: Hormona Gonadotrofina Coridnica (HCG), Clamidia, Virus

de la Inmunodeficiencia Humana (VIH).

DESEMPENO DEL FILTRO MEMBRANA DE ESTERES DE NITROCELULOSA

'Tamaiio de poro 0.1 pm TOTZZ pﬂ 0.45 ym 0.8 pm | 1.2 pm

E - |

Punto de burbuja minimo 8o | 52 | 30 | 11 9
psi, (Kg/ cm? ) (5.62) (366) | (2.11) | (0.77) | (0.63)
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FILTROS MEMBRANA DE NYLON

v -

Membrana de Nylon

APLICACIONES

CARACTERISTICAS Y BENEFICIOS

= |deal para usarla en filtracién general y ensayos
médicos.

= Naturaleza hidrofilica.

= Baja cantidad de extractables.

= Resistencia superior.

» Area superficial grande.

» Alta capacidad para enlazar proteinas.

= Filtracién de solventes para HPLC.

= Filtraciéon de farmacos.

= Eliminacién de bacterias.

= Eliminacién de particulas

DESEMPENO DEL FILTRO MEMBRANA DE NYLON

Tamano de poro

0.1um [0.22pm][0.45 m| 0.6 um | 0.8 pm

Punto de burbuja minimo

psi, (Kg/ cm? )

70 50 30 | 18 13
(492) | 351) | 211) | (1.27) | (0.91)




FILTROS MEMBRANA DE SULFONATO DE POLIETER

CARACTERISTICAS Y BENEFICIOS

» Naturaleza hidrofilica.

* Minima cantidad de extractables.

* Baja capacidad para enlazar proteinas.
= Un rango extenso en tamafos de poro.
= Fuerza superior de rompimiento.

= Consistencia lote a lote.

Puede ser esterilizada en autoclave

Membrana de sulfonato de
poliéter

APLICACIONES
= Filtracién de farmacos.

= Eliminacion de bacterias.

= Eliminacién de particulas

DESEMPENO DEL FILTRO MEMBRANA DE SULFONATO DE POLIETER

Tamano de poro 0.03um | 0.1 um | 0.22 um | 0.45 pm | 0.6 pm
'Punto de burbuja minimo 90 70 50 35 21
psi, (Kg/ cm? ) (6.33) (4.92) (3.51) (2.46) | (1.48)
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2.4.4. PRUEBA DE INTEGRIDAD DE FILTROS MEMBRANA

Las pruebas de integridad aplicadas a filtros utilizados para esterilizar soluciones
acuosas se basan en la medicién de flujos de aire a través de ellos. Cuando los
filtros son mojados sus poros se llenan de agua y la magnitud de flujo de aire es
una consecuencia de la presién de aire aplicada. Las técnicas mas relevantes
para probar la integridad de los filtros son la prueba del punto de burbuja y la
prueba de difusién.

Las pruebas de integridad pueden revelar si un filtro ha sufrido cambios
estructurales como resultado del contacto con el producto farmacéutico o por las
condiciones de proceso. Antes y después del proceso de fiitracion la prueba de
punto de burbuja puede revelar alteraciones en el tamafio de los poros lo cual
dana la capacidad de retencién del filtro. La prueba de difusion revela cambios en
la porosidad total del filtro, esta técnica se basa en el hecho de que, en un filtro
mojado y bajo presién el flujo de aire pasa a través de la membrana por un
proceso de difusion a través de los poros ller:os de agua a presiones diferenciales
debajo del punto de burbuja del filtro siguiendo la Ley de Fick. Actualmente se
puede realizar una determinacion del punto de burbuja simplificada en la prueba
de difusion, cuando se tiene un filtro con un area grande (>5 m? '?). Agui la
velocidad de flujo de gas a través del filtro es medida a una presién establecida
(generalmente al 80 % de la presion del punto de burbuja establecida para el
sistema de filtraciéon en particular) para determinar si el flujo se debe solamente a
la difusion o a una combinacién de difusion y aumento de flujo. Un aumento
dramatico en el flujo de aire (y agua) a una presion mas baja indica dafios en la
membrana, crecimiento en el tamario de los poros, sellados inefectivos o fugas en

el sistema.



Prueba del punto de burbuja

Una de las ventajas que ofrece un filtro membrana es la posibilidad de verificar su
integridad antes y después de la filtracién. Este es un control sencillo, no
destructivo sobre el rendimiento del filtro conocido como prueba de punto de
burbuja. Los filtros membrana tienen pasajes discretos (poros) que atraviesan su
espesor, para medir el punto de burbuja se puede considerar que los poros del
filtro actian como capilares cuando estan mojados con agua. La prueba de punto
de burbuja esta basada en el hecho de que cuando los capilares estan lienos de
liquido, el liquido es retenido dentro de éstos debido a la tension superficial, por lo
tanto la presién de gas necesaria para forzar a salir el liquido de los capilares debe
ser suficiente para superar la tension superficial del liquido que se esta filtrando.
La presién de gas minima requerida para forzar a salir el liquido del capilar esta en
funcién directa del diametro del capilar. Por tal razén, el punto de burbuja refleja la
existencia de los poros mas grandes presentes en la membrana. En la figura 4 se
muestra el principio de la prueba de punto de burbuja.

La prueba de punto de burbuja es utilizada para determinar la presién a la cual hay
aumento de flujo de gas a través de los poros de la membrana. Puesto que el
punto de burbuja observado es una funcién del angulo de contacto del liquido y del
tamano de poro, los resultados son especificos para cada tipo de membrana y de
liquido, esto puede verse en la ecuacidn 1 donde el angulo de contacto cambia
con diferentes liquidos. Consideremos un filtro membrana integral de 0.22 um
humedecido con agua al cual se le asigna una presion de punto de burbuja de 3.2
kg/cm? (55 psi), exceder esta presién significara que se formaran burbujas
pequenas en toda la extension de |la abertura y emergeran por un tubo sumergido
del lado de descarga del soporte del fitro. De alli el nombre de presién de punto
de burbuja.

Como puede observarse en la figura 4 la presiéon de capilaridad es mas alta en el
caso de capilares pequenos que en capilares grandes; visualizando a la
membrana como un conjunto de capilares de diferentes diametros (debido a la

distribucién de tamaro de poro) la aplicacion de presion de gas causara que el
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liquido sea expulsado, primero de los capilares de mayor diametro y después de
los de menor diametro, esto es expresado matematicamente en la ecuacion de
punto de burbuja (ecuacién 1) por la relacién inversa de P y D.

