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RESUMEN

La filtracién de liquidos a través de filtros de 0,2 um es un método comun
de remover microorganismos y particulas indeseadas contenidas en solucio-
nes sensibles al calor, para obtener un filtrado estéril. En el presente trabajo
se realizé la evaluacion del empleo de cartuchos de filtracion Sartobran® P
en las etapas de purificacion y filtracion estéril del proceso productivo de la
vacuna Gavac®. El empleo de cartuchos de filtracion Sartobran® P permite
obtener un ahorro econémico de $ 121.267/lote por concepto de reduccién
del consumo de energia eléctrica y material de filtracion en las sub-etapas
de filtracion, y en $ 129,5/lote a causa de producto no derramado durante
la etapa de filtracion estéril. La introduccion de las cdpsulas de filtracion
Sartobran® P permite excluir la sub-etapa de filtracion primaria de la eta-
pa de filtracion estéril sin afectar la calidad del producto filtrado obtenido.
Se concluye que resulta factible desde el punto de vista técnico-econémico
emplear los cartuchos de filtracion Sartobran® P tanto en la sub-etapa de
filtracion no estéril de la etapa de purificacion, como en las sub-etapas de
filtracion primaria y esterilizante de la etapa de filtracion estéril.

ABSTRACT

Filtration of liquids trough 0,2 um diameter filters is a common method of re-
moving microorganisms and unwanted particles contained in heat-sensitive
solutions to obtain a sterile filtrate. At the present work the evaluation of the
use of Sartobran® P filtration cartridges both in the purification and in sterile
filtration stages of the production process of Gavac® vaccine was carried out.
The use of Sartobran® P filtration cartridges allowed to obtain total economic
savings of $ 121.267 per batch due to the reduction of electricity and filtra-
tion material consumption in the filtration sub-stages considered, and of $
129,5/batch because of product not spilled during the sterile filtration stage.
The introduction of Sartobran® P filtration cartridges allow to exclude the pri-
mary filtration sub-stage from the sterile filtration step, without affecting the
main quality indicators of the filtered product obtained. It is deduced from
the techno-economic point of view that is feasible to employ Sartobran® P
filtration cartridges both in the non-sterile sub-stage of the purification stage,
and in the primary and sterilizing sub-stages of the sterile filtration stage.

RESUMO

A filtracdo de liquidos através de filtros de 0,2 um é um método comum de
remocdo de microrganismos e particulas indesejdveis contidos em solugées
sensiveis ao calor, para obter um filtrado estéril. No presente trabalho é reali-
zada a avaliagdo técnica e econémica da utilizacdo de cartuchos de filtro Sar-
tobran® P nas etapas de purificacdo e filtracdo estéril do processo de producdo
da vacina Gavac®. Geralmente, o uso de cartuchos de filtro Sartobran® P per-
mite a poupanca de custos completos de $ 121.267/lote de reducdo de con-
sumo de energia e material do filtro em subetapas de filtro considerados, e $
129,5/lote devido ao produto ndo desperdicado durante o estdgio de filtragdo
estéril. A introducdo da filtracdo cdpsulas Sartobran® P para excluir a subeta-

PALABRAS CLAVE:
Capsula de filtracion,
Purificacion, Filtracion estéril,
Calidad, Costos.

KEYWORDS:

Filtration capsule, Purification,
Sterile filtration, Quality, Costs.

PALAVRAS-CHAVE:
Capsula de filtracao, Purificacéo,
Filtracdo estéril, Qualidade,
Custos.

54



Arlenis Alfaro-Martinez

Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 17 No 2 - Julio - Diciembre 2019

pa de filtracdo primdria fase de filtracdo esterilizada, sem
afectar os principais indicadores de filtrado a qualidade
dos produtos obtidos. Concluiu-se que é vidvel desde o
ponto de vista técnico-econémico o uso de cartuchos de
filtro Sartobran® P tanto para a subetapa de filtracédo ndo
esteril da etapa de purificdo, quanto nas subetapas de fil-
tracdo primaria e esterilizante da filtracdo estéril.

INTRODUCCION

Actualmente no se pueden disefiar y/o evaluar procesos
en el campo de la biotecnologia sin referirse al término
esterilizacion. La esterilizacién se define como cual-
quier proceso que elimina o remueve efectivamente
agentes transmisibles (tales como hongos, bacterias
y virus) presentes en superficies, equipos, alimentos,
medicamentos o medios de cultivo bioldgicos [1]. En
la practica la esterilizacién se lleva a cabo a partir de la
exposicion del producto u objeto a esterilizar a agentes
quimicos o fisicos por un tiempo requerido.

Uno de los métodos de esterilizacion mas utilizados
en la industria biotecnoldgica actual es la filtracién
esterilizante. Emplea materiales granulares o fibro-
sos, y membranas porosas para llevar a cabo la cla-
rificacion y esterilizacion de soluciones y productos
biolégicos sensibles al calor, asi como también para
la filtracién de aire y otros gases, formando parte de
sistemas de venteo en fermentadores, centrifugas,
autoclaves y secadores por liofilizacion [1].

La filtracion esterilizante remueve los microorganis-
mos presentes en liquidos y gases, sin destruirlos, al
evitar el paso de particulas de determinada talla.

Para la filtracién esterilizante de liquidos bioldgicos y
medios de cultivo se emplean filtros de membrana con
un didmetro de poro nominal de 0,2 - 0,45 micrometros
(um). Los pardmetros que mas influyen en el rendimiento
de un filtro esterilizante son el factor de reduccién de
la valoracion o titulo (titer) (esto es, la relacion entre el
numero de organismos retando el filtro, bajo condicio-
nes definidas, sobre el nimero de organismos que lo
penetran); la profundidad de la membrana, su cargay
el retorcimiento que presenten los canales internos [2].

