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INTRODUCCION

En la Industria Farmaceutlca, es importante aplicar la vahdaclén del. método
analitico para cuantlﬁcar la capacidad de adsorcién de protemas de] gel de
hidréxido de alumxmo destmado para la produccnon de vacunas humanas como

parte integral del proceso de cuannﬁcacxén

"'\'ia'hte»-déstina'do
para la produccién :de-vacunas humanas, esla blosegundad y, en la actualxdad,
los 1nicos adyuvantes permitidos para uso humano son los compuestos de

El. criterio mas unportante en la eleccién - de un a

aluminio, que’ constan . de antigenos fijados por adsorcnon sobre el h1drox1do
de aluminio, estos se caracterizan por mantener al antigeno en los te_udos por
periodos mas largos, favoreciendo asi la respuesta inmunolégica, y su’ pnnc:pa.l
ventaja es la -de  cuantificar con mayor facilidad su contenidb E éhtigénico,

teniendo una buena estabilidad.

Las fuerzas de atraccidn electrostiticas son las responsables de la adsorcion
de los antigenos a los adyuvantes que contienen aluminio, esta caracteristica esta
dada porque el hidréxido de aluminio tiene la cualidad de adsorber proteinas, ya -
que lleva una carga positiva en presencia de electrolitos [AI(OH);], sin embargo,

forma facilmente complejos con la carga total de los aminoacidos.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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Como los To'{oxdes son adsorbxdos sobre el hidroxido de aJummxo ‘]a FEUM
7* Edicion, indica que el gel de hidréxido de aluminio esta ‘contenido a una
concentracién del 03% en el producto terminado, por lo que se: establece un
intervalo de concentraciones en el que el hidroxido de a.lumu'uo sera adecuado para
su capacidad de.adsorcién como materia pnma y como mgred:ente en producto
terminado; éste método analitico utiliza una ca.ntldad conocnda de estandar de ASH,

el cuil se usarda como un simulador del Toxoide.

El método consistira en mezclar una cantidad en exceso conocida de ASH
con una cantidad conocida de hidroxido de aluminio, para que éste adsorba toda la
cantidad posible; por lo que el estandar de ASH que no sea adsorbida quedara libre
y se cuantifica por el método de Biuret, y de esta manera nos permite conocer la
capacidad de adsorcién de proteinas del hidréxido de aluminio. La importancia de
las proteinas se advierte por su capacidad para fijar diversas sustancias quimicas,

incluyendo numerosos iones y farmacos.

Para poder conocer la capacidad de adsorcién de proteinas que‘ tendra el
hidréxido de aluminio a diferentes concentraciones que se utilizarda durante la
validacion, es necesario conocer la concentraciéon de proteinas que contiene el suero
de ASH que se utilizara como estandar de referencia; asi como también se evaluara

con suero de ASB, para saber si en un momento dado es posible utilizarla.
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JUSTIFICACION

La 1mportanc1a ‘de;un adyuvante destinado para la produccxon de vacunas

es adecuado para’su: propdsitoy’si cump]_e de manera cons:stente con los

criterios  de’ aceptacion ! predeterminados .’ para la' lineéﬁdad del  sistema 'de

recision (repetibilidad y reproducibilidad),

medicién, linearidad “del.  método, "

exactitud y estébilidéd,de'la' muestra. -
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DEFINICIONES

lncorpomdos una vacuna

msolubles que

manera. liberac S - del Toxoxde, por lo que aumenta la

respuesta

- Anhcuemo. Es: una: protelna producxda por el orga.msmo como . respuesta

a la presencxa d

especifica con el mismo

* Antigeno: Es aﬁuél agente extrafio, en su gran mayoﬁ'a proteinas que, cuando

mo, es capaz de inducir la activacién de anticuerpos

se introduce al or;
especificos, los cuales pueden reaccionar con el antigeno.
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¢ Documentacién: Conjimto de informacion que sustenta una actividad realizada.

*> DPT Es una suspensxon estéril, blanca, de Toxoides dlﬁenco y tetzi.mco Yy una
vacuna antipertussis inactivada, adsorbidos sobre hxdréxldo de a.lumlmo. R

<+ Electrolito: Es una sustancia que forma una solucnon acuosa que conduce,

electricidad, lo que indica que si hay iones presentes e ellav

& Especificaciones: Descripcién del material, sustant:’ia"o ‘producto, que incluye
la definicion de sus propiedades y caracteristicas, con las tolerancias de

variacion de los parametros de calidad.

<+ Especificidad; Capacidad de un método analitico para obtener una respuesta
debida unicamente al analito de interés y no a otros componentes de la muestra.

<+ Estabilidad de la Muestra Analitica: Es el grado de reproducibilidad de los

resultados analiticos obtenidos por el analisis de la misma muestra, bajo
pequeiias pero delibemdas modificaciones de las condiciones normales de
operacion, taleysrcon'lo: diferentes temperaturas, lotes de reactivo, columnas,
tipos. de empracjué,zyqondiciones ambientales, etc. Es un indicativo de la

conﬁabili‘dad d’é métqdps durante su uso normal.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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> Esgandar de ASB Estandar suero de Albumina Sérica Bovina, el cuil se utlh?a

como s:mulador del Toxonde.

- Estanda.r de ‘
utlhza como sxmulador del ’l‘oxmde .

:Estandar suero de Albumma Senca Humana, el cudl se

- Exactltud De un método analmc es la’ concordanc1a entre un alor obtemdo

expenmentalmente y‘el va]or de eferencia..S expresa' omo el porcenta_]e de

recobro- obten d el i : h adxcnonado

ndividuo una respuesta

rovoca en el

1nmunolog1ca conslst nte ,especlalmente en ‘la produccién de anticuerpos

especlf icos:contra el agente mfeccloso. Por otra parte las vacunas en general

son a;tlvas durante un tiempo prolongado (7 a 10 afios).

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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Inmunidad Pasiva: Es: la que se logra mediante la administracién de
anticuerpos especificos, como generalmente estin contenidos en el suero

sanguineo (antisueros, inmunosueros o simplemente sueros). Los cuales son de

poca duracién (8 a 12 meses).

Intervalo: Concentraclones mclu:das entre la concentracién superior e inferior
5 cuales se ha demostrado que el método

del analito (mcluyendo estas),'para l

analitico es prec:so, exacto'” i

: 0 método analitico es la habilidad para
asegurar que os resultados analmcos son proporcnona]es a la concentracion de

la sustancia dentro’de un intervalo déterminado.

Marbete: Es 1a eye o’'leyendas que todo producto farmacéutico registradé

en la Secretaria de Sa]ubndad y”A51stenc1a, debe llevar de acuerdo con los
requisitos que exxgen las dx ersas dlsposmlones que dicte dicha Secretana.

Materia Prima: Sustancia de cualquier origen que se usa para la elaboracién de

medicamentos o farmacos.

Muestra: Porcion del material a evaluar.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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<+ Muestra Analitica: Es cualquier muestra preparada para su cuantificacion, la

cual debe de conservar su integridad fisicoquimica.