Asumiendo que el fenémeno de capilaridad aplica para los poros de un filtro
membrana, la presion de aire aplicada expulsara primero el agua contenida en los

poros mas grandes.

4yCos@

P=K Ecuacion 1

Donde;
P = Presién del punto de burbuja
K = Factor de correccion de forma de los poros (constante experimental).

D = Diametro de poro
Y = Tension superficial del liquido

6 = angulo de contacto liquido - sélido

|11

g
5

Fig. 4. Tension superficial y angulo de contacto en tubos capilares.
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Conceptualmente el punto de burbuja es una funciéon de trabajo debido a que
representa la fuerza necesaria para romper los enlaces de las atracciones
intermoleculares que caracterizan el mojado de la superficie sélida del filtro por el
liquido'”. Por lo que, el punto de burbuja cambia para cada par liquido-solido®?.
Asi que el punto de burbuja no es una medicién especifica del tamario de poro. El
Aerospace Recommended Praclice tiene establecido que, “la prueba del punto de
burbuja no mide el tamano de los poros, sino que solo permite correlacionar la
presion de capilaridad con algunas caracteristicas dimensionales de la estructura
de los poros” 2.

Flujo de aire a través del filtro mojado

Fig. 5. Corte transversal de una
Membrana experimentando la
prueba de punto de burbuja

Membrana mojada
Cundo es aplicado aire o nitrogeno

y
Gas Gas

Sitio ascendente BSEEESS Sitio descendente  presurizado a filtros cuyos poros estan
5 : lienos de agua, en el sitio de mayor

Coneentracién .. . .
SN presion las moléculas de gas se disuelven
X en la capa de agua fijja dentro de los
3 g poros en conformidad con la Ley de
P, ek N Henry, la cual establece que Ila
Difusion 87 > concentracién de las moléculas de gas en

IR

g la capa del liquido inmediatamente

adyacente a la fase gaseosa . es
proporcional a la presion parcial del gas. La figura 5 muestra un corte de una
porcién de membrana experimentando una prueba de punto de burbuja o de
difusion. El gas disuelto difunde al sitio descendente, el cual se encuentra a una
presion menor (generalmente atmosférica). Aqui el gas sale de la solucién en

forma de microburbujas o desplazamiento excesivo de agua.



El area de inflexién en la curva de flujo de aire

En algun lugar de esta curva el grupo de poros que sobrepasan el rango de
tamano establecido son despojados de su contenido acuoso, con lo que se facilita
el paso de aire en gran cantidad a través de la membrana. Este lugar es el punto
de burbuja infrinseco para cada combinacién filtro — fluido. Como una medida de
estos poros en el filtro, el punto de burbuja intrinseco se encuentra implicado
directamente con el paso de particulas a través del fiitro, sin embargo éste puede
diferir del punto de burbuja percibido, la presién a la cual el aumento de flujo de
aire llega a ser aparente para el ojo humano o para el instrumento de prueba. El
nimero de poros que sobrepasan el rango de tamano establecido por el fabricante
es desconocido, sin embargo estos poros pueden ser lo suficientemente grandes
para permitir el paso de microorganismos a través de ellos, pero pueden ser pocos
en numero como para producir flujos de aire lo suficientemente grandes y poder
darse cuenta inmediatamente, por lo tanto el punto de burbuja percibido es mas

alto que el intrinseco (figura 11).

Algunos investigadores consideran que el punto de burbuja es el primer
rompimiento en la porcién lineal en la curva de flujo de aire difusivo, mientras que
otros opinan que la vuelta hacia arriba de tal curva es aun parte del flujo de aire
difusivo causado por anisotropia de los poros, poros en "forma de embudo”, que
en el sitio descendente, con cada incremento de presion son desprovistos de su
contenido. La delgadez progresiva de la capa de agua dentro de ellos ofrece
pocos impedimentos para el flujo de aire difusivo (figura 6) por lo tanto el resultado
es un incremento en la velocidad de flujo de aire. Mas alla del punto de burbuja la
inclinacién continua de la curva hacia arriba es el resultado de la apertura sucesiva

de los poros mas pequefios debido al aumento continuo de la presion de gas.
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Fig. 6. Efecto de la anisotropia en la curva de flujo de aire difusivo.

La ecuacion para la difusion a través de un filtro deriva de la Ley de difusiéon de
Fick, mientras que la solubilidad del gas esta dada por la Ley de Henry, y la
conversién de un flujo molar a una velocidad de flujo volumétrico en fase gaseosa
esta dada por la Ley de gas ideal. A la presién del sitio descendente en el filtro, P,

(usualmente presion atmosférica), la velocidad de flujo volumétrico, Q, esta dada

por la siguiente ecuacion.

g=———* Ecuacién 2

Donde:

p = densidad del liquido (g/cm?)

m, = peso molecular del liquido (g/mol)

D = difusibilidad del gas a través del liquido (cm?/s)

H = constante de |a ley de Henry (atm)

P,, P2 = Presion en el sitio ascendente y descendente, respectivamente
L = grosor de la membrana (cm)

R = constante del gas 82.05 cm® atm/mol K

T = temperatura absoluta (K)

A = area total del filtro membrana (cm2)

® = Porosidad de la membrana (adimensional)
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En la ecuaciéon 2 se cbserva que la velocidad de fiujo difusional es proporcional a
la diferencia de presion y al area de la membrana. La misma ecuaciéon también
indica que la temperatura puede afectar la velocidad de flujo directamente e
indirectamente por su efecto en la densidad, en la difusibilidad y en la constante
de la Ley de Henry.

En el manual de procedimiento para el punto de burbuja, la presién a la cual un
flujo constante de burbujas es detectado a través de una capa de agua senala la
apertura de los poros al flujo de aire en exceso. Alternativamente se puede medir
el volumen de agua desplazado por el aire liberado.

En la practica el comienzo del aumento de aire es facilmente detectado en filtros
de area pequena, sin embargo en filtros de gran area el aumento de aire no es
aparente. Como es indicado por la ecuacién 2, la cantidad de difusion total
incrementa con el area del filtro, como consecuencia dos filtros que tienen areas
diferentes pero que son de otro modo idénticos tendran el mismo punto de
burbuja, pero debido a la difusién, sus velocidades de flujo seran diferentes en

proporcién a sus areas, esto es ilustrado en la figura 7.

