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INTRODUCCION 

Una de las caracteristicas inrlispc11sahlcs de 11na -

soluci6n parenteral es la esterilidad, &sto es, la Jusencia -

absoluta de cualquier microorganismo vivi~nt~. Para obt~11cr -

una soluci6n libre de microorganismos vivos es necesario ---

someterla a un proceso de estorilizaci6n; entre los procesos 

de esterilización más 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 solución con u110 o --

varios principios activos terrnol5biles, la opción más seguro 

para su esterilizaci6n es la filtración por membrana, la cual 

constituye un m~todo de esterilizaci6n en 1'frlo'' que no alte

ra quimicamente o lo soluci6n, presentando lu ventaja adicio

nal de la eliminuci6n de materia pRrticuladn extraíln que s~n 

de un tamaílo mayor ª. la del diimetro de poro empleado, Por lo 

antes expuesto, la filtración por membrana puede considerarse 

como el método ideal de esterilizaci6n de soluciones inestn-

bles al calor. 

Por otra parte, se debe recordar que la flltraci6n 

no está sujeta a los parámetros exactos de tiempo-temperatura 

como sucede en los procesos de esterilización por calor, por 



lo que es difícil de una manera práctica, asegurar que real-

mente el proceso de filtración está esterilizando, y por lo -

tanto, el nivel de confianza en la esterilidad es mis contro

vertido. La validación 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 está validado cuando los 

resultados de estudios apropiados 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 filtración proporciona el grado deseado de con-

fianza en la esterilidad. 

Otro factor importante a considerar, ~l cual demues

tra una vez más la necesidad que existe de validar el proceso 

de filtración, es el hecho de que actualmente el método emple

ado para verificar la esterilidad de un lote de productos --

porenterales, es la' ''Prueba de Esterilidad 11
1 la cual no cons

tituye una evaluación de la efectividad del proceso de este-

rilización en si misma, sino más bien una "indicación" de que 

el proceso se ha realizado satisfactoriamente (54), esto se -

debe a que la prueba se realiza en muestras tomadas aleató--

riamente, con el consecuente error que esto implico. Finalmen

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



rilidad de un lote, serta necesario realizar la prueba de --

esterilidad en cada una de las piezas del lote, lo cual es -

imposible desde todos los puntos de vista. Reconociindose por 

tanto, la confianza que proporciona la validnción al proceso 

de filtración. 

El objetivo del presente trabajo es presentar un -

programa para validar el proceso de filtración por membrana. 

Cabe hacer notar que los conceptos y métodos aquí -

presentados no intentan ser considerados como estándares para 

validar un proceso de filtración estéril, que el programa 

aqui presentado s6lo es reproducible bajo las condiciones que 

se mencionan, y se reconoce además, que existen otros métodos 

técnicamente equivalentes paro alcanzar este propósito, 



CAPITULO 

GENERALIDADES 

Una solución parenteral se define como aquclln so

lución que se encuentra est6ril, libre de malüria particuladn 

y libre de pirógcnos (54). 

El término estéril es absoluto 

ausencia total de microorganismos vivos, 

se dcf ine como la 

nuncn debe ser 

usado o considerado de unn manera relativa como porciolmenL~ 

est5ril o c;1si cst~ril, 

La materia particulnda se refiere a 1as substancias 

m6viles 1 no disucltns, presentes involuntariamente en un pro

ducto parenteral. 

Los pir6gcnos se definen como productos metab6licos 

de microorganismos vivos, o los mismos microorgnnismos muer

tos, que causan una respuesta piritica cspeclfica por inyec

ción. Estos se presentan cuando se permite el crecimlcnto de 

los microorganismos.· Quimicamente se les considera como lipo

polisacaridos, solubles en agua pero insolubles en solventes 

orgánicos (54), 

De lo anterior se deduce que existen tres claseR -

generales de contaminantes a considerar en una solución ---

parenternl: las impurezas disueltas (entre las que se encuen

tran los pir6genos}, los microorgnnismos (formadores de pir6-

genos) y la materia particulada. 



Las fuentes pri11cipales de contaminación deben ser 

reconocidas y consideradas cuando se fabrican soluciones 

inyectables, para evitarlas. Las Buenas Prficticas de ~lanufac

tura son una herramienta indispensable en este caso. 

Métodos Generales &!_ Eliminación~ Contaminantes 

Los métodos empleados para eliminar un tipo parti-

cular de contaminantes no s6lo dependerá de lo naturaleza de 

los contaminantes, sino también del nivel de pureza deseado. 

Si el producto debe ser estéril, aún la presencia de un micro

organismo viable representa un fracaso, debido o que puede -

reinfectar el liquido rápidamente (14). 

Las impurezas orgánicos disueltas en aguo es posi-

ble eliminarlas con mayor efectividad mediante ósmosis inver

sa o filtraci6n a tfavés de carb6n activado, mientras que los 

agentes inorg6nicos disueltos pueden eliminarse por ósmosis -

inversa, destilaci6n o intercambio iónico (14), 

Los microorganismos deben tratarse de diferentes -

maneras, Sin embargo los métodos más seguros para obtener --

fluidos estériles son el calor (seco o humedo), la esteriliza

ción química y la filtración a través de membranas (14). 
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Ln filtrdci6n es frecuenLcme11l~ el m~todu de elec

ción para la esterilizaci6n de solucione8 que so11 quimica o 

fisicamente inestables en procesos dr csteriliznci6n tcrmi-

nal. En muchas aplicaciones la filtración se aproxima a la -

ticnica de esterilizaci6n ideal, E~La pue<l~ proporciona1· un 

alto grado de confianza en la est~rilidad si11 la degradacihn 

qulmica que de otra manera alteraría el filtrado (!), 

La fi1traci6n esterilizant~ se utillzn camGnmcntc 

en la industria farmace6tica paru procesos en los cuales la5 

soluciones de producto final o los vehículos paro suspensio

nes se esterilizan por filtración previo a un proceso de lle

nado nsfiptico, Otros pasos de manufdctura asiptica, tales -

como la adición de un material insoluble para formnr una 

suspensión. puedrn llevarse a cabo entre la filtrnci6n y el 

llenado. Otro proceso que com6nmcnte utiliza la filtrncl6n -

esterilizante es la filtración de soluciones quimicas a grn

nel previo a un proceso de cristnlizacl6n usfiptico pi1ra eli

minar la posibilidad de que los organismos quoden ocluidos -

dentro de los cristales (!). 

La filtración también elimina a las células micro

bianas como fuente de sustancias pirógenas (14). 

Una vez que la soluci6n del producto ha sido prepa

rada, ésta debe filtrarse. El objetivo primario de la filtra

ci6n es clarificar la soluci6n. A un alto grado de clnrifica

ci6n se le denomina ''pulir'' ln solución. Este t6rmino se ---



upllca cuando la materia particulada qu~ se remueva es de -

aproximadamente 2 micros de tomado. El ¡1n~o sigucnlú, lo --

eliminaci6n de In materia pnrticulad,1 de hasta U.2 micras de 

tamaAo, eliminará los microorganismos complctnrá ld este-

rjlizaci6n 11 fria''. Una solución que tic11~ 11n 11lto grudo de -

nitidez importe la tm11r~siún de 1.1ltn cnlidad y flUfclu, ca-

ractcristicns de~enbles paro una solución porcnteral (IS), 

~ DE FILTRAC!ON 

En microfi ltraci6n crítica - se entiende por micro

filtraci6n critico lu tlcnicu en In cual ae utllizon filtros 

de membrana microporoRa, los cuales pueden eliminar buctcrins 

y otras partlculas microsc6picns en suspensión de un líquido 

que pasa a trnvés de éstos - , el éxito depende a menudo de -

sutiles difcrcncias·cn las característicos de los filtros. 

El farmac6utico debe por lo tanto, conocer algo respecto de 

estas diferencias y de las formas en que pueden afectar sus 

resultados (14). 

Todos los medios para filtrar pertenecen a uno de 

dos clases, los de 'Profundidad'' y los de "tamiz". Las dos -

brindan ventajas importantes y los dos tienen detcrmir1adas -

limitaciones. Afortunadamente para el usunrio ambos tipos --



tienden a complementarse. Cuando se efectnan microfiltrn-

cioncs crlticílS, la elccci6n 6ptima suele se1· casi siempre -

una combinación de ambos (14). 

