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WFIy esterilidad. (I) equipos de generacion

La contaminacion en la industria biotecnologica es un grave problema para los fabricantes de
medicamentos estériles o parenterales basados en procesos de fermentacion.

SANTIAGO FERNANDEZ

AREA MANAGER ITALY & IBERIA, BWT PHARMA
AND BIOTECH

a mayoria las pérdidas de cultivos
Linducidas por la contaminacién son
debidas a contaminantes bioldgicos:
bacterias, micoplasmas, levaduras, hongos
e incluso otras lineas celulares. También las
endotoxinas, subproductos de la elimina-
cién de las bacterias gram -, pueden ser cau-
sa de problemas en algunos tipos de cultivo.
Uno de los canales por lo que esa contami-
nacién puede producirse, en particular bac-
terias gram - y endotoxinas, es a través del
agua. Esa agua puede ser tanto de proceso,
como utilizada como excipiente o para pro-
cesos de limpieza.

La reciente ‘Guideline on the quality of
water for pharmaceutical use’ de la Agencia
Europea del Medicamento (EMA) nos da in-
dicaciones para la seleccién de la calidad del
agua segln el tipo de medicamento, siendo
el agua para inyectables (WFI) la calidad mi-
nima para para su uso como excipiente en
medicamentos estériles. Para la fabricacion
de APIs para inyectables es posible utilizar
agua purificada (PW) si hay pasos posteriores
de esterilizacién o WFI cuando se trate de los
pasos finales de purificacion y aislamiento.
Los lavados finales de equipos para la pro-
duccion de productos parenterales se reali-
zaran preferiblemente con WFI.

En la practica las recomendaciones de la
guia de la EMA, y a no ser que por coste se
justifique la implementacion de una distri-
bucién paralela de agua purificada (PW), sig-

Agua para Inyectables (WFI)

nifican que en una operacion de escala me-
dia se utilizara de forma casi exclusiva WFI
como agua para todos los usos. Recordemos
que el agua para inyectables debe cumplir
con una exigente limitacion tanto en endo-
toxinas como en bacterias (tabla 1).

Estos estrictos requisitos estan mas que
justificados, ya que los efectos potenciales
para la salud debidos a contaminaciones,
ya sea microbianas o por endotoxinas, en
medicamentos parenterales podrian llegar
a ser fatales. La esterilidad del WFI es clave
para asegurar la calidad requerida por la
farmacopea.

Esas mismas farmacopeas permiten hoy
por hoy la generacion de WFI con diversas
tecnologias (destiladores multiefecto, des-
tiladores por termocompresion y equipos
de membrana) ya que, todas ellas pueden
asegurar los requisitos compendiales para
el WFI.

Sin embargo, en ciertos procesos biolégi-
cos, como por ejemplo la fermentacion de
antibidticos, los riesgos de afectacion al pro-
ceso son tales que ningln nivel de contami-
nacién microbiana puede ser aceptable. Por
ello en este articulo exploraremos si alguna
de esas tecnologias de generacion puede
asegurar una esterilidad superiory, para ello,
nada mejor que empezar definiendo lo que
entendemos por esterilidad.

Esterilizacion y esterilidad

La esterilizacion puede definirse como el
proceso mediante el cual se destruyen, eli-
minan o inactivan permanentemente todas

Parametro Unidades USP Ph. Eur. (granel)
Bacterias aerobias CFU/100ml =10 <10
Endotoxinas bacterianas EU/mI <0.25 =
Endotoxinas bacterianas LU./ml - =<0.25

Tabla 1.
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las formas de vida presentes en un medio.
Aunque, seglin esta definicion, la esterilidad
es un concepto absoluto, en la préactica in-
dustrial la esterilizacion se refiere a menudo
al proceso mediante el cual la probabilidad
de supervivencia de los organismos no de-
seados se reduce a un nivel arbitrariamente
bajo. Normalmente, este nivel es tan bajo
que la posibilidad de que incluso un orga-
nismo sobreviva al proceso de esterilizacion
puede considerarse insignificante.

Alcanzar esos niveles en un sistema WFI no
es tarea facil ya que los procesos de esterili-
zacion se veran afectados por muchas varia-
bles (por ejemplo: el nimero de organismos
iniciales, la variabilidad intrinseca de la resis-
tencia de cada microorganismo individual, la
dificultad para aplicar los métodos de este-
rilizacion en partes concretas de un equipo
determinado...) que no pueden controlarse
de forma absoluta.