Entre las capsulas de filtracién esterilizante mas em-
pleadas en la industria biofarmacéutica actual se en-
cuentra la Sartobran® P [2]. Estd compuesta por una
capa protectora de polipropileno y una membrana de

acetato de celulosa reforzada, y se comercializan en
diferentes combinaciones de tamano de poro, siendo
las mas usuales las siguientes [2]:

e 0,65+0,45um
e 045+0,2um
e 045+0,1um

Presentan un area de filtracion de 0,56 m? (6 ft?) por
cada 0,254 m (10 in) del elemento, y se aplican fun-
damentalmente en la filtracién esterilizante de solu-
ciones parenterales, vacunas, antibiéticos, fracciones
de sueroy plasma, medios de cultivos celulares, reac-
tivos de diagndstico, agentes terapéuticos, solucio-
nes de proteinas, vitaminas y preservantes, asi como
también la filtracion sub-estéril (0,1 um) [2].

Varios autores han utilizado los cartuchos de filtra-
cion Sartobran® P en diversas aplicaciones, entre
estas se encuentran la clarificacion de caldos de fer-
mentaciéon empleando adenovirus [3]; la filtracion
esterilizante del Ingrediente Farmacéutico Activo
(IFA) de la vacuna anti-hepatitis B recombinante
(HBsAg) [4]; la filtracion de agua de mar para deter-
minar concentraciones de mercurio metilado [5] y
trazas de metales de cobre (Cu), plomo (Pb) y cadmio
(Cd) [6]; la purificacion y concentracion de soluciones
de proteinas durante el proceso de produccién de
anticuerpos monoclonales [7]; la filtracién de orina
humana [8] y orina artificial [9]; la aplicacion de ope-
raciones de filtraciéon esterilizante para la obtencién
de inmunoglobulina G altamente pura en fase liquida
[10], y la filtracion estéril de soluciones de virus [11].

Beldarrain et al. [4] evaluaron el empleo de capsulas
Sartobran P® como medio filtrante para la etapa de
filtracién esterilizante del ingrediente farmacéutico
activo de la vacuna contra la hepatitis B recombinan-
te (IFA-HBsAg). El estudio demostrd que la integri-
dad fisica de las capsulas empleadas se mantuvo an-
tes y después del proceso de filtracién. El estudio de
extractables por espectroscopia infrarroja con trans-
formada de Fourier (EIRTF) y cromatografia liquida
de alta resolucion en fase inversa (CLAR-FI) mostré
la ausencia de compuestos contaminantes prove-
nientes de las membranas, mientras que la prueba
de retencion bacteriana a escala industrial revel que
estas capsulas pueden retener una carga microbio-
légica 2 107 UFC/cm? de Brevundimona diminuta, lo
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cual garantiza la esterilidad del material filtrado. Los
resultados obtenidos durante los ensayos efectua-
dos indicaron la eficacia y seguridad del empleo de
capsulas Sartobran® P durante el proceso de filtra-
cion esterilizante del IFA-HBsAg.

En la actualidad el Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia (CIGB) de Camagtiey produce la vacu-
na Gavac®, un inmundégeno destinado a combatir la
garrapata del ganado bovino Rhipicephalus (Boophi-
lus) Microplus, R. annulatus y R. decoloratus. La protei-
na Bm86, principio activo de la vacuna, se expresa
con elevados niveles en la levadura Pichia pastoris.

Durante la etapa de purificacion de la proteina Bm86
se realiza un filtrado no estéril de una soluciéon de pro-
teinas concentradas, empleando para ello tres tipos
de filtros circulares de membrana plana de 142 mm
de didmetro. Estos filtros son: un pre-filtro de fibra
de vidrio, un segundo filtro de acetato o nitrato de
celulosa de 0,45 um de tamario de poro, y un tercer
filtro del mismo material de 0,2 um, los cuales se en-
cuentran colocados en orden descendente dentro de
una carcasa circular de acero inoxidable. Por su par-
te, en la etapa de filtracion estéril se llevan a a cabo
dos sub-etapas consistentes en (1) filtracion primaria
(no estéril) y (2) filtracién esterilizante (estéril) del IFA
bajo flujo laminar, empleando ambas los tres tipos de
filtros de membranas planas descritos anteriormente.

Con el objetivo de incrementar la seguridad, rapidezy
eficacia de todas las etapas de filtracién previamente
descritas, tanto estériles como no estériles, asi como
también reducir costos, se ha propuesto la sustitu-
cion de las membranas circulares planas utilizadas en
la actualidad en las etapas de filtracién mencionadas
con anterioridad, por cartuchos de filtracién Sarto-
bran® P de 0,2 um. En el siguiente trabajo se mues-
tran los resultados de la evaluacién técnico-econé-
mica de la introduccién de cartuchos de filtracion
Sartobran® P de 0,2 mu tanto en la sub-etapa de

filtracion no estéril de la etapa de purificacién, como
en las sub-etapas de filtracion primaria y esterilizante
correspondientes a la etapa de filtracion estéril del
proceso productivo de la vacuna Gavac®.

METODO
Etapas del proceso de produccién del IFA

El proceso de producciéon del Ingrediente Farmacéu-
tico Activo (IFA) de la vacuna Gavac® consta de las
siguientes etapas principales: fermentacion, reco-
brado, purificacion y filtracion estéril, las cuales se
muestran en la Figura 1, junto con las sub-etapas por
las cuales estd compuesta cada una de ellas.

