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1. INTRODUCCION

La elaboracion de medicamentos estériles puede realizarse mediante la preparacién aséptica de
productos estériles o bien a partir de materias primas no estériles seguida de un proceso de
esterilizacion final. Para ello, existen métodos de esterilizacién terminal que utilizan vapor (= 121 °C
durante 15 minutos), calor seco (> 160 °C durante > 2 horas), radiacion ionizante (25 kGy) o incluso
gas®. Sin embargo, en algunas situaciones puede ser necesario recurrir a otros procedimientos de
esterilizacién no tan agresivos que garanticen la actividad de los principios activos, como la filtracidon
esterilizante. Este, por ejemplo, es el caso de compuestos bioldgicos sensibles y/o termolabiles que no
pueden ser sometidos a temperaturas elevadas por cuestiones de estabilidad fisicoquimica, de
determinados en envases primarios que no resistirian las condiciones de esterilizacién o incluso por
motivos de comodidad y rapidez?. No obstante, el hecho de tratarse Unicamente de una separacién
fisica hace que sea recomendable reservar este método para cuando no haya otro sistema de
esterilizacién viable3.

Como norma general, se debe intentar que el tiempo transcurrido desde la preparacion hasta la
esterilizacién por filtracion sea lo mas breve posible. Adicionalmente, en el caso de preparaciones en
las que alguno de los componentes de partida no sea estéril, en elaboraciones especialmente
susceptibles a la contaminacién o en vias de administracion de mayor riesgo (por ejemplo, la via
intratecal), también es recomendable realizar una doble filtracion esterilizante lo mas proxima posible
al envasado final®.

Ademas de sus aplicaciones en el ambito de la Farmacia Hospitalaria, este método se utiliza para la
filtracion del aire en las zonas de procesamiento aséptico como es el caso de las salas blancas y las
campanas de flujo laminar?.

2. TIPOS DE MEMBRANA

A grandes rasgos, los filtros se dividen en filtros de profundidad y filtros de superficie o membrana. La
diferencia fundamental entre ellos reside en el mecanismo que utiliza cada uno para separar las
particulas del medio y en su capacidad de retencién de contaminantes.

Los filtros de profundidad presentan una distribucion de tamafio de poro gradual, reteniendo
particulas tanto en la superficie como en el grueso del medio filtrante. Este hecho permite conseguir
una mayor retencién nominal de contaminantes mediante distintos mecanismos como la adsorcidn y
la exclusion, entre otros. Se utilizan mayoritariamente para filtrar el aire, gases o antepuestos a filtros
de membrana como prefiltro para alargar su vida util°.

El filtro de superficie o membrana, en cambio, presenta una distribucidn estrecha de tamafio de poro,
por lo que actda acumulando las particulas en la superficie del medio formando una capa y, en
ocasiones, también por atraccidn electrostatica®. Los filtros de membrana son los més adecuados para
llevar a cabo operaciones de filtracion esterilizante de liquidos por conseguir una retencién absoluta,
gue garantiza la separacién minima de un nimero de particulas de un determinado tamanio.
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3. TIPOS DE FILTRO

El tamafio de poro del filtro determinard en gran medida su aplicacién, pudiendo utilizarse para llevar
a cabo una separacion de particulas (10 a 200 um), microfiltracion (0,1 a 10 um), ultrafiltracién (0,001
a 0,1 um) y nanofiltracion (menos de 0,001 um). Para la filtracion esterilizante se utilizan
principalmente microfiltros®.

4. ESTERILIZACION POR FILTRACION

Al no ser viable comprobar la esterilidad de cada una de las unidades de los lotes elaborados en la
practica diaria, es necesario cerciorarse de que el proceso de preparacion (incluyendo la esterilizacion
por filtracién), es adecuado, vélido y estd controlado?. Para ello, debe ir acompafiado de la formacion
del personal elaborador implicado y de un entorno adecuado de trabajo. El llenado de soluciones
sometidas a una esterilizacion final debe realizarse en una zona de grado A (bajo cabina de flujo
laminar) con un entorno al menos de grado C**’, Ademas, hay que conocer el efecto del liquido sobre
la membrana, el efecto de la membrana sobre el filtro y la capacidad del filtro para retener los
microorganismos en las condiciones habituales de trabajo®.