Los filtros de profundidad hnn adquirido ese nombre 

debido al hecho de que la flltraci6n se p1·oducc pri11cipnlmcn

te dentro de los profundidades de la m•lriz del filtro. Estos 

filtros estan constituidos por fibras y pnrticulas orientadas 

nl azar, las que se han prensndo 1 cn1·ollndo, o unido de otrn

forma entre si, formando una masu tortuosa de canales de --

flujo, El entrampamiento ocurre cuando una partícula menor a 

los dimensiones del conai se comienza a depositar en una di

recci6n o a formar u111l capa de11tro del ca11al, La cstructura

porosa de un filtro de profundidad no es regular ni definid• 

rnz6n por ln cunl no es posible determinar su eficicnctn de

retenci6n en Lfirminos ubsolutos, Los filtros de profundidnd

recibcn, en cambio, una capacidad nominal, que se detcrmlnu

experimentalmente luego de su fabricación ( 14, 15). 

En la induatria farmacefitico lo" filtros de profun

didad que se utilizan en combinoci6n con lns membranas s~ 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 suspensión y por lo tanto su capacidad paro pro

cesar fluidos muy contaminados por particulas. Por el lado -

negativo todo medio de filtración en profundidad puede absor-
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her y retener un volumen relativamente elcvndl1 del producto, 

lo que constituye un serio problema cuun<lo se trata de una -

solución valiosa (14), 

Los filtros de tamiz han sldo rle11ominndos de esta 

manera debido a que retienen n las ¡1urticulaH sobre su super

ficie 1'tnmizindolas 1
' 1 es decir, separándolas físicamente del 

liquido, de manera similar al colador comGn de cocina. Ln -

retenci6n, más que un fcn6meno de pro[undidad, es un fcn6mc

no de superficie, La estructura es de ma11era 11ormul rigi<lo,

uniforme y continua. El tamnfio de los poron se predetcrmi11n

para cada procesamiento. 

Lo característica más valiosa de un filtro de tamiz 

esta constituida por su fnculLnd de retener absolutamente to

das las pnrti.culns sobre su superficie, .tanto lns biológicn!'I· 

como las no biológicas, mayores que u11 tnmofio predeterminado. 

Algunos ejemplos de medios de flltraci6n de este Lipa son los 

tamices de vidrio, rcticulndo de dncr6n, de particular in-

tcr6s paro le micro~iltrnción critica, los filtros de mem--

brona, 

El tamafio y la uniformidad de Ju abertura de los -

poros en un filtro de tamiz pueden Rer prcdcterminndos con -

precisión tombión pueden ser controlados con preclsi6n. 

Entre las ventajas de los filtros de tamiz se in-

cluyen las siguentes: 

- Es un filtro absoluto cuya eficiencia 110 ln afectan las vn-
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riaciones en la velocidad de flujo o diferencias de prn-

si6n, 

La estructura es homog¿nca y continuo; por Jo tnnL01 no -

se produce migraci6n del mediu a lu soluci611. 

Debido a su 5rea de superficie i11tcrno !>aja, los filtros 

tamiz absorben muy poco de una soluc!b11. 

Debido a que la retenci6n se encuentra limitada -

casi por entero a la superficie y no n Ju profundidad de Jo 

matriz del filtro 1 un filtro de tamiz poHee una capncldud de 

retenci6n de partículas en suspensi611 relativame11tc reduci1ln. 

Tanto los materiales gelatinosos, como u11 fluJdo muy conlami

nndo con partlculAs, lo bloquearfi con rapidez (14). 

Las filtrcis de membrana actfinn en particular como 

filtros tamiz microporosos que retienen sobre su supcrfJcic 

absolutamente todas lns partículas y microorganismos mayores 

que el tnmAño de poro establecido (14), 

Aunque los filtros de membrana hun sido producidos 

por más de 100 años1 éstos no fueron usados nmplinmcntc en-

los Estados Unidos de Norteamirica sino hnstn despuls de ln 

Segunda Guerra Mundial. De acuerdo con un reporte de------
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Goetz,fl..!:.J!.2.!:., BO\\'~IAN,F.\\1 , ,C1\LHOU~l,M.P. y 1.~llITE,i-1.Microbiologicnl 

Hethods far Qualitv Control of Mcmbrune Filters,p.222., los 

alemanes hicieron un uso drum~tico d~ 0stos duru11tc la gue-

rra para prevenir epidemias que puecliera11 ser CílusaJ11s por 

la contami11aci6n de los suministros dl• agu11, lltilizando los 

filtros de membrana,· desarrollaron u11 e11sayo rJ¡1ido ¡111ra -

determinar la seguridad en los suministros pGblicos de agua 

después de los bombardeos. BO\IMAN,!?..1'.·ill·P·222. 

La tecnología para ln producci6n de los filtros -

de membrana fue posteriormente llevada a los Estados Unidos 

de Norteamérica donde, bajo el patrocinio del U.S. De¡iartmcnt 

of the Army, se realizaron investigaciones extensivns sobre 

su producci6n. Esta tnvestigación resultó en los procedimien

tos prActicos pa1·a su producción comercial. Los filtros --

fueron producidos de un ~ster de celulosa en hojas con un -

espesor aproximado de 150 micras. Los tamaños de poro fueron 

predeterminados y controlados en el proceso de manufactura 

~·ill· 

En la década de los años cincuenta los científicos 

encontraron innumerables aplicaciones para los filtros de -

membrana como una herramienta analitica;han sido ampliamen

te usados en el muestreo y medición de la mntcriu particuln

da del aire, análisis microbiológicos de agua y alimentos, 

diagnóstico clínico, filtración estéril, fabricuci6n de cer

veza y pruebas de esterilidad (45). 
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Hoy en día los filtros de membrana se usan casi cx

exclusivamente para la filtraci6n de soluciones parcntcrales. 

Su efectividad en ln retención de particulas, tasa de flujo, 

no reactividad (inercia quimicn)1 control de su integridad -

antes y despu6s de la filt1·ación y caractPrísticns de destruc

ción justifican su uso y la cxclusi6n 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 quimicns¡ entre los materiales más --

usados se encuentran: acetato y nitrato de celulosa, politc-

trafluoroetileno, poliamidu, cloruro de polivinilo, nylon, -

etcetera (14,15). 

Los filtros de ésteres de celulosa (acetato o ni--

trato) son los mis comunmente utilizados, proveen un mnteriul 

filtrante versátil y uniforme para todas los microf iltraciones 

criticas excepto en las que se requiere temperaturas superio-

res a 75ºC, o cuando se trata de filtrar cctonas 1 esteres, 

nitroparofinos, o ácidos y álcnlis fuertes (14,56). 

Los filtros de membrana se encuentran en el mercado 

como discos y cartuchos. La elección de la configuraciln de -

filtro apropiada depende de la aplicación especifica que se -

dará 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 deseado paro la soluciln en -

cuesti6n. Los filtros ,en formo de cartucho proveen velocida-

des de filtrado mayores que los que tienen forma de disco (14,15), 
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TAHARO DE POROS DE LOS FILTROS DE MEMBRANA DJSPO~IBLES 

Los filtros da membrana pueden obtC'nerse en un am-

plio intervalo de tamaño de poros que \·an &C'ílC'ralmentc de 14 mi

cras a 0.025 micras. Para esterlizaciones ''frias'' se rcco-

mienda un filtro de membrana cuyo tamaño de poro es de 0.22 

micras, aunque un tamaño de poros de 0.45 micras retendrá a 

a la mayoría de las especies de microorganismos (14). 

PREFJLTRACION 

Para alcanzar un rendimiento óptimo, un filtro de 

membrana se encuentra generalmente precedido por un filtro -

de profundidad de tamaño semejante. El empleo de un filtro -

de profundidad previo al filtro de membrana absoluto puede -

multiplicar varias veces la eficiencia del filtro de membra

na. Los fluidos severamente contaminados con materia particu

lada pueden obturar con rapidez los poros de los filtro.s de 

membrana, en especial cuando las parlículas tienen práctica

mente las mismas dimensiones que el tamnfto de los poros~es-

tas pertlculas actúan como tapas. Un prcfiltro elegido en -

forma adecuada es el que posee la mayor cf icicncia en el rarr-
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go de tamaño de las partlculas que tienen mayor probabilidad 

de obturar el filtro de membrana .!.!!.l!!. 0 p.888. 

FILTRACION EN SERIE 

Consiste en filtrar un liquido o través de una se

rie de filtros, cuyo tJmafio de poros Vd disminuyendo progre

sivamente. SI se tr1ta de discos, lu 3erle 3uele i11stnlarse 

en un solo pnrtafiltros. El primer filtro puede ser un fil-

tro de profundiJdd y lo3 re3tantcs 1 filtros de membra11a, -

cada uno de lon cualea posee un tamufio de poroi m~s peque--

ño que el que le precede. 