Filtracion no estéril empleando filtros
de membrana plana

El diagrama del sistema de filtraciéon no estéril de la
solucién de proteinas se muestra en la Figura 2. La
solucién de proteinas contenida en un frasco de poli-
propileno de 10 L de capacidad pasa a través del filtro
mediante una bomba peristaltica a un flujo de + 200
mL/min. El filtrado se colecta en otro frasco a través
de una manguera de salida. Al concluir el proceso se
toman muestras del filtrado para la realizacion de en-
sayos analiticos segun la norma NP 4285 [12]. Si el
filtrado de BM86 cumple con las especificaciones de
calidad se envasa en frascos de polipropileno de 10 L
de capacidad y se almacena en una cadmara frigorifica
operando a - 20 + 2°C de temperatura. En caso con-
trario el material filtrado es desechado seguin Procedi-
miento Patrén de Operacién (PPO) 2.14.009.03 [13]

Filtracion esterilizante empleando filtros
de membrana plana

El proceso de filtraciéon es similar al descrito en el
epigrafe anterior (Figura 2), pero las operaciones se

Figura 1. Principales etapas del proceso de produccion del IFA de la vacuna Gavac®.

Fermentacion }—) Recobrado p Purificacion ) Filtracion estéril
1) Fermentacién primaria 1) Ruptura 1) Renaturalizacion 1) Esterilizacion primaria
2) Fermentacién industrial 2) Lavado 2) Precipitacion acida 2) Filtracion esterilizante del IFA
3) Extraccion 3) Filtracion
4) Diafiltracion

5) Filtracion no estéril
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realizan dentro de una cabina de flujo laminar hori-
zontal, previamente higienizada con una solucién de
etanol al 70% vy esterilizada con luz ultravioleta por
20 minutos [15]. Antes y durante el proceso de fil-
tracion esterilizante se realizan controles microbio-
I6gicos ambientales, mediante la ubicacién de placas
abiertas conteniendo agar triptona soya en el interior
del flujo laminar, con el objetivo de monitorear la es-
terilidad del proceso. Al concluir se toman muestras
del filtrado obtenido para analizar su calidad median-
te las caracteristicas organolépticas, proteinas tota-
les, pureza, pH esterilidad y contenido de timerosal,
seguin la norma NP 4046 [14]. De cumplir con las es-
pecificaciones de calidad, los frascos de polipropile-
no conteniendo la solucidn filtrada son almacenados
en una camara frigorifica operando a - 20 + 2°C de
temperatura, hasta el momento de la formulacion del
inmunégeno Gavac®. En caso contrario, el material
filtrado es desechado segtin PPO 2.14.009.03 [13].

Descripcion del proceso de filtracién esterilizante
propuesto empleando cartuchos de filtraciéon
Sartobran® P

El proceso de filtracion esterilizante propuesto em-
pleando cartuchos Sartobran® P se lleva a cabo en
el interior de una cabina de flujo laminar horizontal,
a través del arreglo mostrado en la Figura 3. Prime-
ramente, se vierte la soluciéon de proteinas a filtrar
en frascos de polipropileno de 10 L de capacidad, y
a continuacién se conecta uno de los extremos de la
manguera de alimentacién a la conexién de entrada
del cartucho Sartobran® P, luego se inserta el cuerpo
de la misma en el cabezal de la bomba peristaltica, y
por ultimo se introduce el otro extremo en el frasco
que contiene la solucién a filtrar. Por su parte, un ex-
tremo de la manguera de descarga es conectado a la
salida del cartucho, mientras que el extremo restante
es introducido en el frasco de polipropileno de 10 L
que almacenara la solucion filtrada. Posteriormente se
conecta la bomba peristaltica, se efectia un venteo
previo y se ajusta el flujo de alimentaciéon en £ 200
mL/min. Concluido el proceso de filtracion se procede
a tomar muestra del filtrado obtenido para efectuar
los ensayos de calidad requeridos de acuerdo con el
proceso de filtracion realizado. En caso de realizar la
filtracion no estéril, se llevan a cabo los 2 ensayos de
calidad establecidos en el NP 4285 [12], mientras que
en caso de efectuar la filtracion estéril se efectian los
6 ensayos de calidad requeridos seglin NP 4046 [14].
De cumplir con cada uno de los ensayos de calidad

Figura 2. Esquema de la instalacién del sistema de filtracién no
estéril empleando filtro de membranas planas

LEYENDA

1 - Botellén conteniendo la solucién a filtrar 4 - Filtro de membranas planas
2-M: de entrada 6 5-M: de salida
3 - Bomba peristaltica 6 - Botellén conteniendo la solucién filtrada

Figura 3. Esquema de la instalacién del sistema de filtracién
estéril empleando cartucho de filtracién Sartobran® P.

LEYENDA

1 - Recipiente conteniendo la solucién afiltrar 4 - Cartucho de filtracién Sartobran P
= de entrada (ali i6 5- de salida
3 - Bomba peristaltica 6 - Recipiente conteniendo la solucién filtrada
7 - Cabina de flujo laminar

efectuados segun el proceso de filtracion, los frascos
de polipropileno conteniendo la solucién filtrada son
finalmente almacenados en una cadmara frigorifica a
- 20 + 2°C de temperatura. Si el lote de IFA filtrado
no cumple con las especificaciones de calidad es des-
echado segiin PPO 2.14.009.03 [13]

PRINCIPALES ENSAYOS DE CALIDAD
EFECTUADOS A LOS PRODUCTOS |
OBTENIDOS DURANTE LA FILTRACION

Caracteristicas organolépticas. Para llevar a cabo la
evaluacion de las caracteristicas organolépticas se si-
guen los pasos descritos en el PPO 4.09.140.98 [16].
Se utiliza un gabinete de revisiéon con fondo blanco
y negro, equipado con lamparas fluorescentes de 20
W, las cuales mantengan la iluminacion del punto de
inspeccion en una intensidad minima entre 2000 y
3750 lux. La muestra a evaluar se observa a través de
la luz de la ldmpara de revision, girandola durante 5
segundos en todos los sentidos sobre cada uno de los
fondos del gabinete de revision. Debe presentar carac-
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teristicas de liquido transparente de color amarillo, sin
particulas en suspension. Se rechaza el lote si al menos
1 de las unidades analizadas no cumple con las carac-
teristicas organolépticas del producto que se analiza.