Para realizar la esterilizacién de medicamentos de acuerdo con la normativa vigente, el filtro debe
estar aprobado para uso humano, estar libre de pirégenos y poseer un tamafio de poro del orden de
0,2 - 0,22 um o inferior. Esta informacidn aparece en el certificado de laboratorio del fabricante que,
ademas, debe garantizar que la membrana es capaz de retener una exposicion de al menos 107
microorganismos de una cepa de Brevundimonas (anteriormente Pseudomonas) diminuta (ATCC
19146, NCIMB 11091 o CIP 103020)° por cada cm? de superficie filtrante!®. Brevundimonas diminuta
se utiliza como microorganismo estdndar para realizar la calificacién de filtros de 0,2 - 0,22 um en las
pruebas de reto bacteriano por su reducido tamafno de aproximadamente 0,3 - 0,4 um, entre otros
motivos!l. Para la validacién de filtros de 0,10 pum y 0,45 pum, los microorganismos estandar son
Acholeplasma laidlawii y Serratia marcescens, respectivamente®. Al filtrar se consigue separar, no
destruir ni inactivar, los microorganismos viables presentes en la preparacion. Este hecho es posible
para la mayoria de las bacterias y hongos, pero no se da en el caso de todos los micoplasmas o virus.
Esto sucede por su tamaifo menor al del poro y en el caso de los micoplasmas, porque al no poseer
pared celular y ser pleomérficos pueden adaptar su forma al tamafio del poro. Para este tipo de
microorganismos se recomienda la utilizacién de filtros de 0,10 um?®. Se considera que la filtracién
esterilizante es segura cuando existe la posibilidad de obtener una unidad no estéril por cada 1000
unidades elaboradas’.
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Figura 1. Esquema del proceso de esterilizaciéon por filtracion. Los microorganismos retenidos
dependen del tamaio de poro de la membrana.

El fabricante aportara también informacion relativa a los extraibles obtenidos tras la exposicién a
determinados disolventes. Algunos de estos pueden ser agentes humectantes, oligémeros,
plastificantes...b

Otros datos aportados por los fabricantes con relacién al rendimiento y la calidad del filtro son la
velocidad de flujo, la maxima presidon de gota, e informacion sobre los tests realizados para verificar la
integridad inicial del filtro. De entre los métodos utilizados para valorar la integridad de los filtros
(punto de burbuja, velocidad de difusion o mantenimiento de la presién), el punto de burbuja es el
mas clasico. Pueden realizarse ademas dos comprobaciones adicionales en el caso de los filtros
hidréfobos: la prueba de intrusién de agua y la penetracién de aerosol®.

El punto de burbuja consiste en la determinacién de la presién minima requerida para que un gas
atraviese lamembrana de un filtro mojado. Al ser un método no destructivo, su determinacién permite
verificar la integridad del filtro tanto antes como después de su uso. El ensayo se basa en el hecho de
qgue la presidon necesaria para desalojar el liquido retenido en los poros por tensién superficial y
capilaridad es inversamente proporcional al didmetro del poro. Esto es asi para un determinado fluido
y un poro con humectacidn constante. Para ello, se aplica una presidn de aire o de nitrégeno sobre la
superficie superior del filtro humedecido. Los agentes de humectacién mas comunes son agua
desionizada a 20°C para membranas hidréfilas y alcohol (como por ejemplo isopropanol) o una mezcla
de alcohol/agua para materiales hidréfobos.

A continuacién, se incrementa la presidon progresivamente hasta que se produce un burbujeo
constante a través de la parte posterior de la membrana, hecho que indica se ha producido el paso de
aire o nitrégeno a través de los poros. El valor de punto de burbuja obtenido se suele expresar en bares
(bar) o en libras de fuerza por pulgada cuadrada (psi), y debe ser igual o mayor al especificado por el
fabricante’. Algunas de las causas que podrian justificar la obtencién de un valor inferior a las
especificaciones son?13;

La utilizacién de un fluido con una tension superficial distinta a la de los humectantes recomendados.
Esto implica que, si el fabricante aporta un punto de burbuja respecto a agua y se utiliza un fluido con
una tensidn superficial menor, el resultado obtenido sera inferior. Ejemplo de ello es la presencia de
determinados excipientes como surfactantes o cloruro de benzalconio, por su naturaleza anfifilica son
capaces de actuar reduciendo el punto de burbuja. Esta situacion se podria intentar resolver mediante
el lavado del filtro con agua para retirar estos productos y la posterior repeticidn del ensayo.
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La realizacién del ensayo con una
membrana no suficientemente humectada
0 a una temperatura inadecuada.

La presencia de una membrana integra,
pero con un tamafio de poro distinto al
especificado o de una membrana no
integra.

Figura 2. Valoracion de la integridad del
filtro mediante la realizacion del ensayo
de punto de burbuja.