La flftracl6n en serle es frecuentemente la m&3 -

econ6mics 1 en algunos casos, 11 Gnic1 mnncr~ de filtrjr -

un liquido que contiene una pe•ada carga de ~uterlal coloi

de. Cada filtro ~· membrana elimina la mayor parte de los -

sólidos que con mayor probabilidad obturarán el filtro que 

lo sigue, obteni6ndose una mayor capacidad de caudal a trav6s 

de todo el sistema, .!.!!.l!!..p.892. 

FILTRACION CON ~ EN LA INDUSTRIA FARHACEUTICA 
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Hoy en din la industria farmaccütica utiliza la fil

tración por membrana para la cstcriliznción de soluciones 

parenterales, oftfilmicas, nasnles, y en general tocia forma de 

dosificación estéril líquida, que no pueda ser esterilizada -

por medio del calor húmedo. 

Actualmente el equipo para utilizar los filtros de 

membrana se encuentra estandarizado. Para el caso de membra

nas en forma de disco - usadas en la esterilizaci6n de paren

terales de pcquefio volume11 - , que son objeto de este estudio, 

encontramos que en la industria farmaccfiticu los difimetros -

estondar para uso industrial son: 142 y 293 milimetros de -

di§metro en el caso de discos; y 10 pulgadas de altura para -

el caso de cartuchos. Dichas membranas son instaladas dentro 

de una carcasa llamn<lo portofiltros a partecnrtuchos, scgfin -

se trate de discos o cnrtuchos, 

Las carcasas están construidas de un nccro inoxida

ble el cual se puede sanitizar fficilmente, se trntn de acero 

inoxidable tipo 316. 
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FILOSOF!A DE Jd \'ALIPACIO:; 

\"nlidacié1n y \'nl 1dar; un proceso, una máquina, un 

m~todo, se tia convertido hn~ r-ri u11a c·xp1·esi&n comGn de nues

Lro le11guaje t0cnicu y t•ri uste r~so ccico unn pal:1!1rJ pcrfec

tamcntt• i::td<Iptada .1 .su contc·n1d') idL•oló¡;ico, pues \'alidar --

significa 11 da1· [11t•rz;1 o firmt'2•l 11 u11.1 cosa'', afirmaci~n q11e 

en t~rminos gf·ner:J]e~ Loincide cc)JJ lo que pretendernos pr~ci

SéH con .su u~;n en t·l v11c..1bulario ri1!ntifico (ü,55), 

El pra~uso rlc vol1dac1ó11 se 1lefinc como el reto -

i11tencionu1Jo íl un ¡1r0c01;0 (d111·311t1· su dcsarrollo),pa1·a Jrter

minar cuales va1·iahlcs deben ser controlndíls para asegurar ld 

produLc16n con~istente ~e 11n pruducto 11 8US intermedifirios (34). 

Como rorisrtuencia J6gic11 d~ li1 drfi11iti6n a11terJ01· se formula 

la pregunta tPor qub ValidJr? Y la res11uestíl se fu11damentn-

en tres pu11 tos: 

1) Es un r~qt1erimirnto estipuludo en }¡JS PrfictiLns 

Corrt•ctas de ~lanufacturn que estilblecen los requc

rimicr1tos mínimos quo un ¡irocvso debe satisfacer. 

2) Provoca u11a se11saci6n de u11 buen negocio, intro

duciendo el producto co11 un Lucn soporte de su -

historia t~cnica (Funciona como unn motivaci6n) 

3) El result11do final de la validación nos dará --

unn elevada calidad 

y reproducible. 

un producto más uniforme -
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Las etapas b~sicus necesarias pílra validar un pro-

ceso son: 

1) Documentación escrita 

2) Par§metros de manufacttlfíl 

3) Pruebas a estos parámetros 

4) Controles en proceso 

5) Pruebas al producto final 

....... (52). 

Puede considerarse validado un proceso de filtración 

esterilizante cuando los resultados de estudios apropiados -

demuestran que el proceso hace lo que se pretende que hago. 

Esto significa que el proceso de filtración imparte el grado 

requerido de confia11zn en la esterilidad o la reducción micro

biana al filtrad~ sin modificar las propiedades físicas 

quimicas de éste dentro de los limites establecidos (!), 
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CAPITULO 11 

PRUEBA DE PUNTO DE BURBUJA 

2.1 De[inición 

El punto de !111rl111ju es la presi6n requerida pnrn -

expulsar el liquido de los puros de una mcmbrunn saturada (53). 

Los filtros de mcmbrann poseen ¡1asajcs discretos y 

uniformes que ntravicsan su c~pcsor y q11c pueden considcrnrse 

como capilares finos y uniformes (14). 

Cuando un capilar Re ~one en contncto con la su¡1cr

ficie de 11n liq11ido humectanLc, la superficie del liquido --

dentro del capilur se eleva por la ucci6n de fuerzas de super

ficie. La diferencia rcs11ltante en el nivel del líquido tlentro 

y fuera del cnpilar es proporclonnl u la tensión s11perficial -

del líquido ul cosp110 del 5ngulo de contacto entre el liq11i-

do y la p21rcd del c11¡1ilar. [sto es tambifn, inversamente pro-

porcional al difimctro del copilar (2). 

Cua11do se conecto lln sumi11islro lle gas µrcsurizndo -

nl final <lcl copilar y se i11creme11to la presibn, so forza nl -

liquido a salir del capilar, El punto en el cual ocurre ~sto, 

trnc como resultado un burbujeo dentro del liquido. A ln pre

si6n requerida para formnr las burbujas se le roficr~ como el 

''Punto de Burbuja'' del capilar (2). 
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Mientras más pequeño sea. el diámetro del capilar más 

grande será Ja diferencia en el nivel de la superficie del -

líquido y consecuentemente serfi mayor la pr~sión requerida -

para formar la burbuja de gas (Ley de Laplacc; ecuaci6n 1). 

De acuerdo a 

donde: 

B.P. =· 4 iÍ 0 cos e 
d 

B.P. • Presión de Punto de Burbuja (Bubhle Point) 

K • Factor de corrección por forma 

i • Tensión superficial del líquido humectante 

( Ec. l) 

9 • Angu_lo de contacta llquido-sólido (el coseno del cual 

es 1.0 si la humectación es completa entre el liquido 

y la pared del capilar), 

• Diámetro del Capilar 

Una membrana de microfiltración está compuesta por una serie 

distribuida de poros que retienen al liquido hum 0ctante, Por 

lo tanto, su punta de burbuja es una medida del tamaño de --

poro más grande (2,11,14,38,48), 

El punto de burbuja de una membrana de disco de pe-

queña área puede determinarse de una mancrn rúplda y ~xactu~ 

Este valor determinado para cualquier membrana hurnectndn es 

menor del que se esperarla de la ecuaci6n l. La roi6n de ~sto 

es que para las membranas reales el ángulo de contacto es --
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usualmente ma)or que curo y la Ley de Loplncc se puede npli

car s6lame11tc a los poros cilindricos ideales. Un poro en -

f~rma de rajadura, por ejemplo, muestra s6lamc11te la mit¡1d -

de prcsi6n de puntu de burbuja de un poro per(ectamente re-

dando del mismo difimetro. Otra explicaci6n para las variacio

nes en el punto de hurbuja entre membranas de la misma poro

sidad pero de diferentes tipos, se debe a la diferencin en -

el 5ngulo de contacto con el agua como agente humectante y ln 

marcada diferencia en lH <listrtbuci6n de los tnmnfios de poros 

aGn cua11do se trate de membraníls de Ju misma porosidnd (2), 

I.a ecuación l es exclusiva para capilares cilindri

cos que no se encuentran normalmc11tc en los filtros comunes; 

debido a isto, generalmente se introduce un factor de corrcc

ci6n por forma. Paro ¡1rop6sitos te6ricos se asigna íll"bi----

trariame11te el valor de 1.0 al factor de correcci611 par for

ma y potr11cinlmentc los poros irrcg11lures pueden ser tratados 

como sus equivalentes cilindricos con la ecuaci611 1 (11), 

lttdcpendientemente del valor real del factor de 

corrccci6n, el modelo del poro cilindrico predice QUe el --

tamafta de poro mfis grande ~n 11n filtro es inversamente pro-

porcionnl a la presión o la c11al al volumen del gas de prueba 

no se hace evidente (11). 
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2.2 Interpretaci6n da la Prueba de Punto de Burbuja 

Todos los fabricantes de membranas especifican cunl 

es la presión de Punto de Burbuja para cada uno de sus pro-

duetos, Si al momento de realizar la prueba se encuenlra que 

la presi6n de Punto de Burbuja es menor u lo especificada por 

el fabricante, se tiene una indicación de que los poros de -

la membrana son mayores al diámetro especificado, o que la -

membrana tiene alguna grieto o rajndura. Por lo tanto, esta 

membrana no puede utilizarse para la esterilizocl611 de una -

soluciln paranteral r debe desecharse (3,48). 