Concentracion de proteinas totales. La concentra-
cion de proteinas totales se determina mediante el
ensayo de Lowry segin PPO 4.09.002.91 [17], y su
valor debe ser igual o mayor que 1 mg/mL para acep-
tar el lote.

Porciento (%) de pureza de la proteina Bm86. El
porciento de pureza de la proteina Bm86 se deter-
mina mediante el método SDS-PAGE segin PPO
2.31.272.10[18], en donde la banda de 89 kDa debe
tener una pureza igual o mayor del 85%.

pH. Se toman 3 muestras de 10 mL cada una y se
le mide el valor de pH en un medidor digital de pH
(Mettler Toledo®, modelo Seven Compact PH/ION
$220). Se determina el promedio de los 3 valores ob-
tenidos para obtener el resultado final de pH de la
muestra evaluada [19].

Esterilidad. El ensayo de esterilidad se realiza de acuer-
do al procedimiento descrito en el PPO 2.31.700.97
[20]. Inicialmente, 2 mL de la muestra a analizar se
disuelven en 200 mL de una solucién dispersante
contentiva de peptona bacteriolégica, Tween 80 vy
agua reactivo tipo Il. Luego, la mezcla resultante se
agrega a razén de 1:10 v/v a frascos Erlenmeyers que
contienen Caldo Triptona Soya, y a erlenmeyers que
contienen Medio Tioglicolato, respectivamente. Los
frascos con Medio Tioglicolato se incuban durante 14
dias a 30-35°C de temperatura; y los contentivos de
Caldo Triptona Soya se incuban a 20-25°C durante el
mismo periodo de tiempo que el anterior. Los cultivos
se observan los dias 3, 5,7, 9, 11y 14 para detectar la
presencia de turbidez, la formacion de bio - peliculas,
grumos o cualquier otra forma de crecimiento micro-
biano. Las muestras cumplen con los requerimientos
de calidad si no se observa ninguna forma de creci-
miento bacteriano en los cultivos.

Contenido de timerosal. Se basa en la determinacién
indirecta de timerosal mediante la cuantificaciéon
espectrofotométrica del mercurio a 490 nm, el cual
forma un complejo con la Ditizona. Su separacién se
realiza posteriormente mediante un paso de extrac-
cién con cloroformo, segiin PPO 2.31.226.11 [21].

Factibilidad de emplear los cartuchos
Sartobran P® durante la sub-etapa de
filtracion no estéril de la etapa de purificacion

Se realizé la filtracién no estéril de 6 lotes consecu-
tivos de concentrados purificados de la proteina
Bm86 (14.1206-2; 14.1206-3; 14.1206-4; 14.1206-5;
14.1302-1 y 14.1302-2) utilizando cartuchos de fil-
tracion Sartobran® P. En paralelo, otros seis lotes de
la proteina Bm86 purificada (14.1101-1; 14.1101-2;
14.1101-3; 14.1101-4; 14.1101-5 y 14.1101-6) se
filtraron mediante filtros de membrana plana. A los fil-
trados obtenidos de cada lote se le determinaron los 2
ensayos de calidad que se describen a continuacioén: (1)
concentracion de proteinas totales (PPO 2.31.246.10)
el cual presenta un Limite de Aceptacién (LA) = 1mg/
mL, y (2) Pureza de la proteina Bm86 (SDS PAGE) (PPO
4.32.050.99) con LA = 85%. Ambos ensayos de calidad
estan definidos en la norma NP 4285 [12]. Luego, se
compararon los resultados obtenidos por ambos mé-
todos. Por ultimo se determiné el tiempo de filtracién
total para ambos tipos de filtracion evaluados, y se
compararon entre si los resultados obtenidos.

Factibilidad de emplear los cartuchos
Sartobran P® en la etapa de filtracion estéril

Para determinar la factibilidad del empleo de los car-
tuchos Sartobran® P durante la etapa de filtracion
estéril, se elaboraron dos variantes:

Variante 1: Procesamiento de 3 lotes consecutivos
(14.1206-2, 14.1206-3 y 14.1206-4) mediante car-
tuchos Sartobran® P, efectuando tanto la filtracién
primaria como la filtracion esterilizante.

Variante 2: Procesamiento de 3 lotes consecuti-
vos (14.1206-5, 14.1302-1 y 14.1302-2) mediante
cartuchos Sartobran® P, pero realizando solamen-
te la filtracidn esterilizante (es decir, sin efectuar la
filtracion primaria).

Al filtrado obtenido en todos los lotes procesados
para ambas variantes se le efectud los siguientes en-
sayos de calidad mostrados en el Cuadro 1, los cuales
se encuentran establecidos en la norma NP 4046 [14].

Se determinaron ademas los tiempos de filtracion
de cada una de las dos variantes consideradas, y se
compararon los resultados obtenidos con respecto
a los resultados de tiempos de filtracion registrados
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durante el procesamiento de 3 lotes consecutivos
(14.1101-1; 14.1101-2 y 14.1101-3) utilizando fil-
tros de membrana plana. Se determind también el
volumen de pérdida de producto obtenido en ambas
variantes evaluadas, y se compararon los resultados
alcanzados con relacién al volumen de pérdida de
producto obtenido para los tres lotes procesados con
filtros de membrana plana. Por ultimo se efectud una
comparacion de los resultados obtenidos en cuanto
a los 6 ensayos de calidad descritos en el Cuadro 1,
entre los 6 lotes procesados para las dos variantes
propuestas utilizando cartuchos Sartobran® P, y los 3
lotes filtrados empleando filtros de membrana plana.