Los procesos de esterilizacion habituales
en la industria farmacéutica en agua com-
pendiales incluyen la esterilizacién termal, la
filtracion, la inactivacién quimica v la radia-
cion. Aunque los procesos de esterilizacion
usados en la generacion y la distribucion
de WFI pueden ser similares o coincidentes,
cada subsistema tiene sus particularidades,
por ello y dado que tenemos un espacio li-
mitado, en este articulo solo nos referimos a
la esterilidad en sistemas de generacion por
filtracion y por procesos termales dejando
los sistemas de distribucion para una proxi-
ma ocasion.

La eficacia de los sistemas de esterilizacion
la medimos a partir de su capacidad para re-
ducir una determinada concentracién de mi-
croorganismos en un tiempo dado. Lo cierto
es que, aunque existen diversas formas de
medir esa eficacia, el pardmetro D es quizas
el mas universal ya que es posible usarlo
para esterilizaciones térmicas, quimicas o
por radiacion. Este parametro nos daréd de
una manera cuantitativa la resistencia de un
microbio a un determinado tratamiento de
esterilizacion. Es un parametro que se expre-
sa en tiempo y que usualmente se refiere al
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nimero de logaritmos que se han reducido
en ese tiempo, por ejemplo, D99 =600 s indi-
ca que un determinado tratamiento reduce
dos logaritmos (1/100) en 10 minutos un de-
terminado microorganismo. (Recordar que
la esterilizacion se refiere a probabilidades,
por los que una reducciéon del 1/100 debe
entenderse como que existe una probabili-
dad del 1/100 que el producto esterilizado
siga contaminado).

Por otro lado, en esterilizacion termal tam-
bién es habitual usar el pardmetro FO que se
deriva del parametro D y que mide la canti-
dad de tiempo equivalente en minutos a que
se ha aplicado una temperatura de 121°C a
un producto en el proceso de esterilizacion.
Mas adelante veremos la utilidad de este
pardmetro para comparar diversos métodos
generacion de WFI termal.

La esterilizacion de WFI por filtracion

A diferencia de la esterilizacion termal que
busca la inactivaciéon de los microorganis-
mos presentes en el medio, la filtracion bus-
ca una remocién fisica de los mismos con
una malla que permita el paso del agua, pero
no de los microbios. Para ello, es menester
asegurar un tamafio de poro consistente
y homogéneo que no se vea afectado por
variables como la presion o la temperatura,
lo que no es facil, razén por la cual histori-
camente la filtracién no ha gozado del favor
del regulador cuando se trata de garantizar
la esterilidad.

Ademas, la prueba absoluta de la eficacia
de la filtracion es dificil de establecer a pesar
de las numerosas mejoras introducidas en
la fabricacion de filtros y, aunque es posible
realizar pruebas de integridad, y estas tam-
bién han mejorado mucho, no nos dan mas
que una fotografia puntual del estado de ese
filtro en un cierto momento.

Otra de las objeciones que se pueden po-
ner a la esterilidad por filtracion es que no
admite un andlisis similar al de otras técni-
cas que si permiten trasladar experiencias
de campo a valores D o FO. Los filtros deben
validarse asegurando un corte molecular y
una capacidad de retencién dados usando
un organismo indicador (que habitualmente
es la B. diminuta) y todo ello combinado con
tests de integridad®.

Sin embrago, en marzo del 2016 la Comi-
sion Europea? partiendo de las evidencias
sobre la obtencién consistente de WFI con
equipos de filtracion, y tras consultas con los
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Los efectos
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esterilidad del WFI es
clave para asegurar la
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distintos actores del sector, adopto la actua-
lizacién de la monografia para WFI 0169 de
la Ph Eur que permite la fabricacién de WFI
con esas técnicas (que ya habian sido acep-
tadas por la FDA y la farmacopea japonesa).
De hecho, en el caso de WFI es méas preciso
referirnos a sistema de membrana vy filtra-
cién, ya que habitualmente combinaremos
diferentes tecnologias.

La monografia 0169 de la Ph Eur se refiere
aosmosis inversa (de uno o dos pasos) com-
binada con otras técnicas como la electro-
desionizacién, la ultrafiltraciéon o la nanofil-
tracién. Esta combinacién de tecnologias es
un tanto confusa. La nanofiltracion tiene un
corte molecular superior al de la osmosis o
que la hace poco efectiva después de ella, y
la electrodesionizacion no tiene ningln efec-
to sobre la calidad microbioldgica del agua,
si acaso, el de empeorarla. La ultrafiltracion,
por su parte, también tiene un corte superior
a la osmosis pero, a diferencia de esta y de

la nanofiltracion, es un filtro absoluto lo que
nos permite colocarla como barrera final.