* Placebo 6 Placebos: Es la preparacxén con todos los excipientes de 1. forma

farmacéutica, pero s: pnnclplo activo.

preparacién’ con todos

los excipientés de:la’ forma farmacéutica mas una cantidad conocida del

principio ai;ti

< Polvo Liofi Es‘un polvo homogéneo y libre de particulas extraiias, con

muy baja humedad residual.

do de concordancia entre resultados analiticos individuales,

< Precision: Es el
iento’ se aplica repetidamente a diferentes analisis de

cuando el procedi
¥l nea del producto o de una referencia. La precision es una

una muestra hb :
medida del: grado “de reproduc:bllldad y/o repetibilidad del método analitico

bajo las condlcxones normales de operacion.

+ Principio Activo o Analito: Componente especifico de una muestra, a medir en

un andlisis. -

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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- Protocol(r Es un documento que establece el tipo de pruebas especxﬁcas para

- Purem" Grado en el cua] las matenas primas, los productos mtermedlos Yy a

g’anel estan entos de matenal extrafio.

- Repetibi]ida ééis:én de un método  analitico. expresado como la
concordanc: C
las mxsmas condiciones (nusmo equipo, mismos apa.latos y tecmcas), por un

entre las determinaciones mdependlente realizadas ba_]o

solo a.nahsta, el mxsmo dna Yy con determinaciones independientes.

> Regroductblh d & Precisién Intermedia: Es la vanac:én exlstentc dentro de

los laboraton» n dlferentes dias, analistas, equlpos etc.

* Respuesta Inmunologlca' Es la presentaci6n de los antigehds ‘a;‘ryiie un agente -

extraiio al or ranismo.

¢ Solucién _Es andar de Referencia: . Solucién” estandar 'de ~concentracién
en vahdaclon de - métodos se - utiliza - para analizar - las

conoc:da,, ‘q
muestras y ’placebos.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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< Solucién Stock: Soluciéon concentrada de la sustancia de interés-a’ pamr de la.

cual se preparan otras soluciones (muestras) de menor concentracnon

& Sustancia ¢ Estandar de Referencia: Sustancia de unlfonmdad reconoc1da

destinada a utilizarse en comprobaciones analiticas ﬁs:cas qmmxcas o
microbioldgicas en el transcurso de las cuales sus propledades se compa.ran

con la sustancia en evaluacién.

@ Sustancia 6 Estindar de Referencia Primaria: Sustancia que es recbnocida poi»

tener la mas alta calidad de pureza muy cercana al 100%, cuyas propledades se. .

aceptan sin referencia a otras sustancias.

< Sustancia 6 Estandar de Referencia Secundaria: Sustancia de pureza mas ba_]a' :
que puede estandarizarse contra una sustancia de referencia p P

< Sustancia 6 Estiandar de Referencia Interna: Sustancia obtemda de matenas

primas de alta calidad farmacopéica y cuyos parametros se han comprobado

medxante analisis efectuados por el propio laboratorio usuario.

* Td: Es una suspension estéril, blanca o de color blanco grisiceo de Toxoxdes

dnftenco y tetanico, adsorbidos sobre hidréxido de aluminio.

PROTOCOLOQ Y VALIDACION DE UN METODO ANAL{TICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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* Toxma o] Exotoxma Son agentes bacterianos que producen substancnas toxlcas o
de tipo protexco estas proteinas son secretadas por las bacterias, ,las cuales

producen las enfermedades o hipertermia.

* Toxoide 6 Anatoxina: Las toxmas se inactivan o se destoxnﬁcan medlante el
empleo de formaldehldo (Y alor pierden su poder toxxco sin perder su

capacidad de producxr una respuesta inmunoldgica.

no bre  general de vacunas a todo agente extrafio
dad ‘activa, especialmente 'provoca la formacién de

al ser;admim'snados en el organismo.

anticuerpos especific

<+ Validacién de: Metodos Analiticos: Es el proceso por medio del cual queda
tudl s expenmentales de laboratono que la capacidad del

establecido, po
método satlsface os requlsxtos para las aphcacxones analiticas deseadas.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ

OBJETIVOS

ORJETIVO GENERAL ‘

Demostrar expenmentalmente que el metodo analltlco propuesto es

‘la linearidad del

isi6én_ (repetibilidad y

sistema de medicio

reproduci'biliglad), exactitud y.estabilidad de la muesﬁﬁ.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR

LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
AS

DESTINADO PARA LA PRODUCCION DE VACUNAS HUMAN
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Elaborér 'e] protocolo’ 'Lde validacion para cuantificar la capacidad de
adsorcmn de proteinas’ del gel de hidréxido de aluminio, asegurando que

mdlque tOdO S equ nmJentos y parametros necesarios, a51 como SUS

respectlv S

> Efectua.r la'e: tandanzac:én del suero de ASH (albumma sérica humana)

como estandar € 1¢ erencna mtema.

produccién 'de,va¢uﬁé§‘huménés,'édrho parte del programa de validacion.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
DESTINADO PARA LA PRODUCCION DE VACUNAS HUMANAS
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HIPOTESIS

¢ La cantldad de protemas ﬁJados por adsorcion sobre el hidréxido de a.lumu'no

oscxla entre 16 a 26mg de ASH/ml

- Conforme se aumenta ]a concentraclon de hidréxido de aluminio, mayor serd

la capac:dad de adsorc:én de proteinas.

¢ Los resu]tados a.na]mcos individuales obtenidos expenmentalmente en la

vahdacxon del metodo analitico, cuando el procedamlento aphca»

repetidamente, seran gradualmente concordantes comra e1>valor e eferencla.

* Los resultados  analiticos individuales obtenidos experimentalmente}en la

validacion del método  analitico,

método analitico, bajo pequeﬁas -pero’’ dellberadas ‘modxﬁcacwnes ‘de “las

condiciones normales de operacxon seran gradualmente reproducxb]es contra

el valor de referenc1a L

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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1. PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODO ANALITICO
Determinacion de la capacidad de adsorcién de proteinas del gel de hidréoxido de

aluminio destinado para la produccion de vacunas humanas.

1.1 PROPOSITO
Comprobar que el método analitico para la Determinacion de la capacndad de
esunado para Ia

adsorcion de proteinas del gel de: hidréxido de alurrumo.,

produccién de vacunas humanas, es adecuado Ppara su proposxto y“sn ‘cumple de
n predetermmados para

S ’de aceptacx
ision d 1 metodo (repet:blhdad

manera consistente - con: los cri
linearidad y precisién del sxste a, eandad y
y reproducibilidad) exactn:ud y :

1.2 ALCANCE : L 5 o
Este documento aplica en ']a' '_vélidz-icién‘ del .
Determinacién de la capacidad de adsorcion de proteinas ‘del gell de hidréxido de -
aluminio destinado para la produccién de vacunas humanas, ‘como parte del

método - analitico  para . la

programa integral de validacion.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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1.3 RESPONSABILIDADES

+ Es responsabilidad del Supervisor de Control de Calidad verificar que se
tengan las condiciones adecuadas durante el t:empo que tome la validacién.

¢ Es responsabilidad del Supervisor. de C 'trol de Calldad asegurar la

: personal que requlexan para la

disponibilidad del equipo, matenal, rea tive

validacién.