2.3 Importancia 

Existen varios aspectos que lloccn del Punto de Bur

buja una prueba de gran utilidad. En primer lugar se encuen

tra, la posibilidad de usar un mfitodo no destructivo para 

determinar la integridad de ln membrana, el cual debe ser 

realizado antes y después de la filtració~ como lo especifi-

can las prácticas correctas de manufaclura actuales; en Jos 

Estados Unidos de Norteamlrica se exige la realización de -

esta prueba en las Regulaciones Federales de ese pals (1, 

25,46). 

En segundo lugar la prueba se puede realizar con el 

equipo con que se cuenta en todos los laboratorios que fabri

can soluciones parcnterales como es: una fuente de aire pre

surizado (o cualquier otro gas de prueba), un tanque presu

rizable con su respectivo manómetro, y un matraz con agua. 



22 

Es decir, no se neccsit;1 de ningfin equipo sifisticado. Es 

importante h~cer 11ntaG que act11almunte en el mercado se cn-

cuentran a lo venta sofislil:odos apJrutos par11 la determina

ción del Punto de Rurbuja, los cu,1les trab;tjan con mfLodas -

elcctromt"tánicos. El uso de est1)S equipos implica una fuerte 

infcrsi6n, además la ~alirlaci6n de estos apíl1·aLos es m&s com

pleja por tratarse de equipo~ col\ di~posilivos digitales, 

En tercer lugar He debe mencionar, q1ic lo prueba 

puede ser rculizadn poi· cu,1lq11irr person,1 (!Uc recibo una ca

pacitación adccuuda 1 esto es, que lo puede efectuar un opera

rio calificado con experiencia r1 un tGc11ico. 

finalmentc,esta pr11cbn tiene la ventaja de poder 

usarse tonto en memhrílnns de disco como en cnrtuchos. 

2.4 Limitaciones de la Prueba d~ Puntc1 de Rurbujo 

1) Es virtualmente imposible <lulcctar lllln ilisminución en 

el Punto 1le ~urhuja causada por 1'u1i" poro <le tamafto -

mayor al especificado poi· el fabricante en un filtro 

de membrnna ( l). 

2) El Punto de Rt1rbuja puede ser influenciado por el Are« 

del filtro, aunque este efecto puede ser cnmuHc11rndo 

por el procedimiento de pruchn. La cxplic11ci6n es la 

sigucnte: Existen dos Puntos de Burbuja, el intrinse

co y el observado, 

El Punto de Burbuja Intrínseco es aquel valor --
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que esta determinddo por la estructura microporosu del 

filtro (tamafio y distribucuón de los poros) y •• inde

pendiente del área del filtro. 

El Punto de Burbuja Observado es aquel que detec

ta persona que realiza la prueba cllando npílrcccn las -

burbujas en ei seno del liquido de prueba. 

A esto se debe que el Punto de Burbuja observado 

durante la rcalizaci6n de la prueba puedo llegar o di

ferir del intrínseco. 

Lo anterior constituye una impresición en la medi

ci&n del Punto de Burbuja 01). 
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PRCCRA DE DlFUSION 

3,1 Definición 

DPbido u lo i11scnsibilidad 1 inexactitud, y subjeti

vidad implicadas en la determinación visual del Punto de Bur

buja en membranas de gran firea, fue desarrollnda una prueba -

mhs preciso y objetiva, lit l1 rucba tic Difusión (2), 

Lo razón fundamc11tal de este m~todo de prueba es, -

q11e el fl11jo de gas n 11n¡1 prcsj6n de reto del 80 - 90 ~del 

I'unto minimo de li11rLuja a trav6s de 11na mcmbranH inlcgra es -

causado fi11icl1mentr• ¡ior llifusi6n, Si el (lujo dr gas medido on 

el l..ido inferlor de la membrana es muyor al c~111sndo por líl di

f11si6n, el flujo ndiciori:il debe ser atribuido al (luja visco

so de gas a trav&s ele ~rif•tas 0 rajaduras o a ¡1oros Je mayor 

L;1m:1rto al csperific11du, de los cU¡1les l1a sido 1\es~loj11do el -

liquido l1l1mectanlt•. Reti se l1n referido al (lujo vi~cosu Je -

gus coLlo ''el flujo t!e lln vul11mc11 de gas'' (2,2~). 

La difusión es rnusudn por la diferencia parcial de 

prcsi6n a trav&s de lo memb1·n11n l1Qmedi1, Como ld solubilidad 

del gns aumenta con la presl6n, se tiene como rcsl1ltado una 

mnyor concentrnción 1lc gas disuelto en la cn¡1a de liquido que 

se encuentra del lado donde hay mayor presión, El sistemJ tien

de a igualar la concentración en la capa de agun (maxima 

cntropía),lo cual resulta en un estado constante de transpor-
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te de gas del lado superior al lado inferior, donde Jebido a 

la menor presión parcial, el gas de prueba, abandona continuo-

mente el líquido (2). 

El grado de trnnsporte de gas depende de la presión 

diferencial a través de la membrana de l• solubilidad y mo-

bilidad (coeficiente de difusión) del gas de prueba dentro de 

la capa de liquido. La difusión es directamente proporcional 

a la porosidad de la membrana (fracción de volumen vacio del 

volumen total de la membrana) y a su irea, mientras que es in-

versamente proporcional al grosor de la capa de agua. Para 

membranas simétricas puede decirse que el grosor de ln capa -

de agua es aproximadamente igual al grosor de la membrana ---

( 2). 

La tasa de difusión para el nitrógeno a través de -

un filtro de membrana esta dada por: 

donde 

J 

D 

s 

J ~ (66.5)-D ·s. Pp· A· f 
t • p a tm · T 

difusión en ml/min (determinada bajo las condiciones de 20ºC y 

1013 robar de presión) 

Coeficiente de Difusión en cm' /min (para el 112 a 20°C en agua 

es de 9.84 X 10-4 ) 

-1 -1 Coeficiente de Solubilidad en nmol· bar · ml 11 0 2 
(para el N2 a 20ºC en agua es de : 698. 73) 
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Pp Presión de Prullbn en bar 

A Arca de la .'lcmbran.1 l'n cm 1 

J Porosidad de la Membrana 

Grosor de lu Capa de agua en micras 

Patm Presión Atmosféricil en bílr 

T Temperatura Absoluto en 'K del gas que se difunde en el disposi

tivo para medir el volumen 

66.5 Unidad de Conversión Const<rnll! 

Debe hacerse notar quo en contrnstc con la prueba -

de Punto de Burbtija, lu pruebo de Difusión es solamente una -

medida indirecta del tamaño de poro más grande. El Punto de Burbuja 

de la membrana bajo consideración es mnyor que la presión de prueba 

~cleccionada cuando el fl11jo dl~ gas est6 dentro de los lími--

tes de flujo de difusión (2). 

El principio de la Prueba da Difusión es, en raali-

dad, el de la Prueba de Punto de B11rbuja, ultornente refinddO 

r capaz de producir resultados objetivos r cuantitativas (23). 

3. 2 Importancia 

1) Este método de prueba, satisface los dos requisitos-

dictados por las Correctas Prficticns do Manufactura -

Actuales, en lo tocante a pruebas de integridad en -
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filtros de membrana¡ estos son: a) es una ¡lfueba no -

destructiva y b) la prueba produce resultados no 

ambiguos (25). 

2) El flujo difusional, en la región exactamente por de

bajo del Punto de Burbuja (80-90% P.B.), provee una -

indicación ~alida de la integyidad de un filtro este

rilizan te ( 22). 

3) La prueba de difusión es capaz de detectar fallas -

(trJtese de grietas o poros) de un tamafio de 5 a 10 -

micras en filtros de membrana de gra11 superficie (2). 

4) La prueba tiene una ventaja práctica, en su realizn

ción no hay ningún juicio subjetivo. La tasa de flujo 

de ges se mide a una presión indicada; y estos nfimeros 

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

5) En la práctica, la difusión a truvis de un filtro de 

membrana se determina can un dispositivo similar al -

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

3,3 Limites de Aplicación 

Un elemento filtrante que muestra menor difusi6n, -

no necesariamente tendrá mejores características de retención, 

Esto sólamente significa, que el filtro tiene menos área de -

filtración efectiva, o que lo membrann tiene una porosidad -

reducida, o que es más gruesa (2). 
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Otrn limitantu se debe a la Ci1ntidnd y vnriahtliclnd del 

flujo de gas a Lrav&s de u11 filtro do membrana de gran super

ficie; lz1s grietas jl1Jerlcn estar oct1Jt3~ Lo c11ol rf·percutc so

bre 1a calidad del filtrado. J>11cde mojorn1·sc la d~tucci6n de 

tales fallas ocultas, por medio 1le lu prueba 1lc Punto de ílur

buja, con la cual se ¡J11edcn detectar poros de lumafio excesivo 

en filtros de meinbrana de grn11 superficie, con la condici6n -

de que se determine el P11nto de Burbuja con suma sensibilidad 

( 2). 