Calculos econémicos

Se consideraron los costos por concepto de consu-
mo de electricidad y de materiales de filtraciéon por
ser los mas significativos durante el proceso.

Costo por concepto de consumo
de electricidad

Existen dos equipos que se emplean en las diferentes
etapas consideradas, los cuales son la bomba peris-
taltica y el flujo laminar. De esta manera, las bombas
peristalticas empleada en las etapas de filtraciéon no
estéril, filtracion primaria y filtracidon esterilizante
presenta un consumo nominal de energia de 0,55
kW, mientras que el flujo laminar empleado en la
etapa de filtracion esterilizante tiene un consumo
nominal de energia de 1,10 kW.

El costo relacionado con el consumo de energia por
un equipo se determina segun la siguiente expresién:

Conergialt) = Lopls) " 1 * Ca (Ec. 1)

Doénde:

tooir Tiempo de operacioén del equipo i (h)

P: Potencia nominal del equipo i (kW)
C,: Costo de la electricidad = 1,20 $/kWh

C : Costo debido al consumo de electricidad del

energia(i)®

equipo i ($)

De esta manera, el costo total relacionado con el
consumo de energia de todos los equipos utilizados,
segun el tipo de filtraciéon tomado en cuenta, sera:

Cenergi’a(t&m) = 2 Cenergi’a(i ) (Ec. 2)

Doénde:

Cenerg:'a(t?po): Costo total por consumo de energia de
todos los equipos utilizados segln el tipo de filtra-
cion tomando en cuenta (filtros de membrana plana
o cartuchos Sartobran® P)

n: Cantidad total de equipos utilizados en el tipo de
filtracion considerado.

Costo por concepto de consumo de material
de filtracién.

El costo por concepto de consumo de materiales de
filtracion se calculé a partir del costo unitario, en
donde un pre-filtro de membrana plana presenta un
costo unitario de $8,08, un filtro de membrana pla-
na de 0,45 um cuesta $ 4,04, un filtro de membrana
plana cuesta $ 4,12, y un cartucho de filtracién Sar-
tobran® P cuesta $ 221,91.

Cuadro 1. Ensayos de calidad establecidos para el producto obtenido durante la etapa de filtracion estéril de la vacuna Gavac®

segln NP 4046.

Ensayo Referencia Limite de aceptacion
Caracteristicas organolépticas PPO 4.09.140.98 Liquido transparente de color amarillo, sin particulas en suspension
Proteinas totales PPO 4.09.002.91 > 1 mg/mL
Pureza PPO 4.09.004.91 Banda de 89 kDa = 85% de pureza
pH PPO 2.31.235.97 Entre 7,8y 8,5
Esterilidad PPO 4.09.028.92 Pasa la prueba
Contenido de timerosal PPO 2.31.226.11 < 0,05 mg/mL
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El costo total relacionado con el consumo de mate-
rial de filtracién por lote y por etapa se determina
segln la siguiente ecuacion:

n
Cmat(etapa) = 2 (Qmat(i) ‘& mat (i) )

(Ec. 3)

Donde:
. Cantidad de material de filtracion i consumido

Qmat (i)
por lote (U/lote)

P ... Costo unitario del material de filtracion i ($/V)
n: Tipo(s) de material(es) de filtracion consumido(s)
en la etapa evaluada.

n = 3 cuando se emplean pre-filtro de membrana pla-
na, filtro de membrana plana de 0,45 um y filtro de
membrana plana de 0,20 um;

n = 1 cuando se emplean cartuchos de filtracién Sar-
tobran® P.

C, : Costo total debido al consumo de los mate-
at(etapa)

riales de filtracion por lote en la etapa de filtracion
evaluada ($/lote).

Luego, el costo total por lote debido al consumo de
material de filtracion en todas las etapas incluidas se-
gun el tipo de filtracién tomado en cuenta sera:

Cmat(t?po) = 2 Cmat(etapa) (EC 4)

Donde:

C’"“’(‘i””): Costo total por lote a causa del consumo
del material filtrante de acuerdo al tipo de filtracion
considerado ($/lote)

s: Cantidad de etapas incluidas (filtracion no estéril,
filtracién primaria y/o filtracion esterilizante) en el
tipo de filtracién evaluado (filtros de membrana pla-
na o cartuchos Sartobran® P).

RESULTADOS

Uso del Sartobran® P en la sub-etapa
de filtracién no estéril

El Cuadro 2 muestra los resultados obtenidos de los
dos ensayos de calidad considerados (concentracién
de proteinas totales y % de pureza de la proteina
Bm86) para todos los lotes procesados tanto me-
diante filtros de membrana plana como cartuchos de
filtracion Sartobran® P, durante la sub-etapa de filtra-
cion no estéril de la etapa de purificacion.

Segln se puede observar en el Cuadro 2, todos los
lotes procesados empleando los cartuchos Sartobran®
P, cumplieron con los criterios o limites de aceptacion
establecidos para esta etapa seglin norma NP 4285.

También se puede observar que los valores prome-
dios obtenidos tanto de la concentracion de protei-
nas totales como el % de pureza de la proteina Bm86
aumentan para los lotes procesados mediante cartu-
chos Sartobran® P. Lo anterior influye positivamente

Cuadro 2. Resultados de concentracion de proteinas y pureza para ambos tipos de filtracién evaluados en la sub-etapa de filtraciéon

no estéril de la etapa de purificacion.