¢ Es responsabilidad del Jefe - de Control d Calldad,venﬁcar losire ultadosr

obtenidos durante el estudio de la‘ alxdaclén
<+ Es responsabilidad de los Qulmlcos ‘Analistas’ la’ ejecucion’de:las actxv:dades

indicadas en el protoco]o.
* Es responsabilidad del’

informe de vahdacw
+ Es responsabllxd
requieran.
* Es responsablhdad‘dl

instrumentos que: &' v: stén' élg'bx;adoé,y,i'eliéqmpd :cjue se va a usar
esté calificad - ' “

e Es responsablhdad del R« sponsable Samtano venﬁcar que este protocolo se

cumpla y dar su z probaclon ﬁnal

PROTOCOLO Y VAL[DACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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1.4 ATRIBUTOS DE MEDICION

Linearidad del Sistema de Medicion

Precision del Sistema (Repetibilidad)
Linearidad del Método de Medicién

Exactitud del Método

Precision del Método (Repetibilidad)
Precision del Método (Reproducibilidad)
Estabilidad de la muestra analitica del Método

L 2N 2N N B )

1.5 REACTIVOS, INSTRUMENTOS, EQUIPOS Y MATERIAL
Reactivos SRR

Agua purificada

Gel de hidréxido de a]ufninio al 3%, S.R. estéril

Hidroxido de sodio R.A.

Suero de albumina sérica bovina (ASB) R.A.

Suero de albimina sérica humana (ASH) al 10%, S.R. estéril
Sulfato de cobre R.A.

Tartrato de potasio sodico R.A.

LK 2 I B Y I

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR.
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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Instrumentos v Equipos

L 4
L 4
>
L 4
<>

Espectrofotometro, marca MILTON ROY, modelo 20C
Balanza Analitica, marca CHYO

Refrigerador, marca NIETO

Centrifuga, marca BECKMAN, modelo TJ-6

Baiio Maria, marca GRANT, modelo W-38

Material : .

L I A A )

Bureta graduada de 5, 10ml:

Celdas de 1cm

Espatula

Gradilla metalica HE -

Matraz volumétrico de 25, 50, 100, 200 y 250ml.

Perilla e
Pipeta graduada de 10ml, Pipeta volumétrica de'1, 2 y Sml.

Piseta
Termémetro e ; ;
Tubos de ensayo de 15x150mm, Tubos péra centrifuga
Vaso de precipitado de 100ml, 250ml.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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1.6 DESCRIPCION
El gel de hidroxido de aluminio es un adyuvante que forma parte en- la

formulacion de las vacunas humanas, el cudl lleva una carga positiva en presencia
de electrolitos [AI(OH)s], sin embargo, forma ficilmente complejos con la carga
total de los aminoacidos, esta caracteristica .esta dada porque el hidréoxido -de

(aminoacidos), por lo. que: las fuexm;s_;v
responsables de ‘la_adsorcién de’ los

aluminio. El grado de adsorc:on

antigeno, de la presencxa de sal

aquella que agrupa los metodos que ‘mlden caractensncas de desempeﬂo de las

materias primas ° productos.

Para esta categoria esta indicado evaluar la repenblhdad” reproducxbnhdad y‘ -

estabilidad; sin embargo, considerando que es un metodo pr porclonado por el
proveedor, es necesario evaluar al método, por lo ‘que se aphcara ‘el estudxo"

evaluando la linearidad y precisién del sistema, asi como la ]meandad del método.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
L.A CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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Este método consiste en mezclar una cantidad en exceso conocida de suero
estandar de albamina sérica humana con una cantidad conocida de hidréoxido de
aluminio, para que éste adsorba toda la cantidad posible; por lo que el estandar de
ASH que no sea adsorbida quedara libre y se cuantifica por el método de Biuret, y
de esta manera nos permite conocer la capacidad de adsorcién de proteinas del

hidréxido de aluminio.

En el metodo espectrofotometnco de absorcion se basa en la-absorbancia de -

una muestra, la cual es d ectamente proporcional a la concentracién de la muestra

absorbente, es decxr' mdlca éuanta ]uz se absorbe a una Jlongitud de onda dada
: rbe la muestla analltlca presenta un maxxmo de

La cantidad de:luz

Si los vresu]tad' as dos a]bummas son similares, podra sustJtulrse la

ASH por la ASB.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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La cantidad de proteinas (mg) adsorbidas por el hidroxido de aluminio (ml) se

calcula con la siguiente formula:

Donde:
A St
A Mta:
FD St:

FD Mta:

C:

mg ASH/ml = (A St— A Mita) x FD St x C
+ " A'Stx FD Mt x Vol Mta

Absorbancxa de la preparaclon ‘de la solucxén estanda.r
Absorbancia de la solucién de la muestra G

Factor de dilucion de Ia preparacién del esta'hdaf 25) ..
Factor de dilucién de la preparacién de la mués}r# 25).-

Concentracién de la solucién estandar original en mg/ml

Vol Mta: Volumen de la muestra utilizado

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO

DESTINADO PARA LA PRODUCCION DE VACUNAS HUMANAS
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1.7 PROCEDIMIENTO

1.7.1 Estandarizacién del Suero de ASH como Estiandar de Referencia
Interna

El método para la determinacion de la capacidad de adsorcion de proteinas del gel

de hidroxido de aluminio, es un método espectrofotomeétrico; por lo que se utiliza

un estandar de réferehcia En ‘este caso no se cuenta con un estandar primario, ni

secundario de referenc1a de suero de albiimina humana, por lo que sera necesario

‘e_‘ eferenc;xa, de acuerdo a la FEUM 7* edicidn.

estandarizar un suer

CRITERIO DE ACEPTA CION

La albumina scnca humana'es an anzada .sera selecclonada como estandar de

: 'be cumplxr con todas las espec:ﬁcac:ones

referencia interno’
En el caso de la detenmnacxén de pureza, el C.V. debera ser £ 1% y en el caso de

la determmacnon de humedad el C.V. debera ser s 2%.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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1.7.2 Estandarizacién del Suero de ASB como Estiandar de Referencia

Interna
El metodo para Ia determinacién de la capac:dad de adsorcidon de proteinas del gel

de hldroxldo de a]ummlo es un metodo que unhza como referencia suero de

albumma humana,
evaluara tamb}c <
saber si en unm mer
por lo que rserc'l: : v
bovina a utilizar, ‘:dt:

CRITERIO DEACE»P{TAC)&N;T e

La albumina senca bovin estandanzada sera seleccmnada como esta.ndar de
referencia mtemo debe cumplu‘ con todas las especxﬁcac:ones

En el caso de la determmacxon de pu.reza, el C.V. deberd ser < 1% y en el caso de

la determinacion de humedad el C V.debera ser < 2%.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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1.7.3 Estandarizacién del Gel de Hidréxido de Aluminio para la preparacién
de muestras

El gel de hidroxido de aluminio se utilizara a diferentes concentraciones por lo

que es necesario conocer su concentracién inicial con la mayor exactitud posible,

por lo que sera necesario realizar el ensayo por quintuplicado por cuatro analistas

diferentes. El resultado promedio de los 20 datos obtenidos sera la concentracion

de referencia a utilizar, de acuerdo a la FEUM 7° ediciéon.