3.~ Desve11tajns 

1) En nlg1111ris caso~ la medid;1 del flujo de difusión puede 

ser impr&cticu, como en el caso de varios filtros en un pro-

ceso en linea, Estu suct•tle cun11do en 110 c1¡uipo cst511 montado~ 

.varios cartuchos. Los cuol~s dehen ser verific11dns indivitl11nl

mente y despu5s se VUP!vcn o colocnt· dentro 1lcl sislüm~. lo -

que puede llevar o tener dudas sobre lo intcgridnd del siste

ma completo (J,53). 

2) Esta prueba requiere de un11 gran precisión, por lo -

que se debe determinar co11 la m¿1yor sensibilidad posible. Yu 

que por ejemplo, en 11n curtucl10 que pres0ntu una grieta de un 

tamafio nominal de 15 micras, se hace necesario pura su detcc

ci6n1 que el instrumento usado ¡1ara la determi11ncl6n del flu

jo de gas, permita la detección de un flujo de 0.2 ml/mln, -

además de la difusi6n esperada de 6.4 ml/mln para el cartucho 

bajo consideración (2). 
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CAPITULO IV 

RETO MICROBIOLOGICO DE LA MEMBRANA 

La eliminaci6n de microorganismos por filtraci6n es 

uno de los procedimientos mis importantes en la producción 

aséptica de productos farmaceúticos, 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 bacteria~ hongos y 

levaduras. Tipicamcnte 1 éste método se usa en la csteriliza-

ci6n de drogas inyectables lábiles al calor. Este también se 

usa previo a una csterilizaci6n terminal con color de uno dro

ga inyectable para controlar el contenido microbiol6gico, o -

la biocarga de estos productos. El presente estado del arte -

en filtración por membrana, dicta que para ambas aplicaciones 

la validez de este proceso de filtración sea inicialmente es-

tablecida, que por lo tanto, el proceso sea rutinarinmcnte 

monitoreado. Esta v~lidsci6n puede obtenerse por ambos proce

sos, ya sea en el lnboratorio 1 o en la rutina del proceso de 

manufactura (13,23). 

El reto microbiol6gico de la Membrana es una prueba 

biológica. Los ensayos biol6gicos son de naturaleza destruc-

tiva: su uso excluye la subsecuente filtraci6n de productos, 

Sin embargo, a pesar de esta desventaja, estos ensayos ofrecen 

el único método verdadero para determinar la retención bacte-
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na por filtros de membrana, debido a que l¡1 buctcrio es real

mente usada como 011tidad de prucbJ. Los ensayos de rctenci6n 

bocter1,1nn son lumhi~n muy sensibles.El uso de gran nGmcro de 

partículas que son capaces de autorcplicarse, permiten que 

aún reducidos números de células que emerjan a través de un -

filtro, fficilmcntc pucdn11 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 pura recuperar al microorganismo J~l 

filtrado. La calidad del f11ncionamicnto de una membrana de -

grado csterilizonte depende de factores similares: tipo, can

tidad y estado fisiol6gtco de los organismos presentes, ~si -

como tnmbi6n de lu din6mica del fluido del sistema de filtra

ción (1,13,27,31,35), 

Debido a que el rnltodo usado para el cultivo del -

microorganismo de prueba influye en el tamafio de las cilulas, 

forma y arreglo, debe elegirse el procedimiento de cultivo -

que proporcione la entidad de prueba más adecuada para ln --

prueba de retenci6n. El medio de cultivo y la fase de crcci-

miento del organismo son otros factores que afectan el tamaño 

de la cllula y que no pueden ser ignorados (13). 

Es incumbencia de ambos, fabricante de filtros y -

usuario, la ejecución de ln validación en cada aplicación --

critica de la filtración con membrana. El fabricante del fil-
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tro tiene la responsabilidad de disefiar el producto con el -

proceso de validación en mente, y el usuario debe evaluar los 

diferentes métodos disponibles para realizar la validación -

del funcionemiento de este producto (13~. 

La validación de los métodos de esterilización tér

mico y químico ha sido relativamente directa comparado con lo 

esterilización por filtración. La validación de los filtros -

de retención bacteriana posee un nivel de complejidad odicjo

nal, ya que su acción no es sólamente una función del sistema 

de filtraci6n usado pero si hay unu dependencia crítico en ln 

elecci6n del mlcroorgonismo de reto y lns condiciones de ope

ración durante la filtración (31), 

Comunmente, Ja habilidad para esterilizar de un --

filtro puede ser determinada en una de dos formas - ya sea -

por pruebas flsicas o pruebas biológicas - , Mientras que cada 

una de éstas tiene ciertas desventajas, frecuentemente se usan 

en conjunto para la completa caracterización de un filtro de 

membrana (13, 31), 

Los principales parámetros que afectan la realiza-

ción de la prueba de reto microbiológico son los siguentes: 

1) Organismo de Prueba 

a) Mantenimiento del Cultivo 

2) Tamafio del organismo y Estado de Agregnción 

3) Concentración/Nivel total de reto (organismos/cm') 



4) Concentraci6n efectiva 

a) Viabilidad después del reto 

b) Tamaño de la muestra del filtrado 

5) Reto hidráulico al sistema de filtración 

(presión trnnsmembrana) 

6) Tiempo de duración de la Prueba 

(31) 

4.1 Algunas Consideraciones acerca del Mecanismo de 

Retención Bacteriana en un Piltro de Membrana 

32 

La retenci6n bacteriana en un fillro de membrana no 

puede ser explicada por completo, si se intantnn aplicar por 

separado los mecanismos de: maya o criba 1 adsorci6n, tmpacta-

ci6n y captura olcctrostAtlca. Ya que existen algunas incon-

sistencios como la siguentc. Los filtros rctic1\en bacterias y 

al mismo tiempo permiten el paso de partículas inorgánicas de 

aproximadamente el mismo tamnfto (57). 

Las investigaciones sobre el partícula~ han concluido 

en la elaboraci6n de una"Teoría Unificadora" ; ln cual expli

ca que los filtros de membrana funcionan de varias formas --

para remover los contaminantes. Los mecanismos de maya, adsor

ción, impactación y atracción electrostático funcionan inde-

pendientemente o en combinaci5n. El mecanismo de captura estu 

influenciado por factores tales como: tipo de pol!mero del -

filtro, tamafio de poro, área, presión diferencial, y la natu

raleza del fluido que esta siendo procesado (27, 57, 58). 
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Zierdt (49), encontró q11e las mcmbra11as de celulosa 

comunmente usadas, adsorben más bacterias, células otras --

partículas que los filtros de policarbonato. 

4.2 Nivel de Reto 

En toda Prueba de Rete11ci6n Bacteriana, es necesa--

ria definir el Nivel dP. Reto. El Nivel de Reto se define como 

la concentración de un microorganismo dado por centímetro ---

cuadrado de superficie de filtración; con él cual se prueba -

la habilidad que tiene la membrana para retener dicho micro--

organismo (27). 

El Nivel de Reto Total para un flltro de membrana, 

se puede expresar como: 

Reto Total = Numero de microorganismos filtrados 
Area del filtro 

donde: 

C VTotnl 
A 

e - representa la densidad bacteriana por milili
tro de solución 

C V - reto bacteriano total 

A - área de filtraci6n 

(27). 

Actualmente la concentración de microorganismos 

(nivel de reto) y el género de estos a utilizarse en una ----
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prueba de retenci6n, no han sido establecidos con exactitud, 

Los fabricantes de filtros sin embargo,comunmente 

retan las membranas de 0.45 micras con Serratio marcescens 

las de 0.22 micras con Pseudomonas diminuta (26), 

------La revisión número XXI de la Fnrmacopéa de --

los Estados Unidos de Norteamérica (U,S.P.) establece que los 

filtros esterilizantes retendrán retos apropiados de --------

Pseudomonas diminuta (9). 