5. SISTEMAS DE FI

La difusion de componentes a través de la membrana estd mediada por la accidon de fuerzas
impulsoras, que pueden ser la aplicacidn de presion, centrifugacion, gradiente de concentracién o el
vacio®®. Los sistemas de filtracidon a vacio combinan la filtracién esterilizante con la presién atmosférica
como fuerza impulsora a través del filtro cuando se aplica el vacio en el compartimento receptor. Esto
favorece un incremento de la velocidad de filtracidn, permite la separacidon de componentes que, en
algunas situaciones, no podrian separarse por gravedad y suele ser util para grandes volumenes.

6. PROCESO DE FILTRACION

El proceso de filtracidon esta influenciado por pardmetros propios de la preparacion a esterilizar
(viscosidad y propiedades fisicoquimicas), del filtro (area de filtracién, tamafio de poro y propiedades
superficiales del material del filtro) y de la presién durante el proceso. A nivel préctico, para escoger
un filtro es preciso tener en cuenta la aplicacion que se persigue (esterilizacion, eliminaciéon de
particulas o ambas), el volumen y la naturaleza de la muestra a filtrar. El filtro no debe alterar el
producto y debe permanecer integro tras el proceso de filtracidn. Por eso, la preparacién a filtrar debe
ser compatible con la membrana seleccionada tanto a nivel fisico como a nivel quimico.

Diametro de la membrana

La seleccidn del diametro estd relacionada con el volumen de preparacion a filtrar y el caudal. Por ello,
conociendo los valores de flujo de cada membrana y el volumen de muestra a filtrar, se puede decidir
cual es el didmetro mas adecuado. Las medidas comercializadas mas frecuentemente pueden
relacionarse con los volimenes de la siguiente forma:
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>Ta<5mL >5a<100 mL >100 a < 1000 mL

Volumen de muestra a filtrar

Figura 3. Relacion entre el diametro de membrana y el volumen de muestra a filtrar.
Tamaiio de poro de la membrana

El tamafio de poro determina el tipo de particula retenida y, por lo tanto, el espectro de filtracién. Como
se ha mencionado previamente, cuando la aplicacidn buscada es la esterilizacién el mas utilizado
habitualmente es el de 0,2 - 0,22 um. Aunque es posible utilizar tamafios menores con el fin de esterilizar,
hacerlo como préctica habitual conlleva ciertos inconvenientes como una menor velocidad de flujo y mas
facilidad para que el filtro se colmate?. La colmatacidn se puede reducir utilizando prefiltros de mayor
tamafio de poro que retengan una primera proporcidén de contaminantes.

Otras aplicaciones de distintos tamafios de poro incluyen la clarificacion (0,65 um) y la purificacion (0,45

pum).
Naturaleza del filtro

Se considera que un filtro ideal deberia ser resistente a nivel fisico, quimico, mecanico y térmico, con una
alta capacidad de retenciéon y rendimiento, una reducida adsorcidén de sustancias y una baja cesion de
materiales al filtrado?. La seleccidon del material adecuado de la membrana de filtracién es crucial para
garantizar la compatibilidad de todos los componentes del filtro con el medio que se va a filtrar (incluido
el portafiltros y la carcasa que engloban la unidad de filtracién). Por ello, es imprescindible consultar las
tablas de compatibilidad quimica que facilitan los laboratorios comercializadores; tanto es asi que se
considera altamente recomendable indicar el tipo de filtro, marca y material de la membrana en cada
procedimiento de elaboracién, y no limitarse Unicamente al tamafio de poro. Ademas, habra que tener en
cuenta la polaridad de la membrana (hidréfila/hidréfoba) y la capacidad de adsorcién de proteinas. Los
principales materiales a partir de los que se fabrican las membranas son los siguientes®:

Acetato de celulosa (CA): Se trata de un material hidréfilo con una adsorcién baja a proteinas y que
permite velocidades de flujo altas. Presenta una buena estabilidad térmica. Es compatible con soluciones

acuosas y la mayoria de los alcoholes, carbohidratos y aceites, pero incompatible con algunos disolventes
orgdnicos. Aunque es resistente a gran parte de acidos y bases inorganicas, su mayor rango de estabilidad
se encuentra a pHs de entre 4 y 8, por lo que no sera recomendable su uso para la filtracion de acidos y
bases concentradas (compatibilidad limitada con el pH).