CRITERIO DE ACEPTA CION

La materia pnma estandanmda sera se]ecclonada como estandar de referencia

con todas las especlficacnones

interno debe cumph
En el caso de la di ermmacnon de pureza, el C V debera ser =< 1% y en el caso de

la determinacién’ de humedad el c.v. debera ser <2%.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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1.7.4 Preparacién del Estindar de Referencia

< Depositar 1ml de la solucién estindar de ASH con una concentracién al 10%
(100mg/m1l) a un matraz volumétrico de 25ml, mezclar y aforar con agua. Esta
solucién contiene una concentracién de 4mg/ml de ASH.

* Pesar exactamente 1g de estandar de ASB al 100% a un matraz volumeétrico de
10ml, mezclar y.aforar con agua, para obtener una concentracnon a] 10%
(100mg/m1l); transfenr una alicuota de 1ml de esta so]ucnon a un matraz
volumetnco de 25m1 mezclar y aforar con agua. Esta solucion contlene una

concentracién de 4mg/ml de ASB.

1.7.8 Preparaclén de 1a Muestra
<+ Depositar 2ml‘de' gel de hidréxido de aluminio en un matraz: I
25ml, adicionar’ 1ml de la solucién estindar de ASH con una'concentraclén al

10% (100mg/ml), mezclar y aforar con agua. Esta solucno
concentracion de 4mg/ml de ASH. : :
+ Pesar exactamente 1g de estandar de ASB al 100% a un matraz -vol memco de’
10ml, mezclar y aforar con agua. Depos:tar 2m] de ge de hxdroxxdo de- :

aluminio en un matraz volumétrico de 25ml, transferir una alxcuota d ml de,‘
esta solucién, mezclar y aforar con agua. Esta solucmn contlene una‘

concentracion de 4mg/ml de ASB.

PROTOCOLQ Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
DESTINADO PARA LA PRODUCCION DE VACUNAS HUMANAS
-25-




TFETS CON
FAlL. A DT OBIGTAT

PROTOCOLO DE VALIDACION |
Determinacién de la capacidad de|gecha de Vali ién: | Pagina: 12 de 20
adsorcién de proteinas del Gel de echa de dacién: agna: €
hidréoxido de aluminio destinado para
la produccién de vacunas humanas

1.7.6 Procedimiento
Posteriormente dejar reposar por 24 horas en refrigeracion con agitacion

esporadica. Centrifugar a 3000rpm durante 25 minutos, del sobrenadante
tomar . 5ml -y depositarlo “en ‘un::tubo:: de. ensayo, adicionar 10ml del
Reactivo de Biuret, y caJentar en baﬁo mana a 50°C durante 15 minutos. Enfriar a

temperatura ambiente. .
Obtener la absorbancia de la preparacién‘de'i'eferencia y de la preparacién

de la muestra a la longitud de onda‘de 540nm, empleando celdas de lcm_ y

preparar un blanco de reactivos, para a_lusta.r el aparato a cero.

1.7.7 Linearidad del Sistema ,, g
La linearidad de un sistema es la hablhdad para asegumr que los resultados

obtenidos directamente o - por medio de una tra.nsformacnon matemitica bien

definida, son proporcionales a la concentramén de é sustancia dentro de un

intervalo determinado. -
Se determma construyendo una curva de cahbraclon (concentracién vs

respuesta medxda), utilizando cuando menos 5 diluciones preparadas a partir de

una misma solucién patrén'y haciendo el andlisis cuando menos por duplicado

para cada dilucién o concentracién.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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El intervalo entre las concentraciones a analizar dependera del propdsito del

método; debera estar incluida la concentracién seleccionada como 100%

(4mg/ml).

CRITERIO DE ACEPTACION

Coeficiente de cdrréléciéﬁ r=0.99 -

Coeficiente de determmaclon r22 0. 98

Coeficiente de vanac:én‘ C V. = 1 5%

1.7.8 Lmeandad del Método
Se determina a partl.r de placebos adacxonados de cuando menos 3 concentraciones

diferentes de ‘la sustancta de mteres (pl cebo analmco), cada uno de manera

independiente, hac:endo ]os ana]xsls por tnphcado por un mismo analista en las

mismas condiciones de operac:on“‘,fEl margen quedara de acuerdo a las

especificaciones del producto pero se recomienda hacerlo del 40 al 120%

sobre todo para productos nuevos ya que posteriornente este método sera usado

en la evaluacién del proceso de fabricacion.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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Las concentraciones de los placebos adicionados deben ser las adecuadas para
que, utilizando el método propuesto, las concentraciones de las soluciones finales
a analizar estén dentro. del intervalo de- la linearidad del sistema, incluyendo

siempre la correspondlente al ]00%

CRITERIO DE ACEPTACION.

Cantidad adfcionada'vs cantidad recupéfaHQ -
Pendiente m' = 1, Ordenada al ongen b=0
Coeficiente de correlacnon rz 0.99

Coeficiente de deterrinacién 2> 0.98
Coeficiente de variacién los C.V. a cada nivel y los globales de todo el intervalo
de la linearidad deben estar de acuerdo con lo especificado en la Tabla 1 (pag.30).

1.7.9 Precision del Sistema (evaluada como repetibilidad)
Es el grado de concordancia entre resultados individuales cuando el

procedimiento se aplica repetidamente a muestras de una solucién homogénea.
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Usualmente se expresa en términos de D.E. o C.V. Se determina el analisis por
sextuplicado de una misma solucién de referencia (una muestra analitica),

correspondiente al 100% establecido en la linearidad del sistema.

CRITERIO DE ACEPTACION

Coeficiente dervan'acién CV.=3%

1.7.10 Exactitud del Método
Es la concordancia entre los valores obtenidos expenmentalmeme y el.valor de

referencia. Se expresa como el porciento de recobro obtemdo del anahsls de
muestra a las que se les ha adicionado cantidades conocidas de'la’ sustancxar" :
Emplear en esta prueba los resultados obtenidos en la lmea.ndad del metodov,;

de la concentracion al 100% (4mg/ml) siempre y cuando los ‘porcentaJeS'

recuperados se calculen en base a la cantidad adicionada.
Se determina de cuando menos 6 placebos adicionhdds : anera g

independiente, con la cantidad necesaria de la sustancia de mteres btener lav

concentracién del 100% (4mg/ml), utilizando el método propuestO'-Ham ‘ndo el

analisis en las mismas condiciones de operacién y por el mlsmo ana]xsta paat
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CRITERIO DE ACEPTACION

TABLA 1. El porciento de recobro y el C.V. deberan estar de acuerdo con los siguientes

métodos propuestos.

Cromatograficos 98 — 102% =2%

Titrimétricos 98 — 102% =2%
Quimicos y Espectrofotométricos 97 —- 103% =3%

1.7.11 Precisién del Método (Repetibilidad y Reproducibilidad)
Es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales, cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos de una muestra
homogénea del producto.