Flujo de gas

Fig. 7. Flujo de gas volumétrico como una funcién del tamano del filtro
En filtros con una area grande (filtros que exceden los 5 m? )}{'? es dificil observar

el comienzo del aumento del flujo debido a las grandes cantidades de gas que

pasan a través del filtro por difusién a presiones por debajo del punto de burbuja.
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El procedimiento apropiado para determinar la integridad del filtro depende en
gran parte del area efectiva del filtro. La técnica del punto de burbuja es apropiada
para filtros pequefios, tipicamente <500 c¢cm?, debido a que el area es pequena
para producir flujos de aire difusivo'’?; de tal manera que el mejor camino para
determinar el punto de burbuja en filtros con una area grande es tomar medidas de
la velocidad de flujo bajo un rango amplio de presiones y observar discontinuidad
o cambio en la inclinacién de la curva de flujo contra presion. Antes de la
existencia de equipos automatizados este procedimiento era muy tardado y tenia
la desventaja de la subjetividad del operador hoy en dia los aparatos
automatizados para las pruebas de integridad eliminan esa desventaja, ademas
ofrecen la oportunidad de ejecutar las pruebas sin violar la integridad del sitio
descendente en el equipo de filtracion. .

Los equipos automatizados que se utilizan para realizar la prueba de flujo de aire
difusivo miden el gas difundido durante un periodo de aproximadamente 5
minutos; si la velocidad de flujo maximo no es excedida, la presion es aumentada
apropiadamente y el proceso es repetido. Esta secuencia continua hasta que la
velocidad de flujo sea igual o menor al valor especificado por el fabricante del fiitro.
Una velocidad mas alta que el valor especificado indica que el filtro tiene defectos
o poros que sobrepasan el rango de tamafno especificado por el mismo
fabricante!”.

El flujo de aire difusivo se puede determinar realizando una sola medicién o
multiples mediciones.

La ventaja que ofrece el método de aire difusivo es la sensibilidad que tiene para
detectar cambios tenues en la arquitectura de los poros tanto pequefnos como

grandes, de tal manera que refleja cambios en la porosidad total de la membrana.
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Cormrelacién entre los valores del punto de burbuja y la retenciéon de

microorganismos.

En los procesos de filtracion esterilizante debera ser confirmado que el fiitro que
se utilizara para tal propoésito retendra 10 " UFC de B. diminuta por cm? (cantidad
establecida por la FDA para un filtro de grado esterilizante®®). Existen dos métodos
para confirmar lo anterior uno de ellos, el mas directo, es desafiando el filtro con
una carga bacteriana de B. diminuta utilizada para definir un grado esterilizante del
filtro. Si de esta manera el efluente resulta estéril entonces se prueba que el filtro
cumple con la especificacion establecida por la FDA. Sin embargo en esta prueba

el filtro puede ser contaminado dafiando su utilidad.
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Fig. 8. Correlacién del punto de

burbuja con la retencién microbiana.
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El segundo método es una prueba de integridad no destructiva que correlaciona la
seguridad con la capacidad que tiene el filtro para retener microorganismos, esta
prueba es la del punto de burbuja y la de flujo de aire difusivo. El punto de burbuja
puede ser relacionado directamente con la retencién de microorganismos, lo cual
realmente es una de sus principales funciones.

02 a figura 8 muestra la relacién tipica entre valores del punto de burbuja y log del
porcentaje de reduccion microbiana, las tres lineas de esta figura son combinadas
en una linea simple en la figura 9, esta figura muestra que un cambio en un 10 %
del punto de burbuja resulta en un cambio 10 veces mas en el porcentaje de
reduccién de microorganismos. La figura 9 sugiere que cuando se intenta medir
porcentajes de reduccién tan grandes y reproducir los resultados en un + 10 %, se
espera ver 10 veces mas variaciones en el porcentaje de reduccion de
microorganismos. En otras palabras, si 107 es el valor verdadero, uno puede
encontrar niumeros entre 10° y 108 debido a la incertidumbre en las mediciones del

punto de burbuja.
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Causas de imprecision del punto de burbuja.

1. Anisotropia. Los poros en forma de embudo causan un aumento en el efecto de
difusién a presiones justo antes del punto de burbuja. El ensanchamiento de estos
poros provoca que su contenido sea desalojado a presiones bajas; debido a que
tienen capas de agua mas delgadas que los poros mas simétricos, el resultado es
un impedimento menor para el paso de flujo de aire difusivo y en consecuencia
aumenta la velocidad de difusién de aire. Las velocidades de difusiéon lo
suficientemente altas alteran el punto de burbuja percibido y también enmascaran
el punto de burbuja intrinseco con'un valor falsamente menor, ya que el arco de la
curva de flujo de aire difusivo se prolonga mas con el concurrente adelgazamiento
de |a capa de agua figura 10.

"L a localizacién exacta del punto de burbuja siempre sera incierta ya que

probablemente todas las membranas presentan un grado de anisotropia.

La Inolinacién de fa cueva reflega:
sDistribucién de tamaito da poco ¢
=Agimetria en 10s poros del fibro.
Hhjado incompieto de ka mambrana
por efectos de hidrofobicidad

4
. o Fujofuerte de alre medido
Flujo de aire ditusivo ol 20% de Incremento de
la velocidad de flujo de
aire det PB

Fio de alre difusivo  PB exirapolado
medhdo sl 80% del PB

AP aplicade ——>

_>Velocidad de fljo de aire

Fig. 10. Paso de aire a través de una membrana mojada;

influencia de la anisotropia.
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2.- Influencia _del area del filfro en el punto de burbuja. El punto de burbuja

intrinseco no se ve afectado por el area de un filtro homogéneo. Sin embargo el

area tiene influencia sobre la cantidad de aire que pasa a través del fiitro por

unidad de tiempo a una presidon dada simplemente como una expresién de un

nimero mas grande de poros que sobrepasan en rango de tamano establecido

por el fabricante presentes en un area mas extensa. Un filtro mas grande

simplemente permite el paso de mas aire por unidad de tiempo debido a que

posee un mayor numero de poros con tamafos dentro y fuera del rango

establecido. Obviamente la velocidad de filtraciéon es directamente proporcional al

tamanio del filtro. Debido a todo lo anterior el area dei filtro afecta el punto de

burbuja percibido.
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Presion de aire aplicada
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Filtros de diferentes draas, con un
Grosor de 130 pmn y un tamsfio de
poro de 0.2 pm.