Desde 1979 esti en discusi6n el nivel de reto para 

probar la eficiencia de los filtros esteriliznntes (50). En -

1982 HIHA (Health Industry Manufncturers Association), descri-

be una prueba de reto microbiano para filtros de membrana, en 

éste procedimiento la membrana es retada con 10 7 organismos -

de f. diminuta por cm' de superficie filtrante (8). Aunque la 

tendencia actual de los fabricantes de membranas es utilizar 

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

ejemplo, los casos de: Hrunswick Validation Test Report 

Hillipore Validation Guide, 

4.3 Valor L R V 

El Valor de Reducci6n Logarítmica (LRV), es uno me-

dida de la habilidad de un filtro para retener un organismo -

indicador específico. Los rangos de LRV se definen cuando se 

estandarizan los retos microbiol6gicos, Matem6ticamente se --

define como el logaritmo de base diez de la razón del número 

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

No es común que los usuarios de los filtros dctermi-

nen el valor LRV, En lugnr de calcularlo, ~stos se remiten n 

los datos de los fabricantes, los cuales establecen LRV mini-

mas bajo condiciones cstondarizn1!as; se vuelve n citar en ---

este caso: Rrunswick Validation Test Rcport Millíporo 

Validation Guido. 

A continuación se dnr1 algiinos ejemplos para ilustrar 

el cAlcl1lo de los valores LRV cua11do el filtrado es est6ril y 

cuando se observa paso de microorganismos. En ambos casos, el 

filtro cuenta con un ~reo de filtración efectiva de 500 cmi y 

cada filtro fue retado con 5 X l0
9 

microorganismos. 

1.- FILTRADO ESTERIL 

LRV = Jog
10 

número de organismos en el reto 
número d~ orgunismos en el filtrado 

e !og
10 

5 X 109 
_!_* __ 

LRV ?- 9. 7 

* Cuando el filtrado es estéril, se sustituye 1 en el denomina
dor, y el resultado se reporta como mnyur o igunl nl LRV ---
calculado. 
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2.- FILTRADO NO ESTERTL 

Paso de 100 microorganismos 

LRV = log 10 5 X 109 

~ 

log
10 X 107 

LRV = 7 .69 

(1) 

Los resultados se reportan como mayor o igual al --

log 10 del número total de organismos en el reto cuando el --

filtrado es est6ril y como ''fallo'' cun1ido al filtrado es no -

estéril. 

Debe hacerse notnr que estos procedimientos severos 

de reto representan extremos de las condiciones que normalmcn-

te se puedan csperar 1 ya que dichas condiciot1es fueron esta--

blccidas dospuós do realizar retos en los cunles se observó -

el pnso de organismos con fi !tras de 0.22 micras (1, 4J), A 

pesar de &sto, muchos de los fabricantes actuales observan --

que no huy paso microbiano en esta prueba. Por lo tanto, se -

puede frecuentemente obtener solamente una cstimaci611 del ---

limite más bajo del LRI' (!). 

El concepto de Valor do reducción logarítmica ha --

sido propuesto por el grupo de trabajo de la HIHA (Uealth ---

Indust.ry Manufncturers Assoc1ation) que estudia la valida~-

ci6n de los filtros para la Esterillzaci6o de Liquidas (1). 
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En la litcr¿1tura suhr~ el partic11lJr, encontramos -

algunos sin6nimos <lel cr111ct•pto l.~\, Algunos autar~s 11tilizan

c1presion~s co~o: Rt1z6n de R~ducción, lndicP de Sv~ur1dad 

Microbiol6g1ca 1 Raz6r1 Beta, r Titulo <le Reduccibn (~OJ. 



CAPITULO 38 

MATERIAL HETODOS 

1) Parn rculizar las Pruebo• de Punto de Burbuja y de Dlfusi6n 

se utilizaron los siguentes m:1teriales: 

a) Membrana Htlliporc de 293 Mm d~ dilmctrn y 0,45 micras de 

porosidad, fohricu1\n d~ una mezcla de acetato y nitrnto -

de celulosa, Cnt~lugu ~\illipure: llA WP 2~JJ 25. 

b) Previo n lo Membr¡1nJ se coll)C6 11n prcfiltro de fibrn de -

vidrio, Lambi~11 Hi11iporc (microfibros de vidrio de boro

~ilicato con resinu nc1·ilicn), de 257 ffifil dP 1li5metro. Catá

logo Hillipore: AP 15 257 25. 

e) El prcfiltro y l~ mcml1rn11n se montaron en un Porta[ilLros 

Nillipore de Acero l11o~iduhlP Sanitario 316 y un difimntro 

de 293 mm, tiln una mangu1!ra de sulidn para el fluido de -

sil león. 

La Hctodolog[a para ln Prueba de Punto de Burbuja

y paro ln Prueba de Difusi6n se c~plica11 en los siguentes -

diagramas de bloques, 



PRUEBA DE PUNTO DE BURBUJA 

D!AGRAHA DE BLOQUES 

ESTERILIZAR EL l'ORTAF!LTROS EN AUTOCL,\VE 
POR UN TIENPO DE JO Ml~lfl'OS A 121° C Y 

l.5kg/cm' 