La precisiér:lrdél método se evalia determinando la Precisién Intermedia 6
Reproducibilidad y/o Repetibilidad del método analitico bajo las. condiciones

normales de operacién.
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1.7.11.1 Reproducibilidad 6 Precisiéon Intermedia
Se determina de una muestra homogénea del producto cercana al 100% (4mg/ml)

de la concentracion teodrica, analizada cuando menos por dos analistas, en dos dias

diferentes y por triplicado.

1.7.11.2 Repetibilidad
Se determina analizando un minimo de 9 muestras, que abarquen el mtervalo del
del metodo),

método, es decir 3 concentraciones/3 analisis de cada i una (lmean
6 también se determina analizando un minimo de 6 muestras al 100% (4mg/ml)

de la concentracién de prueba.

CRITERIO DE ACEPTACION

TABLA 2. El C.V. debe cumplir con los siguientes criterios.
=2% =2%

Cromatograficos

Quimicos y Espectrofotométricos <3 % =2%

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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1.7.12 Estabilidad de la muestra analitica del Método

Es el grado de reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos por el

analisis de 1a misma muestra, bajo pequefias pero deliberadas modificaciones de

las condiciones normales de operacion; tales como diferentes temperaturas,

analistas, dias, lotes de reactivos, condiciones ambientales, tipos de empaque, etc.
Se ‘determina mediante la comparacién de los resultados: de los analisis

iniciales de 3 muestras con los obtenidos en diferentes condiciones. =

CRITERIO DE ACEPTACION

La muestra se establece si el 1.C. para la diferencia de la fhediév de los resultados
de la muestra con'respecto a la media del analisis’ inicial incluye ‘el valor de cero
y/o la magniturdidgl éfe@;tb” no exceda los siguientes porcént‘ajies con'n}:specto al
100% (4mg/ml). .

TABLA 3. El C.V. debera estar de acuerdo con los siguientes métodos.

Cromatograficos *2%
Titrimétricos +2%
Quimicos y Espectrofotomeétricos +3%

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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1.8 DOCUMENTACION APLICABLE

>

Meétodo de Determinacion de la capacidad de adsorcion de proteinas del gel de

hidréxido de alum:mo destmado para la produccién de vacunas humanas
<+ Copia de los ceruﬁcados de calibracion del Espectrofotémetro
<+ Copia de los mformes de cahbraczon de 1a Balanza Analitica

<+ Copiade ]os x

i ‘formes de calibracién de la Bureta Graduada

1.9 CRITERIOS DE ACEPTACION

as siguientes determinaciones.

TABLA 4. El método debe cumplir con 1

Coeficiente de correlacion r = 0.99
Coeficiente de determinacion r2 = 0.98

LINEARIDAD DEL METODO

LINEARIDAD DEL SISTEMA
Coeficiente de variacionCV < 1.5
Pendiente (m) = 1
Ordenada (b) =
Coeficiente de determinacion r2 > 0.98

Coeficiente de variacion CV =< 3.0, de
acuerdo a la naturaleza de la muestra, el CV
puede incrementarse (1% mas)

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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TABLA 4. Continuacidn.

PRECISION DEL SISTEMA Coeficiente de variacién CV < 1.5
PRECISION DEL METODO
*  Repetibilidad « Coeficiente de comrelacion r = 0.99

. Coeficiente de determinacion r22 0.98
Coeficiente de variacion CV < 3.0
<+ Reproducibilidad 7 <+ Coeficiente de variacion CV < 3.0

EXACTITUD DEL METODO **- - | Coeficiente de variacion CV < 3.0

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA|
ANALITICA DEL METODO Porciento de recobro 97 —103%

Fin del Protocolo de Método Analitico
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2. PARTE TEORICO

2.1 GENERALIDADES DE ADYUVANTES

Uno de los primeros adyuvantes, desarrollado por Frelind hace mas. de 50 aﬁds el
cual estid compuesto por una emulsién de aceite en agua con rmcobactenas muertas

(adyuvante de Freund), que no se ha llegado a uuhzar.‘en I ‘mcnca chmca.‘Sm

adyuvante destmado a vacunas humanas es. la blose ] Y. en la actuahdad los
unicos adyuvantes penmndos para uso humano son los compuestos de aluminio,™
pero existen otros adyuvantes, algunos -de los cuales esta.n en fase de evaluacién

como los componentes bacterianos naturales y sintéticos.'®

PROTOCOLO ¥ VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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El indice de sed.xmentacxon del hidroxido de aluminio diluido a una concentracion
de 6mg/m1 es :grandemente superior al resto de los adyuvantes comerciales
compuestos:de: a.lumxnlo. La estabilidad del gel y la resuspendabilidad de las
vacunas que contienen e] hxdréxldo de aluminio siguen siendo satisfactorias incluso
durante penod4 S muy argos del excedente (3-4 afios) a temperatura ambiente. La
el:sin’ mbargo ;"es afectada seriamente si se somete a congelacion,

estabilidad del
ya que puede destruir totalmente su naturaleza.’

Las—,VacupéS tan . de antigenos fijados por adsorcién sobre

compuestos de-z pal. ventaja es.la de cuantificar con mayor

y sus unidades componentes(arnmoacxdos) ya: qué lleva una carga positiva en
sin emba.rgo 4forma facilmente complejos
Elsgrado ‘de adsorcion depende de la

presencia de electrolltos‘ [AI(OH);,]
con la carga total de los ammoacu:los
naturaleza y la concentracion del anngeno, ‘de 1a presencia de sales e iones y del pH

de la mezcla resultante.’®
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ORI GE N GENERALIDADES DE ADYUVANTES

2.1.1 Adyuvantes por Inmunizacién

Los adyuvantes de aluminio acttan mediante tres mecanismos:

1. Mantienen al antigeno atrapado en el sitio de'la’ administré
permitiendo un estimulo inmune prolongadp »
1I. Retarda la liberac n mas:va de] anngeno por periodos mas: largos que podna
una respu sta mﬂamatona loeal que

atrae a macro

111, Aumentan ]a Tespuesta: mmunologlca a] uansportar y hbemr lentamente los

antigenos especlf icos.
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2.2 CARACTERISTICAS DE LA MATERIA PRIMA

2.2.1 Nombre Quimico de la Materia Prima

Aluminio, hidroxido de, gel

2.2.2 Férmula Quimica Desarrollada

AI(OH);

2.2.3 Férmula Quimica Condensada

AlH;O03 L PIM. 78.00

2.2.4 Conservacién

En envases bien cerrados.
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GENERALIDADES DE PROTEINAS

2.3 GENERALIDADES DE PROTEINAS

Las protemas v sus unidades componentes (arnmoamdos) se. ﬁ_]a.n fécxlmente por
adsorcnon sobre el ludroxldo de aluminio para formar comp]ejos Estos complejos,
son estas- mlsmas adsorcxones, o sea, la. umon protema—adyuva.nte Yy su

especlﬁcldad es determmada por el npo de ammoacuio ya que ]os ammoacndos se

dividen por su carga total.?