Filtros de membrana plana Cartuchos Sartobran® P
Lotes Pmt?:;/snfﬁ; Al Pureza (%) Lotes Protze:;/snzf)t Al Pureza (%)
14.1101-1 1,615 95,22 14.1206-2 1,727 95,99
14.1101-2 1,654 95,18 14.1206-3 1,471 95,19
14.1101-3 1,322 95,99 14.1206-4 1,794 95,29
14.1101-4 1,398 95,32 14.1206-5 1,493 95,12
14.1101-5 1,526 94,13 14.1302-1 1,432 94,48
14.1101-6 1,571 95,26 14.1302-2 1,951 95,31
Promedio 1,51433 95,1833 Promedio 1,64467 95,23
Desviacion Estandar 0,129239 0,597684 Desviacion Estandar 0,210385 0,482452
Coeficiente Variacion 8,53437% 0,62793% Coeficiente Variacion 12,792% 0,50661%
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en el proceso de fabricacion global de la vacuna Ga-
vac®, debido a que el aumento de la cantidad de pro-
teina de interés (Bm86) a obtener al final de la etapa
de purificacién traerd consigo un incremento de la
cantidad de bulbos producidos al finalizar la etapa de
formulacién y, con ello, un incremento en las ventas
de dosis de vacuna terminada a comercializar.

En el Cuadro 3 se muestran los resultados obtenidos
en cuanto a volumen a filtrar y tiempo de filtracién
total para todos los lotes procesados mediante am-
bos tipos de filtracion.

De acuerdo con el Cuadro 3, el tiempo de filtracion
de un lote en la subetapa de filtracién no estéril de la
etapa de purificaciéon se reduce desde un promedio
de 46,15 min (~ 0,77 h) para el filtro de membrana
plana, hasta 35,6533 min (~ 0,59 h) para los cartu-
chos Sartobran® P, es decir, el tiempo de filtracién de
esta sub-etapa se reduce 1,29 veces si se emplean
las capsulas Sartobran® P, a pesar de que el volumen

a filtrar utilizando los cartuchos Sartobran® P superé
en aproximadamente 1,4 veces al que se filtré en el
sistema de membrana plana.

Etapa de filtracion estéril

En el Cuadro 4 se pueden observar los resultados ob-
tenidos con respecto al uso del Sartobran® P durante
los procesos de filtracion primaria y esterilizante (Va-
riante 1). En el Cuadro 5 se muestran resultados al-
canzados con el uso del Sartobran® P para la Variante
2, en la cual solamente se realizé la filtracién esteri-
lizante. Por ultimo, en el Cuadro 6 se exponen los
resultados de volumen a filtrar, tiempo de filtracion,
volumen final de filtrado y volumen total de pérdida
de producto para la variante de filtracién actual em-
pleando filtros de membrana plana.

Comparando los resultados mostrados en el Cuadro
4 con los del Cuadro 6, se puede observar que, para
volimenes a filtrar relativamente iguales entre si, el

Cuadro 3. Comparacion de los tiempos de filtracion obtenidos para ambos tipos de filtracion durante la sub-etapa de filtracién no

estéril de la etapa de purificacion.

Filtros de membrana plana Cartuchos Sartobran P®
Lotes Vf?ILL:r;t?t)a T;;r?n[;o Lotes Vqume(rI:)a filtrar T;renr?nr;o

14.1101-1 12,70 40,13 14.1206-2 18,82 47,05
14.1101-2 12,20 59,78 14.1206-3 16,56 50,01
14.1101-3 14,00 45,08 14.1206-4 16,91 29,93
14.1101-4 11,40 49,93 14.1206-5 14,90 19,97
14.1101-5 8,20 41,98 14.1302-1 15,99 36,94
14.1101-6 7,03 40,00 14.1302-2 10,04 30,02
Promedio 10,9217 46,15 Promedio 15,5367 35,6533
Desviacion Estandar 2,72228 7,65065 Desviacion Estandar 2,98455 11,3852
Coeficiente Variacion 24,9255% 16,5778% Coeficiente Variacion 19,2097% 31,933%
Total 65,53 276,90 Total 93,22 213,92

Cuadro 4. Resultados obtenidos de volumen a filtrar, tiempo de filtracion, volumen final de filtrado y volumen total de pérdida de

producto para la Variante 1.

Filtracion primaria Filtracion esterilizante Volumen total
Lotes Volumen a Tiempo Volumen a Tiempo \rflljl;:;?: ((Ij-c)e ZZI:J?;ZZTBI de pérdida de
filtrar (L) (min) filtrar (L) (min) producto (mL)
14.1206-2 18,82 35 18,64 40 0,12 18,29 410
14.1206-3 16,56 35 16,36 30 0,12 16,17 270
14.1206-4 16,91 31 16,83 35 0,12 16,63 160
Promedio 17,43 33,67 17,28 35 0,12 17,03 280,00
Total 52,29 101 51,83 105 0,36 51,09 840,00
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tiempo de filtracion de la sub-etapa de filtracién pri-
maria se reduce desde 66,67 min (1,11 h) utilizando
los filtros de membrana plana, hasta 33,67 min (0,56
h) cuando se emplean los cartuchos de filtracion Sar-
tobran® P. Es decir, el tiempo de la sub-etapa de fil-
traciéon primaria se reduce 1,98 veces si se emplean
cartuchos Sartobran® P. También ocurre una reduc-
cion del tiempo de filtracién en la subetapa de filtra-
cion esterilizante desde 53,67 min (0,89 h) emplean-
do filtros de membrana plana hasta 35 min (0,58 h)
usando cartuchos Sartobran® P; esto es, el tiempo de
la subetapa de filtracion esterilizante disminuye 1,53
veces si se utilizan cartuchos Sartobran® P. Por Gltimo
se obtiene una reduccién del volumen total promedio
de pérdida de producto, desde 500 mL (1,5 L en total)
cuando se emplean filtros de membrana plana, hasta
280 mL (0,84 L en total) cuando se utilizan los cartu-
chos Sartobran® P. En resumen, el tiempo de filtracién
total y el volumen total de pérdida de producto de la
etapa de filtracion estéril (incluyendo las subetapas
de filtracion primaria y esterilizante) se reduce 1,752
veces y 1,786 veces respectivamente, si se emplean
los cartuchos de filtracién Sartobran® P.