a = 4545 cm?en un fillro de cartucho
plegado

b =589 cr?en un disco de 293 mm
¢ = 44 cm?en un disco de 90 mm
d=9.6 cm?en un disco de 47 mm

Fig. 11. El cambio aparente en el
punto de burbuja como una funcion
de la dimension del filtro."’®

La figura 11 ilustra que a un flujo de aire de
16 mL/min un filtro membrana con un
grosor de 130 um , un tamano de poro de
0.2 um y un area de 9.6 cm? presenta un
punto de burbuja de 44 psi, mientras que un
filtro con el mismo grosor y tamario de poro
pero con un area de 4545 cm? presenta un
punto de burbuja de 33 psi."® El punto de
burbuja intrinseco (el punto de inflexién en
cada una de las curvas de la figura 11) es
invariante a pesar del tamano del filtro, este
punto de burbuja verdadero y constante
correlaciona con las caracteristicas de

retencién de microorganismos del filtro.

El punto de burbuja aparente, percibido por el operador es el que difiere.
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3. Efecto del aumento rapido de la presion. Después de cada incremento en la

presion ese nivel debe ser mantenido por un periodo de tiempo razonable durante
el cual se esperara observar burbujas. Cuando no son observadas burbujas, la
presién es elevada nuevamente seguida por el periodo de espera, y asi
sucesivamente hasta que el punto de burbuja es alcanzado. El tiempo entre un
aumento de presidén y otro es determinado por la experiencia, aunque en la
practica este valor puede ser determinado erréneamente por impaciencia del
operador; por lo que burbujas causadas por una cierta presién pueden llegar a ser

evidentes a una presién mas alta y ser errbneamente atribuidas a esta presién.

En el proceso de filtracion debe emerger suficiente aire para empujar el agua fuera
del filtro hacia el sitio descendente del equipo de filtracion antes de que las
burbujas lleguen a ser evidentes. Esto puede causar conflictos al leer la presién
del punto de burbuja, al menos que el tiempo entre cada nivel de presion cerca del
punto de burbuja esperado sea asignado adecuadamente en base a la
experiencia. Para minimizar tal suceso, el portamembrana debe ser armado en
una posicién tal que el aire liberado sea incrementado en el tubo de salida donde

las burbujas apareceran y seran detectadas.
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4. Efecto de la temperatura. El efecto de la temperatura sobre la difusion del gas

depende de dos factores: a) de la solubilidad del gas en el liquido, y b) del
coeficiente de difusion del gas.

La solubilidad de un gas en un liquido disminuye cuando la temperatura es
incrementada, mientras que el coeficiente de difusion, una cantidad que refieja la
viscosidad del liquido, aumenta cuando la temperatura es incrementada.

29por ejemplo la difusion del gas nitrégeno por debajo de 60 °C incrementa con la
disminucién de la viscosidad del liquido a una velocidad mas rapida de lo que
incrementa su solubilidad en la solucién. El resultado general es un incremento en

la difusion hasta que es alcanzada una

temperatura de 60 °C. Por arriba de esta
temperatura la difusion del gas

disminuye debido a que la solubilidad

8 & 8 8

del nitrégeno en el liquido disminuye

difusién (%)

o
L

mas rapido que la viscosidad del liquido.

5

La conclusiéon es que las pruebas de

Velocided en el cambio de

&

0 40 s  integridad deberan realizarse dentro del
Temperatura (°C) rango de temperatura (20 — 25 °C)

(=4

recomendado por el fabricante del filtro.

Fig. 12. Efecto de la temperatura en |a
difusion de aire a través de agua.

La velocidad de flujo incrementa cuando la temperatura es elevada debido a el

aumento de la difusién del aire a través del agua.
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5. Utilizar el producto farmacéutico para mojar la membrana. Cuando es utilizado

un producto farmacéutico para mojar la membrana el punto de burbuja cambia,
usualmente disminuye, debido a la diferencia en la tensién superficial entre al
agua y el liquido farmacéutico. ®®Por ejemplo cuando membranas de ésteres de
celulosa son mojadas con una solucién de bicarbonato de sodio muestran valores
de punto de burbuja de 18 6 20 psi mientras que con agua el valor del punto de
burbuja es de 32 psi. Esto no debe ser una dificultad, no obstante se debera

determinar la presion del punto de burbuja apropiada para el nuevo fluidot'?.

6. Influencia de los agentes utilizados para _mojar la_membrana. El empleo de

agentes que ayudan a mojar la membrana (agente mojante) es imperativo,
especialmente cuando son utilizados filtros membrana de material polimérico con
caracter hidrofébico. En la ausencia de un agente mojante se puede aplicar una
presion positiva que penetre dentro del agua antes de que ésta comience a fluir a
través del filtro. La presién aplicada estara en funcion del tamano de poro del filtro
y de su constitucion polimérica. Aun cuando la presion requerida para un filtro
dado sea aplicada, la membrana completa no es mojada inmediatamente; bajo
estas condiciones la filtracién es poco dispuesta a comenzar y lenta para
desarrollarse; un agente mojante es utilizado para superar esta situacion.

Para obtener una velocidad de filtracién aceptable no todos los poros de una
membrana necesitan ser mojados en orden. Aunque ciertos poros queden llenos
de aire, la porosidad total en la membrana es tan grande que puede ser alcanzado
un volumen de flujo adecuado. Sin embargo lo anterior producira valores erréneos
en la prueba de punto de burbuja (figura 13).

Para asegurar el éxito en la prueba del punto de burbuja y una filtracién eficiente,
es recomendable usar agentes mojantes. Un medio muy efectivo para asegurar el
mojado de Ja membrana es utilizar alcoholes tales como isopropanol at 70 %,
seguido por un flujo abundante de agua (para prevenir evaporacion del alcohol).
Debido a que la integridad de cada lote de filtros es probada por el fabricante

antes de liberarlo al mercado, el cliente puede tener la seguridad de que el filtro
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Fig. 13. Fracaso en el punto de burbuja debido a Ia imperfeccién en el mojado del
filtro membrana

que adquirié esta integro y utilizarlo con confianza, por esta razén cuando se
obtienen valores bajos del punto de burbuja, lo primero que se debe hacer es
verificar que el filtro ha sido mojado adecuadamente, antes que interpretar lo
anterior como una falla de integridad.