Como los Toxoides (DPT y: Td) son adsorbxdos con el hxdroxldo de
aluminio, de acuerdo con-la FEUM 7 EdICIOI’l mdlca que el gel de hidroxido de
aluminio esta contenido a una concentracién del 0.3% en el producto terminado,
por lo que se establece un intervalo de concentxac:ones en el que el hidréxido de
aluminio sera adecuado para su capacidad de adsorclon como matena prima y
como ingrediente en producto  terminado, por 10 que»este método utiliza una

cantidad conocida de suero esta.ndar de ASH por lo’que se utilizara como

simulador del Toxo:de

La albumma senc ¥ humana (ASH) se expende en frascos Yy contiene “50ml,
equivalente al 20% p/v de suero‘ de ASH, contiene no mas de 14mg de sodio como

impureza por gramo ‘de albumma sérica.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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La albﬁminarysén'ca bovina se expende en frascos, contiene 5g de polvo liofilizado
equivalente al 97% de ASB pura. Disolver el liofilizado con 5ml de agua purificada
para obtener una concentracion final de 970mg/ml de suero de ASB, agitar hasta
disolver. La solucién debe ser transparente y libre de particulas visibles. '

2.3.1 Algunas Aplicaciones: Adsorciéon Adyuvante.hl’roteina9

ACIDO GLUTAMICO:
Este aminoacido es fuertemente

acido, por lo que esta cargado

negativamente.

Como el hidroxido de aluminio no adsorbe proteinas especlﬁcas este adyuvante

forma facilmente complejos con las cargas totales de esta protema

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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PARTE TEORICO

GENERALIDADES DE PROTEINAS

ARGININA:

Este aminoacido es
fuertemente basico, por
lo que esta cargado

positivamente.

COLINA:
Este aminoacido es fuertemente

basico, por lo que esta cargado

positivamente.

Estos aminoacidos se fijan facilmente por adsorcién sobre el hidroxido de

aluminio, con sus cargas totales.
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La va]idalci(rin"' .
estudios de lla

Precision del Sistema
Linearidad del Método

>
>
>
< Exactitud del Me odo
-
-
-

Repetibilidad

Precisién del Metod Répéﬁbi]idéd
Precision del Metod Reproducxblhdad (Precision Intermedia)
Estabilidad de la Muestra Anahtlca del Metodo
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO

2.5.2 Diagrama de Flujo ) .
Diagrama de pasos para la Validacién de un método analitico.

Determinar
. 1a precision
del sistema

Determinar
ia linearidad
del sistema

METODO -
ANALITICO =
VALIDADO

Revisar el
método
analitico
propuesto y
realizar las
modificaciones
necesarias
para evitar
interferencias

Determinar
la exactitud
y precisid

l intermedia
del método
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PARTE TEORICO

GENERALIDADES DE PROTEINAS

ARGININA:
Este aminbécido es
fuertemente basico, por

lo que esta cargado

positivamente.

COLINA:
Este aminoacido es fuertemente
basico, por lo que esta cargado

positivamente.

Estos aminoacidos se fijan facilmente por adsorcién sobre el hidréxido - de

aluminio, con sus cargas totales.
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2.5 VALIDAﬁ(ON DEL METODO ANALITICO

La valldaclon de unrmetodo anahnco es el proceso por el cual se estab]ece por
estudios de laboratono que el desarrollo de las caractenstlcas del metodo retinen
los requenmxentos de as aphcacnones analmcas que son lmeandad exactxtud,
reproducxbxhdad) Yy especxﬁcxdad

preclsxon (repetlbxhda

2.5.1 Parimetros a Ei'alina}"‘1 ;

Linearidad del Sistema I
Precisién del Sistema: ’Réﬁe‘ﬁbil‘idizid s
Linearidad del Método e
Exactitud del Método
Precision del Método: : Repeubxhdad

Precision del Método:, Reproducibxhdad (Precision Intermedia)
Estabilidad de Ia Muest:ra Analmca del Metodo

L2 B A A A
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2.5.2 Diagrama de Flujo
Diagrama de pascjs para la Validaciéon de un método, analitico.

" Determinar
Ia precisién
del sistema

Determinar.
1a linearidad
del sistema

‘METODO"
ANALITICO -
VALIDADO

Revisar el
método
analitico
propuesto y
realizar las
modificaciones

necesarias
para evitar Determinar
interferencias 1a linearidad

del método

Determinar Ia
estabilidad de .
la muestra anal.’

Determinar
la exactitud
Y precisié

l intermedia
del método

aceptacion ;-
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1 VALORACION

3.1.1 Reactivos, Material, Instrumentos y Equipos
Reactivos

+ Acetato de amonio R.A.

+ Acido acético al 97%, S.R.

Acido bérico R.A. .

Acido clorhidrico al 98%, S.R.:-

Acido sulﬁxnco al 97%, S. R A

Acido mcloroacenco R A. E

Agua punﬁcada i ’
Albiimina sérica humana (ASH) Y. albumma senca bovma (ASB) estenl
Ditizona R.A. : : :

Etanol absoluto al 96%, S
Etilendiamino tetra-acetato de. sodio (EDTA) R A

Gel de hidroxido de alumlmo al 3%, S R, estéril
Hidréxido de sodio R.A. : )

Indicador de tashiro (azul de meti]éno—rojo de metilo) R.A.
Sulfato de cobre R.A.

Sulfato de potasio R.A.

LA B I A A A I I I I )
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Material

LA N JNE N K A K Y TAY YA SRR

Instrumentos y Equlpos"

¢

¢ ¢

Bureta graduada de 5,10, 50ml.
Embudo dé'fallo éono

Espatula’ =« - 5

Magnetos-

Matraz Kjeldahl de 1 OOml
Matraz volumemco de 25 y 50m1
Matraz Erlemneyer de 250ml
Papel Whatma.n No‘

Parrilla eléctrica con agltacmn :
Perilla . L
Perlas de wdnoi o :

Pipeta volumétrica de 2, 8 y ]0rnl
Pipeta g‘aduada de ]Om]

Piseta g
Soporte univer;al

Balanza Analmca, marca CHYO i

Refri gerador
chrodestllador
Parrilla elec

‘cari.ABCVONCO, modelo 65000

con 5 quemadores

PRCWCCOLO\’VALDDACRNQDEIHWLHNiXJDANALnTCOPARACU

ANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
HUMANAS

DESTINADO PARA LA PRODUCCION DE VACUNAS
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3.1.2 Estandarizacién del Suero de ASH como Estindar de Referencia

Interna

El método para la determinacion de la capacidad de adsorcion de proteinas del gel
de hidroxido de aluminio, es u.n método espectrofotomemCO' por lo que se utiliza
un estandar de referencia. En este caso no se cuenta con un estandar primario, ni
secundano ‘de referenc:a de’ suero ‘de albimina humana, porlo que sera necesario

estandanzar un suero de referencm, 'de acuerdo a la FEUM 7° edicion.