Por ello los sistemas de membrana para
generacion de WFI normalmente estan con-
figurados como un paso o dos de osmosis
seguidos (0 no) de un EDIly terminan conuna
ultrafiltracion. Esta configuracion es sélida 'y
usa como caballo de batalla a la osmosis ya
que con su bajo corte (menos de 10 kD) nos
asegura un rechazo no solo de la mayor parte
de sales, sino de todo tipo de virus, bacterias
y pirégenos. Lamentablemente la osmosis
no es un filtro absoluto ya que, la membrana
semipermeable con la que estd construida
es sensible a presion y temperatura y, puede
dafiarse facilmente con productos quimicos
como el cloro u el ozono, razén por la que
una ultrafiltracion tiene todo el sentido des-
pués de la osmosis (o del EDI si lo requeri-
mos por cuestiones de calidad quimica).

;Y qué tan eficaz es esta combinacién?
Por un lado, y como ya constato la EMA, la
industria ha venido generando durante afios
agua purificada (PW) con muy bajos niveles
de bacterias y endotoxinas con equipos de
membrana de forma regulary consistente.

En un estudio conjunto de BWT con la
School of Life Sciences de la Universidad
de Ciencias aplicadas y Artes del Noroeste
de Suiza fue posible testar de forma exten-
siva una unidad de doble paso de osmosis
mas EDI'y UF (Fig 1), incluyendo pruebas de
retencion microbioldgica, de retenciéon de
endotoxinas, de integridad de UF y de TOC,
entre otros.

Los resultados confirmaron que el compor-
tamiento de estos equipos vy, que como era
previsible, es la primera etapa de osmosis la

Figura 1.
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Figura 3.

que realiza el trabajo de rechazo de bacterias
taly como se observaen la Figura 2, llegando
a ofrecer reducciones de 4-5 logaritmos. La
segunda etapa nos proporciona una seguri-
dad adicional y la etapa final de UF, ademas
de proveer una barrera absoluta, consigue
una mejora en los niveles de retencion de
bacterias y endotoxinas en operacion.

Por lo que respecta a los valores de reten-
cién de endotoxinas de nuevo se consigue
una eficaz reduccién en la primera etapa de
osmosis (Fig 3) y disponemos de dos etapas
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mas (osmosisy UF) para garantizar la calidad
requerida.

Asi que un equipo de membrana es mas
que capaz de conseguir consistentemente
calidades de WFI, incluso muy superiores
microbiolégicamente, pero dada la suscep-
tibilidad de esos equipos a factores externos,
itenemos alguna manera de asegurar que el
funcionamiento es conforme a los parame-
tros de disefio? Lo cierto es que si. Dispone-
mos de dos potentes herramientas de con-
trol, unaindirectay otra directa.

Por un lado, la conductividad a la salida de
cada etapa de osmosis cuando la compara-
mos con los valores de entrada nos permite
saber en todo momento si las membranas
estan trabajando de acuerdo con sus pa-
rametros de disefio, es decir, rechazando
las sales ionicas correctamente. Dado que
cualquier dafio a la membrana dispararia la
conductividad de forma inmediata y puesto
que cualguier microorganismo estad muy por
encima del rango de rechazo idnico dispone-
mos de un potente mecanismo de alerta.

Y si esto no nos satisface, también dispo-
nemos de equipos de control microbiolé-
gico rapido (RMM) que permiten un control
directo de las células viables totales vy, por
tanto, una validacién directa de la operacién
de los equipos de membrana asegurando
la calidad objetivo. De hecho, la propia EMA
invita a la adopcién de estas técnicas y esta-
blece en el borrador del nuevo anexo 1 “Los
fabricantes deben considerar la adopcion
de sistemas adecuados de vigilancia rdpida
o0 automatizada para agilizar la deteccion de
problemas de contaminacién microbiolégi-
cay reducir el riesgo para el producto™.

No es el objetivo de este articulo tratar el
disefio de estos sistemas, pero es oportuno
dejar aqui constancia de que para una ope-
racién correcta de los equipos de membrana
es imprescindible, aln mas que en un equi-
po termal, un disefio y operacién correctos.
Por ponerlo en palabras de la EMA: la equi-
valencia en la calidad de WFI en equipos de
membrana no significa simplemente el cum-
plimiento de las especificaciones compen-
diales, sino que también debe tener en cuen-
ta la robustez del método de produccion (2).