CONECTAR EL PORTAF LLTROS AL TANQUE DE 
F!LTRAC!ON 

HUMECTAR u :·ii:'lliR,\:;,1 ¡·r¡,, l':; :.¡¡:;¡;:o m: 
1 !Tf'()S llr l''I'. ¡ "YFIT' PJ r 

~~~~·-·-·~·='.]:_~·~·-··-"~~-' 

INTRODIJCIR LA :·1,;:;GUEHA DE SAL l IJA DEI. 
POR'l'AFI L TROS ,;~ UN )JATRAZ co~ AGUA 

INYECTABLE 

ABRIR LA VAL\'ULA DEL AIRE COMPRTM!IJO Y 
AUMENTAR J.A PRESION LENTAMl:NTE llASTA 
ALCANZAR J,A PRE:;rm; c:;PEC!FICADA POR EL 
FABRICANTE DE LA MEMBRANA 

MANTENER ESA PRESION DURANTE 5 SEGUNDOS 
Y AL Mil>MO TIEMPO OBSERVAR EL MATRAZ 

EN EL CASO DE QUE SE PRESENTE BIJRRUJEO 
ANTES DE ALCANZAR LA PRESION ESPECIFICA
DA, REGISTRE DICHA PRES ION 

COMPARAR AMBAS PRESIONES 
- FABRICANTE Y A LA QUE EMPEZO EL UURBU

JEO DENTRO DEL MATRAZ CON AGUA -

F I N 

- 39 -

.•...•• (2,3,16,23,32,37 ,48). 



PRUEBA DE DlFUSION 

DIAGRAMA DE BLOQUES 

------=r 
ESTERILIZAR EL PUR'JAFILTROS E~ AUTc'CLAVE 
POR u:; l'll:'.'IPO DE JO m~UTOS A 121 o e \' 

l. 5 fg/rm' 
----=i--------' 

INTRODUCIR EL PORTAFILTROS AL ,\REA ESTERII 

CONR'TAR EL l'ORTAF!l.TRO:i AL TASQUE DE 
FILTRAC!ON 

HliMECHl: LA :·!!'IB~.\NA co:; l. O Ll:::J'ROS DE 
,\(;[',; !~FCfAl\LE 

¡_ ___ __,~PRblll~ = il,~ ' __ ==r: ____ __, 
ABRIR LA l'Al.VULA DEL AIRE CO~IPRIMllJO Y 
,\lf.lfXf AR LA PRES ro:; LE~l'AME:;n: HASTA 
,\LCAllZAR ~NA PRESlüN IGUAL AL 80% DEL 

PUNTO llF BURRl!JA 

f.SPERAR 5 MINUTOS PARA QUE EL SISTEMA 
SE EQU!LlllRE 

INTRODUCIR LA MA:>GUERA DE S/1LIDA DEL 
PORTAFILTROS EN LA BASE !JE U~A PROBETA 
INVERTIDA LLE!>A DE AGUA, LA CUAL ESTA 
DENTRO llE UNA CUBA ll!DRONEUMATICA 

MEDIR EL VOLLlMEN Qllf. DESPLAZA El, AIRE 
EN UN PERIOlJO DE TWIPO IGUAL A 10 

M!Nl'TOS 

COMPARA EL DATO ANTERIOR CON LAS ESPECI
FICACIO~ES DEL FABRICANTE 

F I N 

....... (2,3,16,23). 

- 40 -
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II) Para realizar la Prueba de Retención Hicrobiano se ----

utilizaron los siguentes materiales: 

a} Cepa Bacteriana 

Serratia marcescens ATCC 14756 

Esta cepa fué comprada al Cepario del Departamento de --

Biotecnolog!a y Bioingenier!a del CENTRO DE INVESTIGACION 

Y ESTUDIOS AVANZADOS DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL. 

b) Indicadores Biol6gicos: Para controlar la efectividad en 

los procesos de esterilización por Vapor. En este caso se 

utilizaron tiras "DUO-SPORE" Harca 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. 

c) Indicadores Químicos: Para verificar el tiempo y la tempe

ratura de esterilizaci6n. En este caso se utilizaron el -

''Temp-Tube'' para verificar la temperatura y el ''Time-Card'' 

para verificar el tiempo de esterilizaci6n, ambos indica

dores son marca Propper. 

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

Millipore con membrana de 47 mm porosidad de 0.22 micras, 

Catalogo Killipore: GS WP 047 OO. 
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e) Caldo de Soya Triplicuseina, Marca Bioxon. 

f} Caldo de Tioglicolato, Harca Difco, 

g) Agar 

h) Agua Peptonada 

g) Suspensi6n Bacteriana 

De acuerdo ala Norma D 3863 80 del ASTM, la suspensión --

bacteriana para esta prueba se prepara de la siguente ---

manera: Añada 1 ml de un caldo de cultivo de------------

Serratia marcescens, el cual tenga 18 ± 2 horas de incu--

bación a 99 ml de agua peptonada estéril al 0.1%, para 

obtener una concentración de trabajo de 10 7 organismos 

por mililitro. Incube la suspensión a una temperatura de 

25° c. 

La Metodologia con la que se realizó la Prueba de 

Retención Microbiana, se explica en el siguente diagrama de 

bloques. 



lND!CADORF.S 
BIOUJGJCOS 

PRUEBA DE RETENCTD.'I 

DJAr.R.lllA DE BLOQUES 

LA MrJIBRAllA DF. U,4\ llJCRAS F.N 
PURl'AFJl.TROS 

ESTERILIZAR LL PURT.\FILTROS r:; Al''ltX'l.AVL 
POR UN TIEMPO DI: ]ll :n~arros A 121 o r y 

1:1 ~ (m' 
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INDICAOORl:S 
Qll!MICOS 

l!F~IECT.\R LA ~H:.\m!~.\~:\ cox n mNIMO llE 10 
1.1 f~1J.~. D!. .\Gti:\ t:ii ECl'.\Hl f PASAk l>TA AGIJA l'OR 

-------~- I'\ Al'.\,,\Tü DI: "l'Rl'l ll.1 
>------------< ¡1r r-:p_Ril.J DAD" CO'; 

Jt!\UL!;As llL l\lil;~:tn . .;P j'i<...fU: 
l'.11. y l',IJ, 

DE ::ierrat ia rnn1 ce:.cens A L'i\A 
-or.r.~ 

REPETIR LAS PRUEBAS IJI' INTf.GR!llAD FISICA 

llACrn l'.\SAR EL FILTRADO A TRAVF.S DF. \!NA 
ME.:IRRANA DE O, 2~ !llCllAS USMIDO l'N A PAR.\ TO 
DE "PRUEBA DE fSrER !LID.ID" 

RAllSFERIR ASEl'flCA~IENTE L,\ MFJiliRANA DF. 
0.22 MICRAS .1 UNA PLACA DE AGAR llE SO!A 

TR!PTICA!if.l~A 

INCUllAR 7 DIAS A '5'C ! EXAMINARLA 
PERrnD1 CAMENTE 

CALCULAR EL VALOR "L.R.I'." 

....... (IJ,16,31,3)). 

'I' 



CAPITULO VI 

RESl!LTADOS D!SCUS!ON 

I.- Pruebas de Integridad Física 

PUNTO DE BURBUJA 

J>res1~n hOport•1d.1 jJ'.ir la memhrílr111 

sin prt.'Sf:nt.ifS{' i.1 1•tf':.<'11r1a ri(• 

burbujas. 

Punto de Burbuja Especificado por 

el Fabricante. 

No. Lote del Fabricante: 

44 

~.5 fg/cm' 

2.3 KK/cm' 

2030PO l - 46 

El resultado anterior indica que lo membrana sometido a 

esta prueba, no presenta grietas ni rajaduras, y t¡1mbi6n 

indico que el tamafio de poro es el especificado por el 

fabricante, 



PRUEBA DE DIFUSION 

Flujo de Aire Difundldo 

a travfis de lu Hemhrnnn. 

No. Lote del Fabricante: 

45 

1.0 cc/mln. 

2030P01 - 46 

En este caso el Fubricante 110 porporcloníl la Espe~ifi

cnci6n. 

El Flujo es tan pcquefio 1 que se comprobó ol hecho de -

que no es recomendable usnr esta prueba para membranas 

en forma de disco. 

Sin embargo, la prueba 1·enlizndn no se dcmertta; ya 

que si la membruna presenLura g1·ictns o r11jaduros, lu 

1lifusión del nir~, aumentarla consideroblcmcnte y aun-

que no se cuanta con J;1 ~specificaci611 del fabricante, 

la prueba asi realizada evidenciarla inmediotamcntc 111 

presencia de cualquier falla en la intrgridad de la 

membrana. 
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11.- Prueba de Retención Bacteriuna 

No. Lote drl fabri~n11tc dr la }lcrubrnna: ~OJOPOI - 46 

A) ESTERILIZACIO~ DE LA HEHBHA~A EN AUTOCLAVE 

1. Los I111!1caJores Qufmicos dieron los siguen tes resulta

dos: 

''Ternp-Tube'' - El co11teni,fo del ¡1ellct indicador se fun

di~ perdiendo su forma original y cambió 

a color rojo. 

Esto indica que se alcanzó la temperatura 

de esterilizuci6n de 12lºC, 

11 Timecard 11 - E1 color de las c11alro l1ojas del Lrebol 

cambió completamente, indicando que el -

tiempo de estcrilizaci6n fu~ el adecuado. 

Las caracterlsticas de estos Indicadores Quimicos se -

pueden consultar en los Anexos de este Trabajo, 

2. Los Indicadores Biológicos dieron los siguentes resul

tados: 

''DUO - SPORE'' - Sigucndu líls instrucciones para su cul

tivo, no se obscrv6 crecimiento en nin

guna de lns cuatro tiras de esporus 

empleadas despufis de una incubaci6n de 
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siete dius a una tempe1·atura de SSºC, 

Se utilizaron dos tiras t~sLigo, 111s -

cuales no fuernn psterillz;1das, con el 

[in de cu1nprob;1rlu bio-l1~bilidJd de }¡¡5 

cs¡ior¡1s empleadas. 

En ambas tiras se prcsent6 c1ecimienlo 

dcspu6~ de ~4 l1rs. dr j11c11bJció11 a SSºC. 

El resultado arrojado por el ''DUO - SPORE'' indica que 

la penetración de calor dc11Lro de 111 cftmura de ln auto

clave fue la adec11ado. 

Las Caractcrislicas del ''DUO - SPORE'' se pueden consul

tar en los A11cxos de este Trabajo, 

3. En Resumen: L(JS rc~11lt11dos 11rrojndos tanto pvr los lndi

cudores Quimicos comcl por los Indicadores 8iol6gicos, 

demuestran q11c el proceso de esterilización por nuto--

clavc al que se gometi6 el ¡1nrtafiltrns qur contenta lo 

la m~mbruna fue efectivo: do11do de estn man<•ru confia-

bilidad al proceso. 
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B) ENSAYO SOBRE LA lSTERILJDAD DEL S!SfEMA DE FILTRACIO~ 

Se mucstrPnran as5pticumct\tc 10() ml • 1ie los 10 li

tros de agua grado i:1ycctahle utilizados ¡1ara humecta1· ln mem

brana. La muestra se son~ti6 a l,t Pruebi1 d{? Esterilidad, ---