CRITERIO DE ACEPTACION

La albumina sérica humana“estandarizada serd seleccionada como estindar de
referencia interno debe cu;ﬂplir con todas las especificaciones.
En el caso de la detgnninacfén de pureza, el C.V. debera ser < 1% y en el caso de

la determinacién de humedad el C.V. debera ser < 2%.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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VALORACION

3.1.2.1 - DETERMINACION DE PROTEINAS

3.1.2.1.1 Detgrminacién de Nitrégeno Total

Preparar una soluc:on stock de la muestra por analizar, a una dllucxon de 2: 25

Depositar:'en un‘man—az Kjeldahl de 100ml, 2ml de la soluc:on tock Agregar“

1g de una ‘mezcla’ a 9) de sulfato de cobre y sulfato de potasio. Ad1c1onar 2ml de
acido sulfunco oncentrado. Deposxtar en el matraz algunas perlas de vidrio para

temperatura. am
arrastre de: vape stilacion, adicionando 15ml de hidréxido de
sodio al 40%

de solucién de a

0 en un matraz Erlenmeyer que contenga Sml
m/v, adicionada de un indicador que vire en el
-7 Colectar aproximadamente 75ml del destilado..

intervalo de pH ntr
da 0.05N de acido clorhidrico usando unas gotas de

Titular con sd]ﬁciiﬁn val
indicador de Tash

Pam]elamente correr un, bla.nco de reactivos, cuyo consumo de cido c]orhxdnco

debe restarse al consumo del problema

asta . vire del indicador a un ligero . color 'rosa. .

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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3.1.2.1.2 Determinacién de N 'tryé'gezno‘No' Proteico

Depositar* 'en' un’ mat ‘ volum mco' de 25m] Sm] de muestra v afora.r con -

evitar proyecciones. Someter la’ muestra - calentam:ent igrdexitéﬁdo la
tempemtura gradualmente hasta alcanz«:.r la abulhcmn £y mantener esta ultima

constante. Digerir por lo menos du.mnte una hora, hasta que' a oluclon presente

un color verde claro y ausencia: total de sustanc:as carbommdas De_;ar enfriar a
temperatura ambiente. Depositar la muestra cuantltativamente a un dest:lador por
arrastre de vapor y proceder a la desnlac:on adlclona.ndo -15ml-de lndroxldo de
sodio al 40% m/v. Recibir el destilado en un mat:raz Erlenmeyer que contenga 5ml
de solucién de acido borico al 4% m/v, adicionada de’ un 1cador que vire en el
intervalo de pH entre 3 y 7. Colectar aproxu'nadamente 75m del destllado.

Titular con solucién valorada 0.05N de acido clorhldnco ‘usando unas. gotas de
indicador de Tashiro, hasta wvire del decador ca. un X hgcro “‘color . rosa.

Paralelamente, correr un blanco de reactivos, cuyo consumo de acido clorhldnco

debe restarse al consumo del problema.
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VALORACION

MLCULO§ §

Nltrogeno Total
Un mlhhtro

nitrégeno y a

soluclon O OSN de acido clorhidrico, equivale a O. 7005mg de

37 mg de protema N x 6.25).

Nitrégeno No Pr teico S e
ml de HCl consumldos X N del HCI x 0. 014 X 25 x 100

g de Nxtrogen no
g ml de muestra x 5

protelco/ 1 OOm

Para obtener el cont mdo de protemas de una muesna que connene mtrogeno no

proteico, aplicar ]a férmula s1gu1ente'

g de protex'nas/]OOrhl = [(g N: total/100mI) = (g N, no proteico/100mD] x 6.25

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
DESTINADO PARA LA PRODUCCION DE VACUNAS HUMANAS
Z51-




TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

PARTE EXPERIMENTAL
VALORACION

MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ

3.1.3 Estandarizacién del Suero de ASB como' Estindar de Referencia
Interna :

El método para la determinacién de la capac:dad de adsorc:on de proteinas del gel

de hidroxido de aluminio, es .un: metodo ue Ol Ao referencna suero de

albimina humana, sin embargo en 1

CRITERIO DEACEPTACION e _'::‘ s g

La albumina senca bovma estandanzada sem se]ecc:onada como'’ estandar de
referencia mtemo debe cumphr con todas las espec1ﬁcaclones.

En el caso de la determmac:on de pureza, el C V ‘debera ser =1%'y en el caso de

la determmac:on de humedad el C: V debera ser < 2%.
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3.1.3.1 DETERMINACION DE PROTEINAS

3.1.3.1.1 Dete
Realizar la té

3.1.3.1.2 Detern
Realizar la técn
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VALORACION

3.1.4 Estandarizacién del Gel de Hidréxido de Aluminio para la preparacién

de muestras

El gel de hidroxido de aluminio se utilizara a diferentes concentraciones por lo
que es necesario conocer su concentracion inicial con la mayor exactitud posible,
por lo que sera necesario realizar el ensayo por quintuplicado >por cuatro analistas
diferentes. El resultado promed:o de los 20 datos obtenidos sera la concentracién

de referencxa a utlllzar de acuerdo a la FEUM 7° edicion.

CRITERIO DE ACEPTA CION

La materia prima estanda.nzada sera seleccnonada como esta.ndar de referencla
interno debe cumphr con todas las especxﬁcacnones. :
En el caso de la determmac:on de pureza, el C.V. debera ser < 1% y en el caso de

la determmacnon de hu.medad el C.V. debera ser < 2%.
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3.1.4.1 l})e't'ermi.néﬁcién de Hidréxido de Aluminio

Agitar blenv ’uestra y transferlr 20ml a un matraz Erlenmeyer de 250ml,"
adicionar’ 25ml de EDTA dISOdlCO 0.1M y 10ml de una mezcla de volumenes
iguales de soluclén 15 5% m/v de acetato de a.momo Y. acxdo acenco F2ML

Calentar a ebulhclon durante 2 mmutos i nfnar y agregar 50ml de étanol absoluto
: rn/v de dmzona

y 3ml de -una; solucién” reclememente preparada aJ 2 0. 025%,
D 'A dlSO : 1co con solucxén 0 lM de

en etanol absoluto. T1tu1ar el’ exceso de:
sulfato de zinc hasta que haya un carnbxo de azul verdoso a vwleta ro_uzo

CALCULOS

Cada mililitro de‘]a' solucién: 0.1M.de EDTA disodico ‘equivale a 0.0078g de

hidréxido de aluminio.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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3.2 ESPECIFICACIONES DE LA MATERIA PRIMA

TABLA 5. Especificaciones de la materia prima.

mantenerse en reposo pueden

DESCRIPCION separarse en pequeiias
cantidades de liquido
\ A) Positiva
ENSAYOS DE IDENTIDAD B) Positiva
pH Ente 5.5y 8.0
CLORUROS Maximo 4.7%
SULFATOS Maximo 0.8%
"ARSENICO Maximo 10ppm
..METALES PESADOS Maximo 8.3ppm
CAPACIDAD Minimo 65%

NEUTRALIZADORA DE ACIDO

Ausencia de E. coli. La cuenta
total de microorganismos

L”.WT ES MICROBIANOS aerobios no es mayor de
100UFC/mI
VALORACION De 2.91 a 3.21% p/p
CAPACIDAD DE ADSORCION
DE PROTEINAS De 16 a 26mg de ASH/mI

La técnica se sigue de acuerdo a la FEUM 7 edicion.
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3.2.1 METODO ANALITICO **

3.2.1.1  Reactivos, Matenal Instrumentos y Equipos

Reactivos

LA AN 2L JNE K IR JNE Y S SN SN T T N A R

Acetato de amonio R.A. : ;

Acido clorhidrico al 98%, S.R.