La esterilizacion de WFI por temperatura
La destilacién es el método utilizado histori-
camente para obtencién de WFI. Este proce-
so se divide en dos fases, primero calentare-
mos el agua hasta hacerla evaporar y luego
la condensaremos. Ese condensado es WFI.
Al evaporarse el agua el calentamiento
produce una pérdida de viabilidad en los
microorganismos inicialmente presentes en
el agua. De hecho, todas las formas de vida
son sensibles a la temperatura y pueden in-
activarse permanentemente si se exponen a
una temperatura lo suficientemente alta. Sin
embargo, otros factores como el pH, la com-
posicion guimica del medioy la forma de ad-
ministrar el calor también pueden tener un
impacto significativo en la tasa de inactiva-
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Figura 4.

cién. Porejemplo, un calor himedo, como el
que tendremos en los equipos de WFI terma-
les, es mucho mas eficaz que el calor seco.
Esto se debe a que al condensarse el vapor
libera una cantidad muy significativa de
energia debido al calor latente. Ademas, el
coeficiente de transferencia de calor del va-
por de condensacion es uno de los mas altos
que se pueden alcanzar con una sustancia
corriente. Esto maximiza las posibilidades de
que el calor penetre y se libere en todas las
partes del material sometido a esterilizacion.

Dado que el agua sélo hierve a 100°C 'y que
esta temperatura es demasiado baja para ser
de alguna utilidad practica para la esteriliza-
cién (ya que darfa lugar a tiempos de exposi-
cién inaceptablemente largos para ser eficaz),
los procesos de esterilizacion por vapor se lle-
van a cabo en recipientes a presion. Al aplicar
presion al vapor incrementamos la energia
contenida en este y por ende la temperatura
de este, eso lo hace por un lado més eficiente
energéticamentey por otro, mas letal.

Aqui es donde recuperamos el parametro
FO que nos servira para comparar la letalidad
del vapor a diferentes temperaturas. Toma-

remos como base el valor de aplicaciéon de
vapor de 15 minutos a 121°C (FO = 15). Dicho
valor se acepta como aquel que lograria ni-
veles de esterilidad aceptables. Para alcanzar
ese valor con vapor a 110°C seradn necesarios
unos 194 minutos y para conseguir el mismo
valor paramétrico con vapor a 170°C necesi-
taremos unos 0,01 segundos. En general si
deseamos asegurar un nivel elevado de este-
rilidad (D999999 o 6 logaritmos) tendremos
que asegurar FO = 15.

Destiladores multiefecto y
termocompresores

En la industria farmacéutica hay dos ma-
neras de conseguir WFI: los destiladores de
efecto miltiple y la destilacion por compre-
sion de vapor o termocompresion. Aunque
los principios generales de ambas tecnolo-
gias son similares existen algunas diferen-
ciasimportantes entre ellas.

La tecnologia de compresion de vapor
(Fig 4) se basa en la recuperacién de calory
para ello utiliza el calor latente del vapor del
agua. En el termocompresor el agua alimen-
tacion es vaporizada en una columna y luego

sobrecalentada haciéndola pasar a través un
compresor. Este proceso por un lado aprove-
cha al maximo la energia del vapor de agua
sin requerir elevar la temperara del vapor
significativamente sobre la temperatura de
vapor a presion a atmosférica 'y por otro el so-
brecalentamiento por incremento de presion
conseguido en el compresor es més eficiente
al incrementar el calor latente del agua con
un menor consumo energético que si sobre-
calentamos el vapor directamente®.

Por su lado, los destiladores de multiple
efecto (Fig 5) son equipos multicolumna que
utilizan el vapor de planta (o la electricidad)
para el calentamiento en la primera columna
(o efecto) del proceso, evaporando el agua
contenida en la columna. Este vapor es des-
pués condensado haciéndolo pasar por un
intercambiador y el liquido obtenido es WFI.
Este proceso es tremendamente ineficiente,
de hecho, en un destilador con una sola co-
lumna serian necesarias grandes cantidades
de vapory agua de enfriamiento para conse-
guir WFI, por ello estos equipos se disefian
con varias columnas y sistemas de intercam-
bio (como precalentadores) para alcanzar

(") Por tratarse de un tema relevante e intimamente conectado con este articulo, trataremos la eficiencia energética en sistemas WFI en una préxima entrega.
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Figura 5.

eficiencias mas razonables. Al disponer de
varias columnas, y siempre que la presion
del vapor de entrada sea lo suficientemente
alta, podemos utilizar el calor latente de la
primera columna para calentar la siguiente y
asi sucesivamente, hasta 8 columnas.