@®Se ha observado que la mayoria de las fallas en la prueba del punto de burbuja,
particularmente las realizadas después de la filtracion, se deben a un mojado
inadecuado, o mas aun por el valor de la tension superficial del producto utilizado
para mojar el filtro. En estos casos, con frecuencia son usados liquidos mas
efectivos tales como soluciones acuosas alcohodlicas, o flujos abundantes vy
repentinos de agua o flujos de agua caliente para remojar la membrana. Este
problema también puede ser eliminado usando el producto farmacéutico para

mojar el filtro antes y después de la prueba de integridad.

7. Subjetividad del personal técnico que maneja_el equipo de filtracion. En la

prueba del punto de burbuja, el punto final toma la forma de un torrente estable de
burbujas descendiendo a través del liquido o un volumen de liquido abundante
desplazado por el gas. Pero una burbuja es un volumen finito de aire, formado por
la coalescencia de microcantidades de flujo de aire, y el tamano necesario para

esta deteccion refleja la sensibilidad del observador, de tal manera que algunos
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observadores veran burbujas antes de que otros lo hagan, algunos detectaran
burbujas pequenas o volimenes pequerios de agua mientras que otros observan
burbujas mas grandes ¢ un volumen de agua mayor.

@®para procedimientos analiticos de este tipo una variacion en + 10 % es comun,
no obstante se desea una reduccién en el porcentaje de variacién, por tal motivo
es necesario minimizar la subjetividad del observador familiarizandolo con el
equipo o en su defecto utilizar un equipo automatizado para realizar la prueba de
integridad.

Un seguimiento riguroso del protocolo de prueba establecido para un equipo de

filtracién dado ayuda a minimizar errores de esta fuente.

7. Otras.

» En la prueba de difusion el flujo de aire difusivo no sostiene una relacion
directa con el tamano del poro sino que éste refleja la porosidad total y el
grosor del filtro. Debido a que durante el proceso de filtracién ‘os poros del filtro
acumulan particulas éstos se obstruyen progresivamente resultando en la
disminucién de la porosidad total del filtro, por lo tanto la velocidad de flujo de
aire disminuye. Sabemos que sélo un excesivo aumento en la velocidad de
flujo de aire senala un defecto en el filtro por lo que un flujo disminuido es
aceptable, sin embargo la disminucién en el flujo causada por obstruccion de
los poros puede enmascarar un aumento en el flujo de aire difusivo causado

por un defecto en el filtro.

» Algunos polimeros con los que se fabrican filtros membranas pueden hincharse
en presencia de ciertas sustancias quimicas, lo cual puede afectar el flujo de

aire y los valores de la prueba de integridad fisica.

» La presencia de solutos en el liquido que sera filtrado disminuye la tension

superficial del liquido, resultando en la disminucién de la presién del punto de



burbuja. Como un resultado de esta disminucién, el punto de burbuja puede ser

excedido en la prueba de difusion.

» Fugas en el sitio ascendente del equipo de filtracion provocan una falla

aparente en la prueba de integridad.
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Equipo: Lote No.
Integrantes: Fecha de inicio:
Fecha de término:
1. Objetivos:
I. Dar a conocer el procedimiento de operacion y de limpieza del equipo de filtracion
aséptica.
2. Alcance:

Todos los maestros, estudiantes, investigadores, tesistas y laboratoristas.

3. Politicas:

|. Es responsabilidad del personal que opera el equipo de filtracidn aséptica seguir
cuidadosamente este procedimiento.
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4. Sequridad:

El personal involucrado en el manejo del equipo de filtracion debera portar bata blanca limpia
en buen estado, cerrada; cofia, cubrebocas y guantes de cirujano estériles. No debe portar
ningun tipo de maquillaje o joyeria.

Durante la operaciéon del equipo debera observar cuidadosamente las instrucciones de
seguridad del mismo y las indicaciones del profesor que actlie como supervisor.

5. Equipo y material:

Tanque de nitrégeno de alta pureza con filtro Pall de 0.2 micras estéril

Tanque de presién de acero inoxidable con una capacidad de 5.0 L

Portamembrana Millipore de 10 cm de radio estéril

Mangueras de taygon estériles

Membranas millipor de acetato de celulosa con un diametro de poro de 0 .22 micras estériles
Matraz Erlenmeyer de 2.0 L estéril (2)

Pinzas de diseccion estériles

Soporte universal

Pinzas de tres dedos (1)

Liaves de Mohr (2)

5.1. Diagrama del equipo:

a. Fuente b. Tanque de ¢. Poita membrana d. Dispositivo eslénl para
de nitrégenc presion reaibir ef fllrado
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5.2. Diagrama del tanque de presién

Tubo de salida

Valvula de ventilacién

Codo de unién

Tapadera del tanque

Anillo de hule

-0 Q0|T|w

Valvula de ventilaciéon

Mandmetro

Tubo conector

Valvula globo

Complemento para la conexion

R e [ | T

Conector para la manguera
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6. Procedimiento:

Realizé

6.1. Procedimiento de limpieza del equipo de filtracién aséptica.

I. Limpieza del tanque de presion:

a). Trasladar el tanque de presion al cuarto de lavado.

Pagina 4 de 16

Verifico

b). Abrir el tanque de presién levantando el asa de la

tapadera hacia arriba, empujar hacia adentro del
tanque la tapadera, rotandola a una posicion vertical

para poder retirarla.

.|c). Desmontar los accesorios tales como el manémetro,
la valvula de ventilacién, la tuberia de conexién, el tubo
de salida, los codos conectores para las mangueras
(ver diagrama 5.2).

d). Enjuagar con agua corriente el interior del tanque

y SUS accesorios.

f). Lavar el interior del tanque y sus accesorios con

detergente liquido libre de fosfatos y una esponja suave.

g). Enjuagar con agua corriente hasta eliminar el exceso de jabén.

h). Enjuagar finalmente con agua destilada.

i). Dejar escurrir el exceso de agua sobre una tela o

papel absorbente.

j)- Secar con aire limpio.
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6.1.1. diagrama del portamembrana

%
el

Conector para la manguera

Tornillo de 3/8-16x1

Valvula de ventilacién

Plato superior

Anillo de teflon

Soporte pantalla

Soporte de anillos concéntricos

Plato inferior

Orificios para los tornillos

Slolx|~N|o|aa|w(in -

Soportes
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II. Limpieza del porta membrana:

a) Trasladar el Portamembrana al cuarto de lavado.