Polietersulfona (PES): Es un material hidrdfilo con una adsorcién baja a proteinas. Las membranas de PES
proporcionan rendimiento muy alto en comparaciéon con otros tipos de membrana. Son capaces de
alcanzar velocidades de flujo muy elevadas (proporcionar un alto caudal) y, por lo tanto, tiempos de

filtrado cortos. Presentan una buena estabilidad térmica. Son utiles para la filtracidn de muestras
bioldgicas y soluciones acuosas en un amplio rango de pHs. Es compatible con algunos disolventes
agresivos.
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Celulosa regenerada (RC): Es un material hidréfilo con una baja adsorcién no especifica a proteinas.
Presenta una buena estabilidad mecdnica y una excelente estabilidad quimica, siendo resistente a la
mayoria de las soluciones acuosas, y de solventes organicos utilizados en HPLC. Puede presentarse como
celulosa regenerada o como celulosa regenerada modificada. Algunas de las diferencias entre ellas son
referentes a la velocidad de flujo que permiten y a la tolerancia a un rango distinto de pHs.

Fluoruro de polivinilo (PVDF): Es un material hidrofilo de baja adsorcidn a proteinas. Es compatible con
un amplio rango de solventes, soluciones acuosas y soluciones organicas. Se fabrica también una versién
hidrofdbica de la membrana mas utilizada para la filtracion de gases, vapores y muestras no acuosas. Uno
de sus principales inconvenientes es el coste.

Membrana de ésteres mezclados de celulosa (MCE) mezcla de nitrato y acetato de celulosa: Es un
material hidrofilico de una alta adsorcién no especifica a proteinas. Permite velocidades de flujo muy
elevadas. Es compatible con soluciones acuosas, hidrocarburos y otros solventes orgdanicos diluidos.

Politetrafluoroetileno o Teflén (PTFE): Es un material hidréfobo que destaca por su elevadisima
resistencia quimica frente a la mayoria de los solventes, acidos y bases. Se comercializa también una
version hidrofilica (PTFE hidrofilico) que consiste en filtros de PTFE a los que se les afiade una capa de
polipropileno con el fin de incrementar las aplicaciones. Una de sus desventajas es el coste.

ADSORCION DE

POLARIDAD PROTEINAS pH MATERIAL
4-8 ACETATO DE CELULOSA (AC)
3-12 CELULOSA REGENERADA (CR)
BAJA
1-14 POLIETERSULFONA (PES)
HIDROFILA

- FLUORURO DE POLIVINILO (PVDF)

MEMBRANA DE ESTERES MEZCLADOS
4-8 DE CELULOSA (MCE) MEZCLA DE
NITRATO Y ACETATO DE CELULOSA

Figura 4. Clasificacion de la naturaleza de membrana en funcién de la polaridad, la adsorcién de
proteinas y el pH.

ALTA ADSORCION
NO ESPECIFICA

Ejemplos de otros materiales utilizados en la fabricacidn de filtros son nitrato de celulosa, polisulfona,
poliamida, policarbonato o polipropileno, entre otros.

Otro aspecto a tener en cuenta es la orientacion del filtro, es preciso conocer si se utiliza un filtro uni o
bidireccional, ya que de esto dependera la manera como deba estar orientado.
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7. CONSIDERACIONES SOBRE ADSORCION DE

PROTEINAS Y EXCIPIENTES

La adsorcién de polipéptidos y/o proteinas a la membrana es un proceso complejo que condiciona la
eficiencia de la filtracion esterilizante de determinados medicamentos. La adhesion de proteinas esta
regida por distintos factores entre los que se encuentran el pH, la temperatura, el tamafio y la
estructura proteica, las fuerzas idnicas, el tipo de material seleccionado...?® Cuando la preparacion a
filtrar es de naturaleza proteica, como en el caso de anticuerpos monoclonales, por ejemplo, es
necesario seleccionar un filtro con baja adsorcion de proteinas. Habitualmente se utilizan membranas
compuestas de polietersulfona (PES) o de tipo Durapore®, sintetizadas con fluoruro de polivinilo
(PVDF) y disefiadas para evitar la adsorcién de estos compuestos®. Este tipo de membrana se
caracteriza por poseer una velocidad de filtraciéon alta, generar pocos extraibles, una amplia
compatibilidad quimica y una muy baja adsorcidon proteica. Hay fabricantes que expresan la captacién
de proteinas como la cantidad de suero bovino de albimina (BSA) que la membrana es capaz de
retener por unidad de superficie ug/cm?2. Esta proteina suele utilizarse como patrén en distintas
operaciones y ensayos por varias razones: es asequible, carece de actividad enzimatica, es muy estable
y, ademds, facil de purificar®®.

Otra cuestion que tener a presente es la presencia de excipientes en las preparaciones, puesto que
estos también pueden interaccionar con las membranas de filtracion.
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