utilizn11do llníl membrana lle 0.2~ micros. 

Despu6s de siete di;1~ ele incubaci6n 1!0 la ml1cstrn a 

37° C, no se detect6 ln presencia de contnminaci611, tonto de 

aerobios como de anacrol1ios. 

Dados los resultados nnterior~s, se concluye que el 

Sistema de Fi1Lrnci6n utilizddo paro la prueba se e11contraba 

estéril. 

El Reporte de este Resultado se cncuüntra en los -

Anexos de este Trabajo. 

C) PRUEHAS DE INTEGRIDAD ANTERIORES A LA PRUEBA DE RETO 

Punto de Burbuja 

Flujo de Aire Difuíldido 

a travfis de la Membrana 

2.3 KS/cm' 

1.2 cc/min. 

Analizando los resultados de esta pruebas t~11omos: 

l. Se elimina la posibilidad de que la membrana se haya -

dafiado durante su mnnipulaci6n y a\1toclaveado. 

2. Se confirma que el Sistema de Filtración se encontrabn 



bien arm.1t.Jo. 

3. El l'unto ~e Kurbuja i11dica 11ue se trata de una membru11a 

de 0.45 micras. 

O) ANALISIS Dl:L FILTRADO DE LA SIJSPENS!Ot\ DE"Scrrntia marcescens" 

Los 800 ml de filtrado resultantes, se sometieron n 

la Pr11eba de Esterilidad utilizando una membrana de 0,22 micras. 

Después de siete días de? Incubación en AST, a 25 ºC, 

no se detectó crecimiento alguno. 

E) PRUEBAS DE INTEGRIDAD POSTERIORES A LA PRUEBA DE llETENCION 

Punto de Burbuja 

Flujo de Aire Difundido 

a travfis de ln Membrana 

2.5 KS/cm' 

1.0 cc/min. 

Estos resultdos scfialan que la membrana no sufrió dafio -

alguno durante la Prueba de Retención, 



F) CALCULO DEL VALOR "LRV" 

No. d~ organismos en el Relo 

No. de drguílismos en ol Viltrndo 

so 

4.57 X 10
7 

Dctermiriado ¡1or Cuenta 
en PlnLa de la Suspen
sión Bar.terian<1) 

CERO - Filtrudo Estirll -

LRV Jog 10 4,57 X 10 7 

• 1 

* Oebido a que el filtrado fue estiril, se sustituye l en el 
denomi11ador, parn ufcctos del c&lculo. 

LRV ~ log 10 4.57 X to
7 

LRV ':;.- 7 .6599 

G) PROTOCOLO DE VALIDAClON 

Tomando corno base los resultados anteriores, se clnbor6 

el siguente Protocolo de Validacifin. 



PROTOCOLO DE VAL!DACION 

* REPORTE DE RESL'i.T..\DOS " 

PROCESO DE FILTRACION POR llf:'IBRANA PARA 

ESTERILIZAR SOLL'CJO~ES PARE~TER,\LES 

Fecha: _____ Hora de Inicio:---- Hora de Terminación: 
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Arca donde se realizó la Prueba: _________________ _ 

Condiciones Ambientales: Temperatura: _________ _ 

Humedad Relativa: ______ _ 

Presión Positiva: ______ _ 

Nombre del Operario que efectuó las Pruebas: ___________ _ 

a) Características de las Membranas utilizadas 

- Marca: ____________ _ 

- No, Lote:. __________ _ 

- Diámetro: __________ _ 

- Porosidad: __________ _ 

b) Características del Portafiltros utilizado 

- Marca•-----------------------
- Material de Construcción: ______________ _ 

- Diámetro•----------------------

Microorganismo utilizado 

- Genero:. _________ Especie:. ____________ _ 

- Catálogo ATCC: _____ _ 

- Procedencia de la Cepa: _________________ _ 

- Medio de Crecimiento de la Cepa: _____________ _ 

- Temperatura de Incubación: ________________ _ 

- Preparación de la Suspensión (Norma de Referencia)'-------

-Concentración de la Suspensión:, ______________ _ 

- Nombre del Analista que preparó la Suspensión:, ________ _ 



Fecha: ____ _ -52-

Equipo Utilizado:. ________________ _ 

Xomhre del Operario:. ________________ _ 

Na. di." Cicla de EstcrilizJci,fo: ____ _ 

Temperatura dt! E·,tenlUación: _____ _ 

Tiempo de Esterilización: _____ _ 

Indicadores Quimicos emple.1dos .. ·_ ---------------

Indicador Biológico empleado'----------------

Liquido llumectante: _____________ _ 

Punto de Burbuja: _________ _ 

Flujo de Aire Difundido: _____ _ 

Presencia de Fugas: _______ _ 

Sistema Integro: Si __ No 

Volumen de Liquido Humectanle Muestreado:. __________ _ 

Resultado Prueba de Esterilidad:'---------------

Presión de Filtración:. ______ _ 

Duración de la Filtración:. _____ _ 

Volumen de Filtrado Resultante: __ _ 

Resultado Prueba de Esterilidad:. ________ _ 

VII. - INTEGRIDAD DEL SISTEMA - POSTERIOR A LA PRUEBA DE INTEGRIDAD -
========::::=::::i=tz::::::::::::::::::==11:1::::::=""""""::a::==:i1=:::s:====11:111111111:1a&•SUSllllll* 

Punto de Burbuja:. _________ _ 

Flujo de Aire Difundido:. _____ _ 

Presencia de Fugas: ________ _ 

Sistema Integro: Si __ No __ 
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No. de Microorganismos en el Reto: _____________ _ 

No. de Microorganismos en el Filtrado: ___________ _ 

L.R.v. = los
10 

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 (9) al LRV calculado, 

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

L. R. v. • los
10 

Departamento de Producci6n 
Nombre: ____________ Firma: __________ _ 

Departamento de Microbiologin 

Nombre: ____________ Firma: __________ _ 

Vo,Bo. Gerencia de Producci6n: ______________ _ 

Vo, Be.Gerencia de Control de Calidad: ___________ _ 

Esta Prueba se realizará una vez al año. 

La Prueba se manejará independientemente de la producci6n, y con 
el área espedficamente preparada para la Prueba. 
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Será objeto de RC>vnlidación: 

a) Cambio de Marca de ~lemLranJs 

b) Cat1bio.-; Mil)'Ort'S t>n el Personal de Producción, 

e) La Contaminación de J1gún producto, el cual haya sido filtrada utili

zando este> Sistema. 
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11) IMPACTO DE LA \'ALtDAClO~ SOBRE LA CALIDAD DE LA PRODUCCIO!i 

Despuós de un afio de realizada la validación y sin haberse 

presentado motivo olg\1no para realizar una rcvalidílción. No 

se present6 la Contaminoci6n de ninguno de los SO lotes pro

ducidos de Dcxametosona Inyectable 2ml. 



CAPITULO VII 

CONCLUSIONES 

1.- Se Validó el Sistema de Filtraci6n por Membrana 

- Disco de 293 mm de diámetro y 0.45 micras de 

porosidad - utilizado para la producción de 

Soluciones Parentcrnles sometidas a un Proceso 

de Llenado Aséptico. 

2.- Se realizaron las sigucntes Pruebas: 

I) Integridad Flsica - Punto de Burbuja 

- Prueba de Difusi6n 

II) Reto Microbiol6gico con Serratla marccscens, 

3.- Se estableció el Protocolo de ValidacJ6n del 

Proceso. 

4.- Se observó el Impacto de la Validación sobre la 

Calidad de la Producción. 

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

PROOUCTOS FARMACEUTICOS, S.A. OE C.V. 

M. C, JOVITA MARTINEZ CRUZ 
Encaraada dtl Ctpario del Depto. de Biotecnología 
CENTRO DE INVESTIGACION l' ESTUDIOS Al'AN1.ADOS DEL l.P.N. 

PRESENTE: 

Por .. dio de la presente me permito 101icitar a usted laa aiguilntea 
cepas 111.icrobbnaa: 

1) Serratia raarceacens ATCC 14 756 
2) i'8éITiUa ~ 
3) Cand!da ll---

J.oa microorganismos anteriores oe utUiurán en estudios de valida
ción de procenos de fabricac16n estéril de medicacientoe como son: 

l) f'Utración atravia de 11e•branu e1terilizantH (Serratia u.rcescan1). 

2) Ca.o afcroorgania.oa de refercnc.ilt en pruebas de Control ambiental --
(B. oubt!lh y Cand!da op), 

11 uso de lu cepaa queda bajo ai ruponaabUidad. 

Sin ús por el momento quedo de u1ted, 

.•.. 
Vo. Bo. .· 

~L-.. 
q,f,B.1!&1Ú>S R. WOS URQUIJO. 

Gerwáte de Producción. 
/ 

c.c.p. Dr. PlllWl1lO ESPUZA GAllCL\ 

-~~: .,... .• "-~-· /J • '· 
~ -.' t{!fe,' . .· 

Q.P.B. ~ n !!MIO. 
Su.P!lr'Vhor de Producci6n • 

DIRECTOR OEL DEPARTAl!E!ITO DE BIOTECNOLOGL\ 
Exp. 

JEAl/jan * 



CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS DEL 
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL 

AVENIDA IPN 2508 

APARTADO POSTAL 14·740 
ESO CALZADA TICOMW 

MEXICO 14, D. f. 
CODIGO POSTAL 07000 

DEPARTAMENTO O SECOON :_~Bul~OiuE~·c.N,0~1~it~TA"-')'-B~!~O~IwNG~!:N~l E~R~t~A 

iEOBIMOS DE: ~JICTOS PPMACf"l!IIms 1 DE e 

OliECOO"' LAGO TANGAJlICA No, 18 

COL. GRANADA C.P. 11520 
Dfl.EGACION MIGUEL 1110 LGO 

CONCEPIO 

PREPARAC!ON DE 3 CUL T!VOS MICROB !ANOS 

(NUEVE lllL PESOS 00/100 K,N,) 
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