b). Retirar los tornillos que unen el plato superior al

plato inferior.

c¢). Retirar el plato superior y colocarlo sobre una

superficie limpia con el anillo de teflén hacia arriba.

d). Inclinar el plato inferior hasta que el soporte pantalla

y el soporte de anillos concéntricos se deslicen fuera

del plato. No tratar de sacar el soporte pantalla utilizando
algun instrumento puntiagudo o con filo, ya que la malla

se puede romper facilmente.

e). Retirar con cuidado y con la ayuda de unas pinzas

de diseccién los anillos de teflon de los platos superior e inferior.
f). Colocar los anillos de teflén sobre una tela suave.

g). Destornillar las patas soporte del plato inferior.

h). Lavar todos los accesorios incluyendo las mangueras

de conexion con agua corriente, jabdn liquido y una esponja.
i). Eliminar el exceso de jabén con agua corriente.

j)- Enjuagar con agua destilada todos los accesorios.

k). Dejar escurrir el exceso de agua sobre una tela absorbente.

Realizé
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Verific

Nota: Se puede usar aire comprimido, libre de aceite y filtrado para agilizar el proceso de secado y

éste debe ser usado para secar las mangueras limpias.
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|6.2. Procedimiento para armar el porta membrana e instalar el filtro membrana

Realizo Verific

a). Verificar que todas las partes que componen el

portamembrana estén limpias y secas.

b)Envolver los conectores para las mangueras con cinta

de tefién (3 vueltas).

c). Colocar las patas soporte en el plato inferior,

asegurandose que el orificio de la pata coincida con
el orificio en el plato inferior, colocar el tornillo apretandolo
con fuerza.

d). Conectar la manguera al plato inferior, ***colocar cinta

de teflon sobre la manguera (5 vueltas) posteriormente
asegurar la conexién con una abrazadera.

e). Colocar el anillo de teflén en el plato inferior, presionandolo

suavemente dentro de la cavidad, sin estirario o enrollario.

f). Colocar el soporte de anillos concéntricos sobre el plato

inferior con las divisiones verticales hacia arriba.

g). Colocar el soporte pantalla con la parte azul hacia

arriba sobre el soporte de anillos concéntricos.

h). En condiciones asépticas colocar con cuidado el filtro
membrana sobre el soporte pantalla. (*Si se desea utilizar
un prefiltro membrana, colocarlo y centrarlo encima

del filtro membrana).

i). Colocar el anillo de teflon en el plato superior, presionandolo

suavemente dentro de la cavidad, sin estirarlo o enrollarlo.
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Realizé Verificé

j). Tomar el plato superior por su borde y colocarlo muy

por encima del plato inferior, ver hacia abajo a través de
los orificios en el plato superior y alinearlos con los
orificios que se encuentran en el plato inferior, bajar

el plato superior de manera que selle con el plato inferior.
No cambiar de posicion el plato superior una vez que el
contacto se ha llevado a cabo ya que el filtro puede ser
danado. Si el alineamiento de los orificios es inadecuado
levantar el plato superior y hacer la correcciéon necesaria.

k). Colocar los tornillos y **apretarlos sin utilizar la llave de

tuercas.

1). Conectar una segunda manguera al plato superior,

asegurando la conexién con una abrazadera.

m). Unir el tanque de presién al portamembrana a través

del extremo libre de la manguera conectada al plato superior.
Asegurar la conexién con una abrazadera.

n). Llenar el tanque de presion con el liquido que sera filtrado,

el volumen no debera ser mayora 5 L.

o). Tapar el tanque de presién introduciendo la tapadera

verticalmente y rotarla hasta alinearla con la abertura
del tanque, tirar del asa hacia arriba y sin dejar de jalarla

cerrar la tapa forzando el asa hacia abajo.

p). Conectar la fuente de nitrégeno al tanque de presion

por medio de una manguera.
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Realizé Verifico

q). Conectar una manguera para el desagle al conector que

se encuentra en la vaivula de ventilacién del portamembrana.

r). En condiciones asépticas unir el extremo libre de la

manguera conectada al plato inferior del portamembrana
al recipiente receptor del filtrado (matraz Elenmeyer estéril).

s). Colocar la llave de Mohr nimero 1(Mohr1) en la manguera

que une al tanque de presién con el portamembrana, (a una
distancia de 5 cm del tanque de presion).

t) Colocar la llave de Mohr niumero 2 (Mohr2) en la manguera

que une al portamembrana con el recipiente receptor del filtrado,

(a una distancia de 5 cm del portamembrana).

El uso de un prefiltro contribuye con la eficiencia del filtro membrana. El prefiltro debe ser de la

misma profundidad que el filtro membrana.

**Para esterilizar el portamembrana no deberan apretarse los tornillos con la llave de tuercas, ésto

debera ser aplazado hasta que el porta membrana esté frio y fuera del autoclave.

*** Es muy importante envolver las mangueras de taygon con la cinta de teflén para protegerlas

del dafio que provoca la abrazadera.
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6.3. Procedimiento para determinar la integridad de la membrana (prueba de la burbuja)

Realizé Verificd

a). Verificar que el equipo esté armado de tal forma que las

mangueras no queden torcidas y que todas las conexiones
estén aseguradas.

b). Verificar que la valvula de ventilacion que se encuentra

en el plato superior del portamembrana esté abierta
(en posicion vertical) y que la llave de Mohr2 esté cerrada.

c). Abrir la fuente de nitrdgeno. Aplicando baja presion (2-3 psi).

d). Abrir la llave de Mohr1 y permitir que el liquido

entre en el portamembrana a una velocidad lenta.

e). Cuando el liquido comience a fluir por la manguera de

desague, abrir la llave de Mohr2, cerrar la valvula de ventilacion
(en posicién horizontal) y continuar con la filtraciéon hasta que
unos 100 mL del liquido pasen a través del filtro.

f). Cuando el flujo se detenga incrementar fentamente la

presion cada 10 segundos 5 psi hasta una presiéon de33 psi.

g). Con cada incremento de presioén, vigilar para registrar

el momento en el que el gas aparezca en el recipiente

receptor del filtrado:

>  Burbujas a partir de la manguera de salida

sumergida en el filtrado,

> un flujo brusco de liquido a partir de la manguera de salida
no sumergida en el filtrado o,

> una serie de burbujas moviéndose con el liquido

filtrado a través de la manguera transparente.
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Realizd Verificd

h). *Repetir la prueba del punto de burbuja si son

observadas burbujas o flujo adicional durante la prueba.