En el Cuadro 7 se exponen los resultados de los en-
sayos de calidad efectuados tanto para los 6 lotes
procesados durante las dos variantes estudiadas,
como los 3 lotes procesados empleando filtros de
membrana plana. En la misma se puede observar que
el empleo de las capsulas Sartobran® P no afectd la
calidad del filtrado obtenido en ninguno de los lotes
procesados, lo cual indica que es factible sustituir los
filtros de membrana plana por los cartuchos de filtra-
cion Sartobran® P en la etapa de filtracién estéril del
proceso productivo de la vacuna Gavac®. Los resulta-
dos mostrados en el Cuadro 7 permiten concluir ade-
mas que se puede eliminar la sub-etapa de filtracion
primaria siempre y cuando se empleen los cartuchos
de filtracién Sartobran® P, ya que los resultados de
los ensayos de calidad realizados al filtrado obtenido
durante la Variante 2 (es decir, llevando a cabo Unica-
mente la filtracion esterilizante) estuvieron dentro de
los limites establecidos seglin la norma NP 4046. Los
resultados obtenidos en esta etapa concuerdan con
aquellos alcanzados en [4], en donde se recomienda
el empleo de capsulas de filtracion Sartobran® P para
llevar a cabo la filtracion esterilizante del IFA de la
vacuna contra la hepatitis B recombinante (IFA-HB-
sAg), concluyendo que este medio de filtracién pue-
de retener la contaminacion bacteriana en las condi-
ciones reales del proceso.

Consumo de material de filtracion

Durante los procesos de filtracion efectuados se
pudo comprobar que se puede emplear hasta un
cartucho de filtracién Sartobran® P por cada tres lo-
tes, mientras que se necesitan consumir 4 filtros de
membrana plana de 0,2 um y 0,45 um, respectiva-
mente, asi como 7 pre-filtros, para hacerle frente a la
demanda de filtracién de un lote.

Comparacion de los costos obtenidos debido
al consumo de electricidad y material de
filtracion por lote para ambos métodos de
filtracion evaluados

En los Cuadros 8 y 9 se muestran los resultados de
costo obtenidos debido al consumo de electricidad y
material de filtracion por lote, respectivamente, para
ambos métodos de filtracién evaluados. Observar
que en ambas tablas no se toma en cuenta el empleo
de los cartuchos Sartobran® P en la sub-etapa de fil-
tracién primaria de la etapa de filtracion estéril, ya
que segln se demostré con anterioridad, se puede
eliminar la misma sin afectar los principales parame-
tros de calidad del producto filtrado obtenido.

Tomando en cuenta los resultados mostrados en el
Cuadro 8, se puede concluir que el empleo de los
cartuchos Sartobran® P reduce el costo total por
consumo de electricidad en un 48,67%. De esta ma-
nera, el ahorro econémico total obtenido por lote por
concepto de electricidad no consumida a causa del
empleo de los cartuchos Sartobran® P en todas las
etapas de filtracion consideradas sera de:

C

Amergia e Cme.vgfn (membrana) — ™ energia(Sartwobran)

=$3,013-51,546
=$1,467/1ote.

Aem.-rgx’a

Aalerg:'a

Acorde a los resultados mostrados en el Cuadro 9, el
costo debido al consumo de material de filtracién se
reduce en un 44,77% a causa del uso de las capsulas
Sartobran® P en las etapas de filtracion evaluadas, ob-
teniéndose un ahorro econémico total por lote igual a:

Amatena! = C”‘m(’”m‘bf“’m] - Cmt{Saﬂobmn)
Ama!er.mz! = $ 267)60 = $ 147,80
A ppieri = $119,80/1ote.
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Cuadro 5. Resultados obtenidos de volumen a filtrar, tiempo de filtracion, volumen final de filtrado y volumen total de pérdida de

producto para la Variante 2.

Lotes Filtracion esterilizante Volumen de Volumen final | Volumen total de pérdida
Volumen a filtrar (L) | Tiempo (min) muestra (L) de filtrado (L) de producto (mL)
14.1206-5 14,90 25,03 0,12 14,50 280
14.1302-1 15,99 37,26 0,12 15,74 130
14.1302-2 10,04 14,96 0,12 9,81 105
Promedio 13,64 25,75 0,12 13,35 171,67
Total 40,93 77,25 0,36 40,05 515,00

Cuadro 6. Resultados obtenidos de volumen a filtrar, tiempo de filtracion, volumen final de filtrado y volumen total de pérdida de
producto para la variante de filtracién actual empleando filtros de membrana plana.

Filtracion primaria Filtracion esterilizante Volumen Volumen total
" - Volumen de final P
Lotes Volumen a Tiempo Volumen a Tiempo e (1) nal de de pérdida de
filtrar (L) (min) filtrar (L) (min) filtrado (L) | producto (mL)
14.1101-1 11,23 65 10,95 36 0,12 10,72 390
14.1101-2 19,90 60 19,43 55 0,12 19,24 540
14.1101-3 19,12 75 18,76 70 0,12 18,43 570
Promedio 16,75 66,67 16,38 53,67 0,12 16,13 500,00
Total 50,25 200,00 49,14 161,00 0,36 48,39 1500,00

Cuadro 7. Resultados de los ensayos de calidad realizados a los lotes en estudio para las variantes de filtracién propuestas.