Por tanto, la tecnologia de compresion
de vapor suele destilar a temperaturas mas
bajas, unos 120°C, o por ponerlo en térmi-
nos de FO, unos 19 minutos, mientras que
el proceso de los destiladores multiefecto
utilizaremos la maxima presion de vapor dis-
ponibley toda el agua se verd sometida en la
primera columna a la misma temperatura de
evaporacion de la segunda columna como
minimo. La temperatura en esa columna
suele serunos diez grados inferior a la de pri-
mera con lo que si alimentamos el destilador
con vapor a 5 bares tendremos una tempe-
ratura aproximada de 135°C en la segunda
columna y un FO de unos 30 segundos. Si
aumentamos la presién de vapor a 8 bares
los tiempos de FO estaran netamente por de-
bajo de 1 segundo. Dependido del tamafio
del equipo y las velocidades de circulacién
en general para conseguir FO seran necesa-
rias temperaturas por encima de 150°C en la
segunda columna.

En conclusion, si bien como ya hemos di-
cho al inicio, ambas tecnologias aseguran
la obtencién de WFI de acuerdo con los re-
quisitos compendiales, si se desea asegurar
un grado maximo de esterilidad los equipos
MEF alimentados a mas de 7 bares son una
buena alternativa.

Endotoxinas

La presencia de endotoxinas en los produc-
tos inyectables puede dar lugar a respuestas
pirogénicas que van desde la fiebre hasta un
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shock séptico irreversible y mortal. Aunque
las endotoxinas pueden no ser un problema
para todos los fabricantes de cultivos celu-
lares, claramente lo son para algunos. Tam-
bién se ha demostrado que las endotoxinas
afectan al crecimiento y la funcion de las cé-
lulas en muchos procesos de fermentacion,
ademds de ser una fuente de variabilidad
significativa con lo que pueden tener efectos
adversos en un proceso de fermentacion.

Las endotoxinas son lipopolisacaridos
(LPS) que se derivan de las membranas ce-
lulares de las bacterias gramnegativas y se
liberan continuamente al medio ambiente.
Las bacterias liberan endotoxinas en su en-
torno en pequefias cantidades cuando estan
en crecimiento activo, y en grandes cantida-
des cuando mueren. El lipidoAanclael LPSa
la membrana bacterianay es responsable de
la mayoria de sus efectos bioldgicos.

Las endotoxinas son moléculas anfipéticas
que se caracterizan por tener una carga neta
negativa en solucion, una gran estabilidad
térmica y una tendencia a formar agregados
muy grandes en solucién acuosa. Debido
a su hidrofobicidad, tienden a a tener una
fuerte afinidad por otros materiales hidro-
fobicos, especialmente algunos produc-
tos plasticos utilizados en los procesos de
llenado.

Las endotoxinas son moléculas muy esta-
bles capaces de resistir temperaturas y valo-
res de pH extremos. Las endotoxinas no se
inactivan eficazmente con los procedimien-
tos habituales de esterilizacion por calor con
tratamiento térmico a 121°C. El Unico proce-
so conocido para destruir eficientemente las
endotoxinas implica la exposicién de éstas a
una temperatura de 250°C durante mas de
30 min o a FO’s similares®.

El limite compendial de endotoxinas para
WFI de 0,25 EU/ml se obtendria a partir de la
desnaturalizacion de 104 bacterias/ml. Por otro
lado, las endotoxinas pueden variar significati-
vamente el tamafio por lo que la unidad de
medida que utilizamos de hecho mide la parte
lipida que es la mas pequefiay a su vez la que
puede producir efectos pirogénicos. Dado que
el tamafio de esa parte puede ser tan pequefia
como 3 KD sera necesario disponer de un mé-
todo que asegure su eliminacion.

La principal fuente de endotoxinas es el
agua de calidad farmacéutica, debido a la
posibilidad de que haya bacterias gram ne-
gativas, por tanto, la mejor manera de evitar
las endotoxinas es evitar las bacterias en el
agua. En equipos termales eso estd relacio-
nado con el disefio de las columnas, aqui
solo diremos que la clave estd en una bue-
na separacion y en evitar las gotas que pue-
den contener endotoxinas y que podrian ser
arrastradas por el vapor.

En el caso de equipos de membrana ade-
mas de las reflexiones que hemos dejado
en la parte correspondiente es conveniente
ajustar el corte de la UF final lo mas cerca de
los 3 kD que marcan el limite del tamafio de
las endotoxinas. Nosotros recomendamos
como minimo 15 kD y por ejemplo la farma-
copea japonesa establece el corte en 6 kD @
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