i). Si en la repeticion de la prueba de burbuja

nuevamente son observadas burbujas o flujo adicional,

abrir el portamembrana, retirar el filtro membrana y el

prefiltro si se us6, examinar ambos anillos de teflon para
descartar dafo o suciedad en ellos y repetir el lavado,
ensamble, autoclaveado y la prueba de integridad del sistema.

i). Si la prueba de burbuja fue exitosa es decir no se observaron:
>  Burbujas a partir de la manguera de

salida sumergida en el filtrado,

>  un flujo brusco de liquido a partir de la manguera de salida
no sumergida en el filtrado o,

> una serie de burbujas moviéndose con el liquido

filtrado a través de la manguera transparente.

k). Cerrar el tanque de nitrégeno vy tirar del asa de la
valvula de ventilacion del tanque de presién hacia arriba

hasta que el manometro registre entre 2 y 3 psi.

l). Cerrar la llave de Mohr nimero 2.

m). Abrir la valvula de ventilacién del portamembrana.

n). Permitir que el liquido entre a baja velocidad

en el portamembrana.
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Realiz6 Verificd

0). Cuando el liquido emerja por la valvula de ventilacion
a través de la manguera de desagie abrir la llave de Mohr2
y cerrar la valvula de ventilacion del portamembrana.

p). **Abrir el tanque de nitrégeno e incrementar la presiéon

teniendo cuidado de no Hlegar a 50 psi (presion del punto
de burbuja de la membrana utilizada') hasta que se haya
filtrado todo el liquido.

q). Después de resguardar el liquido fitrado aumentar

la presién por encima del punto de burbuja y registrar la
presion a la cual se observaron burbujas. Si esta presion se
encuentra por encima de la presién a la que se filtré el
producto farmacéutico, se puede estar seguro de que la

filtracién ha sido exitosa.
* Un filtro mojado no permite el paso de gas a una presién menor a la de su punto de burbuja.

**Es una buena practica comenzar la filtracién a una presién baja, de manera que ésta pueda
incrementarse para mantener una velocidad de flujo satisfactoria cuando el filtro comience a

saturarse.

1. datos del filtro membrana tomados de la Guia Millipor 1990.
Tipo de membrana: GSWP.

Tamario de poro: 0.22 pm.

Temperatura de autoclaveado: 121°C, 15 minutos.

Punto de burbuja minimo: 50 psi (3.45 bar)
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6.4 Procedimiento para desarmar el equipo después de la filtracion.

Realizé

a). Cerrar la fuente de nitrégeno.
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Verificd

b). Abrir la vaivula de ventilacion del tanque de presién
| hasta que el manometro indique cero.

¢). Desconectar la manguera que une al tanque de presion

con la fuente de nitrégeno.

d). Desconectar la manguera que une al tanque de

presion con el portamembrana.

e). Desconectar la manguera que une al portamembrana

con el recipiente receptor del filtrado.

f). Retirar los tornillos que unen el plato superior al inferior.

g). Retirar el plato superior, la membrana, el soporte pantalla

y el soporte de anillos concéntricos.

h). Trasladar los componentes al cuarto de lavado y proceder

como se indica en el apartado 6.1.
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6.5 Procedimiento para la esterilizaciéon del portamembrana.

Realiz6

a). Verificar que el portamembrana esté limpio y que
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Verificé

el proceso para armarlo se haya realizado adecuadamente.

b). Retirar las gomas que recubren las patas del porta

membrana.

c). Verificar que los tornillos que unen al plato superior

con el inferior no estén apretados.

d). Conectar la manguera de taygon al plato inferior.

e). Envolver el extremo libre de la manguera con

papel pergamino sujetando éste con cinta testigo.

f). Conectar la manguera de taygon al plato superior.

9)- Envolver el extremo libre de la manguera con papel

pergamino sujetando éste con cinta testigo.

h). Abrir la vaivula de ventilacion (en posicién vertical)

del portamembrana.

i). Abrir el autoclave, retirar la canastilla y verificar que
la llave para el desagiie se encuentre cerrada.

j)- Colocar 2250 mL de agua destilada dentro del autoclave

posteriormente introducir la canastilla.

k). Introducir el portamembrana en forma vertical

dentro del autoclave.

). Cerrar el autoclave asegurando el cierre con

los dispositivos laterales, atornillando al mismo tiempo
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los pares opuestos en forma horizontal.

Realiz6

m). Conectar el autoclave y activar la perilla de encendido
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Verificd

posicionandola en velocidad media de calentamiento.

n). Cerrar la valvula de descarga.

0). Cuando el termbémetro registre una temperatura de

121 °C y el manémetro una presion de 21.5 Ib/pulg? cambiar
la posicion de la perilla de encendido a la opcion de
velocidad minima de calentamiento.

p). Transcurridos 20 minutos a una temperatura

de 121 °C con una presioén de 21.5 Ib/ pulg? apagar

el equipo y desconectarlo.

q). Permitir que la presién disminuya lentamente *sin abrir

la valvula de descarga.

r). Cuando el manémetro indique una presion
de 5 Ib/ pulg? abrir lentamente la valvula de descarga

hasta que la presién disminuya a cero.

s). En el momento que el termémetro registre una
temperatura de 60 °C abrir la llave para el desagiie y recibir

el agua en un vaso de precipitados y desecharla por la tarja.

t). Afiojar la tapadera del autoclave destornillando
al mismo tiempo los pares opuestos de los dispositivos
de ésta hasta que queden en posicion vertical.

u). Cuando el termémetro marque 30 °C abrir la

tapadera del equipo y retirar con cuidado el portamembrana.
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Realizd Verificd

v) Verificar que la esterilizacion fue exitosa

( las franjas de la cinta testigo son de color café),
si es asi cuando el portamembrana esté frio apretar

los tornillos que unen el plato superior con el inferior.

*Es importante aplicar una descarga de vapor lenta para evitar un cambio brusco de presion y la

consecuente ruptura del filtro membrana.
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4.1. RECOMENDACIONES

> En primer lugar es importante comprender que existen dos métodos para
probar la integridad de un filtro y es conveniente pensar que las dos pruebas
existen por separado aunque la prueba del punto de burbuja y la de difusién no
son completamente independientes. En realidad ocurre difusion durante la
prueba del punto de burbuja de filtros con area pequefa (<500 cm?{'?), pero la
velocidad de difusiéon en estos casos es muy baja para alterar el resultado de la
prueba del punto de burbuja, mientras que en filtros con un area mayor (>5 m?
(12) son desplazados grandes volimenes de aire (y agua) antes de que las
burbujas puedan ser detectadas por lo que es recomendable realizar una

prueba de difusion en estos casos.