Ensayos /Lotes Efgr:iﬁg;gz:: C(t):tca eiz:' (?7:‘;;22)3 5| Pureza (%) pH Esterilidad dic;:z:gjgl
Variante 1

14.1206-2 Pasa la prueba 2,840 94,34 8,14 Pasa la prueba 0,020

14.1206-3 Pasa la prueba 2,678 94,08 8,13 Pasa la prueba 0,019

14.1206-4 Pasa la prueba 2,608 94,90 8,12 Pasa la prueba 0,018
Variante 2

14.1206-5 Pasa la prueba 2,875 94,70 8,12 Pasa la prueba 0,029

14.1302-1 Pasa la prueba 2,353 95,86 8,19 Pasa la prueba 0,023

14.1302-2 Pasa la prueba 2,583 95,45 8,17 Pasa la prueba 0,019

Filtros de membrana plana

14.1101-1 Pasa la prueba 2,861 95,27 8,14 Pasa la prueba 0,030

14.1101-2 Pasa la prueba 3,490 94,67 8,09 Pasa la prueba 0,029

14.1101-3 Pasa la prueba 3,288 94,97 8,07 Pasa la prueba 0,029

Cuadro 8. Resultados de costo obtenidos debido al consumo de electricidad por lote para ambos tipos de filtracion evaluados.

Etapa Equipo Consumo de energia (kW) ‘ Tiempo (h/lote) ‘ Costo ($/lote)
Filtros de membrana plana

Filtracion no estéril Bomba peristaltica 0,55 0,769 0,508

Filtracion primaria Bomba peristaltica 0,55 1,111 0,733

. . . Bomba peristaltica 0,55 0,895 0,591
Filtracion esterilizante ; .

Flujo laminar 1,1 0,895 1,181

Total [Cenergia(membrana)] 3,013

Cartuchos de filtracién Sartobran® P

Filtracion no estéril Bomba peristéltica 0,55 0,594 0,392

. . . Bomba peristaltica 0,55 0,583 0,385
Filtracion esterilizante - -

Flujo laminar 1,1 0,583 0,769

Total [Cenergia(Sartobran)] 1'546
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Cuadro 9. Resultados de costo obtenidos debido al consumo de material de filtracion por lote para ambos métodos de filtraciéon

considerados.

Etapa Tipo de filtro Cantidad (U/lote) ‘ Costo unitario ($/U) ‘ Costo ($/lote)
Filtros de membrana plana
Pre-filtro 7 8,08 56,56
Filtracién no estéril Filtro de 0,45 um 4 4,04 16,16
Filtro de 0,20 um 4 4,12 16,48
Pre-filtro 7 8,08 56,56
Filtracion primaria Filtro de 0,45 um 4 4,04 16,16
Filtro de 0,20 pum 4 4,12 16,48
Pre-filtro 7 8,08 56,56
Filtracion esterilizante Filtro de 0,45 um 4 4,04 16,16
Filtro de 0,20 um 4 4,12 16,48
Total [C, vrana) ] 267,60
Cartuchos de filtracion Sartobran® P
Filtracion no estéril Cartucho Sartobran® P 0,333 221,91 73,90
Filtracién esterilizante Cartucho Sartobran® P 0,333 221,91 73,90
Total [Conergiafsartobran] 147,80

Ahorro econémico total por lote

Considerando los resultados obtenidos, el ahorro eco-
némico total obtenido por lote por concepto de reduc-
cion del consumo de energia eléctrica y de material de
filtracién a causa del empleo de las capsulas de filtracion
Sartobran® P en las etapas de filtracion evaluadas sera de:

Am.&n' o Aenergi'a + Amazeriai’
A, =1467+119,80

A, =$121,267/lote

Ahorro econémico por concepto de reduccién
del volumen de pérdida de producto al emplear
los cartuchos Sartobran® P en la etapa de
filtracion estéril

Seglin se establecié con anterioridad, la introduc-
cion de los cartuchos de filtracidon Sartobran® P en la
etapa de filtracidn estéril permite reducir el volumen
total de pérdida de producto por lote desde 1500
mL hasta 840 mL, para un ahorro total 660 mL. To-
mando en cuenta las dosis equivalentes recuperadas
por este concepto, y el costo de unitario de estas, se
obtendra un ahorro econémico total por lote de $
129,5 debido a volumen de producto no derramado
a causa del empleo de las capsulas Sartobran® P du-
rante la etapa de filtracion estéril.

CONCLUSIONES

El empleo de los cartuchos de filtraciéon Sartobran® P
permite excluir la sub-etapa de filtracion primaria de
la etapa de filtracion estéril.

Se obtiene un ahorro econémico total de $ 121,267/
lote por concepto de reduccidn tanto del consumo de
energia eléctrica como material de filtracion a causa
de la introduccién de los cartuchos de filtracion Sar-
tobran® P durante las etapas de filtracién evaluadas.

Se logra un ahorro econdmico total de $ 129,5/lote
por motivo de volumen de producto no derramado a
causa del empleo de las capsulas Sartobran® P en la
etapa de filtracion estéril.

Se pueden emplear los cartuchos de filtracion Sarto-
bran® P tanto en la sub-etapa de filtracion no estéril
de la etapa de filtracion como en las sub-etapas de
filtracién primaria y esterilizante de la etapa de filtra-
cion estéril, sin afectar los principales parametros de
calidad del producto final obtenido.
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