El PNO para la filtracion aséptica de soluciones inyectables y para la evaluacion
ce la integridad de los filtros membrana se realizd6 en forma préactica en el
laboratorio de Tecnologia Farmacéutica, utilizando el equipo de filtracién del
mismo laboratorio. En el transcurso de la practica se observé una serie de fallas
como por ejemplo, fugas en el tanque de presion, una colocacion inadecuada del
equipo y no se mojoé adecuadamente la membrana por lo que fueron observadas
una serie de burbujas a una presién de 5 psi; cuando se corrigieron las fallas no se
observaron burbujas ni tampoco un incremento en el flujo de agua a presiones por
debajo del punto de burbuja (en este caso 50 psi). Es importante conocer como
minimo los siguientes puntos para minimizar los errores que pudieran cometerse

cuando se realiza una prueba de integridad a un filtro dado.
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"puntos a considerar cuando se realiza la prueba del punto de burbuja

manual.

La presion debe ser aumentada lentamente de manera adecuada, permitiendo
que ésta se estabilice en cada incremento ya que de lo contrario el valor de la
presion del punto de burbuja obtenido puede ser mayor al verdadero.

La prueba no puede ser repetida sin antes mojar nuevamente la membrana.
Minimizar las conexiones en la parte descendente del equipo de filtracion y
evitar el enroscamiento de las mangueras, principaimente de la manguera por
la que pasa el liquido filtrado.

Armar el equipo de filtracion en forma alineada (horizontal), para evitar que las
mangueras se doblen, y de esta manera observar mejor las burbujas.

Verificar que no haya fugas en el sistema de filtracion.

Definir claramente el punto de burbuja como un aumento en el flujo de aire. E!
error mas comun es identificar burbujas que no son el resultado de un
aumento de flujo ya que algunas burbujas son resultado de la difusion a través
de la membrana mojada. El libre flujo de aire es la indicacién, no la primer
burbuja.

La prueba del punto de burbuja realizada manualmente puede ser dominada
de un modo diferente de un operador a otro, de manera que el personal que
realizara |la prueba, debe ser entrenado apropiadamente para llevar a cabo la
prueba e interpretar correctamente los resultados.

Mantener el volumen ascendente como un minimo, debido a que con
volimenes ascendentes extremadamente grandes, se requiere un tiempo
largo de estabilizacién entre los aumentos de presion.

Mantener la temperatura dentro del rango requerido.
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> 9puntos a considerar cuando se realiza la prueba del punto de burbuja

automatizada.

= El equipo automatizado debera ser periédicamente calibrado para asegurar

resultados significativos.

Cuando observamos burbujas a una presién muy baja, nuestra pregunta es ;Qué
pasé?, y nuestra respuesta inmediata es jno es posible que nuestro filtro esté
dariado, puesto que el fabricante asegura un 99.99 % de eficacia en su producto!.
Con seguridad, lo mas probable es que el filtro esté integro y que nosotros
estemos cometiendo un error; para saber como afrontar estos hechos, es
recomendable tomar en cuenta lo antes expuesto y lo siguiente para interpretar
correctamente los resultados en Ia prueba del punto de burbuja y en dado caso de

que la prueba falie, qué puede uno hacer.

> @4 interpretacién correcta de los resultados en la prueba del punto de

burbuja.

= | a presencia de burbujas continuas a una presion de 5 psi indica dafio en la
integridad del sistema tales como conexiones y sellado de anillos, o que el
mojado de la membrana no ha sido completo. En casos como éste se debe
verificar que todas las conexiones se encuentren perfectamente selladas,
reemplazar los anillos, y volver a mojar el filtro.

= A un 50 % de la presién del punto de burbuja, la presencia de burbujas
continuas indican un mojado incompleto o una alta velocidad de difusién. En
este caso mojar nuevamente el filtro.

= A un 80 % de la presion del punto de burbuja, la presencia de burbujas
continuas indican una velocidad alta de difusion.

= Sj burbujas continuas son o no observadas a el punto de burbuja minimo el

filtro pasa la prueba del punto de burbuja.
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Si la prueba de integridad falla los siguientes pasos son recomendados:

Asegurarse de que se ha seleccionado la prueba de integridad correcta.
Confirmar que se estan usando los parametros correctos de prueba.

Confirmar que se esta utilizando el fluido correcto para mojar la membrana.
Asegurar que no hay fugas en el sistema de filtracion.

Asegurar que la temperatura durante la prueba se encuentra dentro de las
especificaciones.

Asegurar que el equipo de filtracion esta armado correctamente y que funciona
adecuadamente.

Confirmar que el equipo esta calibrado apropiadamente.

Confirmar que esta instalado el filtro correcto.

Remojar el filtro de acuerdo a las especificaciones y repetir la prueba.

Si la prueba de integridad falla nuevamente, después de haber cumplido con lo

antes mencionado, la integridad del filtro esta dafada.
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4.2. CONCLUSIONES

Al finalizar este trabajo los objetivos planteados en un principio se cumplieron con
éxito, puesto que fueron desarrollados los procedimientos normalizados de
operacién requeridos en la filtracion aséptica de inyectables, estableciéndose la
metodologia a seguir en la filtracion aséptica de soluciones inyectables y la
metodologia para evaluar la integridad de los filtros membrana utilizados en la
filtracién aséptica.

Es de gran importancia que en la industria farmacéutica existan Procedimientos
Normalizados de Operacién, no solamente en el area de inyectables sino en todas
las areas, debido a que con elio se minimizan los errores y se obtiene un nivel mas
alto en la calidad de los productos fabricados.

Algo importante que observé a nivel laboratorio es que la persona que sigue un
PNO, previamente debe ser familiarizada con la técnica, con los principios basicos
de la misma, con el equipo que manejara y concientizarla acerca de la importancia
que implica realizar adecuadamente el trabajo, para que de esta manera realice un
trabajo con calidad.

El lenguaje que se utiliza para desarrollar un PNO debe ser claro, para ser
comprendido por toda aquella persona afin al area, que en un momento dado sea

elegida para ponerlo en practica.
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