Acido nitrico al 98%, S.R.

Acido sulfiirico al 97%, S.R.

Agua purificada L

Cromato de potasio R. A.

Etanol absoluto al 96%, S R

Etilendiamino tetra-acetato de sOle (EDTA)R.A..
Gel de hidréoxido de alumxmo a.l 3%, S R. estenl
Hidroxido de amonio R A e R
Hidroxido de calcio,R‘A.l

Hidroxido de sodio R.A.

Nitrato de plata RA -

Sulfato de zinc R.A.

Sulfuro de hidrégeno R.A.

Sulfuro de sodio R.A.

Triéoxido de arsénico R.A.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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Material

L2 2N K R K BN Y I 2K N Y S TN T SN Y S S SP SO

Aparato para la determinacién de arsénico
Asa estéril L
Bureta graduada de 10ml, 50ml.
Cajas de petri :
Capsula de porcelana

Desecador

Embudo de tallo corto

Espétu]a ‘

Gradilla metalica :

Matraz Erlenmeyer ‘de 50 y 250ml
Matraz volumétrico de 25 50 y 1000ml.
Mechero

Mortero con plStllO

Papel filtro, pape] tomasol
Parrilla electnca ’

Perilla

Pipeta graduada de 1 5 y IOml
Pipeta volumetnca de 1; 2'y Sml.
Piseta .

Tubo Nessler -

Tubos de ensayo de 15x150mm
Tubos de 1cm

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR

LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
DESTINADO PARA LA PRODUCCION DE VAC HUMAN.
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Medios de Culhvo
+ Medio caldo lactosado BIOXON

* Medio caldo selenito-cisteina, BIOXON'

< Medio caldo tetrationato, BIOXON
+ Medio Agar Levine Azul de Meuleno y/o Aga.r McConkey, BIOXON

Instrumento y Equipo
< Espectrofotémetro, marca MILTON ROY, modelo 20C
< Balanza Analitica, marca CHYO
< Refrigerador, marca NIETO

<+ Centrifuga, marca BECKMAN, modelo TJ-6
< Bafio Maria, marca GRANT, modelo W-38
< Estufa, marca ISHER SCIENTIFIC, modelo 630G

3.2.1.2

Suspension blanca, viscosa. Al mantenerse en reposo pueden separarse en

DESCRIPCION

pequeiias cantidades de liquido.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CU.

ANTIFICAR
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3213 ENSAYOS DEiDE_N:TIDAD ?

51¢ ume glda en SR de h|drox1do de
calcio). Agregar Sml: de : ‘?:O"‘ .“3N- al "'matraz, ¢ lnsertar

inmediatamente el tapon H 1y form
un precipitado en el tubo de prueba.‘ T

B. La solucién remanente del Ensayo de Identidad ‘A, da reaccién positiva-a las- -
pruebas de identidad para aluminio. oo o
MGA 0511. Identidad . para Alummlo

aluminio  tratadas con solucron de

reactivo utilizado.

3.2.1.4 pH

MGA 0701. Entre 5.5 y 8.0. Medir el pH potenciométricamente.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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3.2.1.5° ;cLo’R‘Ulio"s e

No mas del 4 7% ‘cal u]ado con’ referencla al contemdo de hxdroxxdo de alumlmo

en la monograﬁa respectiva y se le adiciona agua a un volumen de 30 _' |
Agregar 1ml de acido nitrico y 1ml de SR de nitrato de plata; ta.nto a] tubo de Ia
muestra como al de referencia.y enseguida agua hasta 50ml. Mezclar y dejar
reposar dumntét 5 ‘'minutos, protegidos de la luz. Observar y comparar que. la
turbidez produci‘da por la Susiancia por ensayar no sea mayor que la de la solucién

de referencia especificada en la monografia.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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3.2.1. 6 SULFATOS

No mas del 0. 8% calcu]ado con referenc:a al contenido de hidréxido de aluminio

mdlcado n: el marbete‘ Pasar una Caﬂtldad de la muestra equivalente a 0.05g de
alummlo a'un matraz volumétnco de 250ml y agregar 5ml de acido
ta dlsolucmn .Enfriar y Ilevar con agua al volumen,

uo‘tjz‘llde,ZOxxvl] del filtrado, no contiene mas sulfatos

hidroxido
clorhidﬁgp
filtrar si
que los <‘:‘on‘-‘

MGA 0861
especifica’del
muestra se enc

hacer un volum n

papel tomasol son cido clorhidnco. Adxc:onar lml de acndo

3ml de SR de cloruro de bano y. suﬁmente agua para hacer un olumen de: SOml

Mezclar la so]uc: n,
el precipitado: ol emdé : con el- produc:do por: una solucno de eferencna ‘que

contenga el vo]um n‘ de soluclon OO"N ‘de ac:do sulfunco indicado -en la
cada del producto tratado de la misma forma que la muestra.

monografia especnv
El precipitado obtemdo'con Ia solucton de la- muestra, no debe ser mayor que el

producido en la solucién de referencia.

lorhldnco 3N - -

ejar reposar durante 10 mmutos ¥ comparar en, forma wsual -

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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3.2.1.7 ARSENICO

Para compuestos inorganicos. No mas de:10ppm .calculada con referencia al

contenido de hidréoxido de aluminio indicadqéﬁ el marbete.

MGA 0111. Preparacion de la soluci()'n”de referencia de arsénico. Tra.nsferir
132mg de tridoxido de arsénico, prevxamente pulvenzado y secado ‘a 105°C
durante una hora, a un matraz Vo umetnco de 1000ml, dlsolver en Sml .de
solucion 1:5 (m/v) de hld!‘OXIdO d ‘odxo neutrall?ar con acxdorsulﬁmco 2N

periodo no mayor a‘3 dlas.

Preparacién de Ia‘muestra. Si: la cantldad de muestra no ‘se especnﬁca en la

monografia correspondxente calcular la cantidad de muestra necesaria utilizando
la sxgunente formula: G = 3.0/L, en donde, G es la cantidad de muestra necesaria

en gramos; L es el limite de arsénico en partes por milléon (ppm).
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3.2.1.8 METALES PESADOS |

m]adas con referencla al contemdo de h1drox1do

Método L No m
ic a ca.ntzdad de'la muestra

de alumlmo

; stolve

equlvalente a ’0 24 e alummlo en IOml de acxdo clorhldnco 3N

con ayuda de calen nto ﬁltrar si es necesano y dnluxr con agua a 25ml.

MGA 0561 Preparacnén de Referencm. En un tubo Nessler de 50ml, tomar una
alicuota de 2ml de solucxén estandar de plomo (20ug), vy diluir con agua a 25ml.
ajustar con acido agetlgp IN o hidréxido . de amqmo 6N a un pH entre 3.0 y 4.0,

empleando papel indicador externo, diluir con agua a 40ml y mezclar.

Preparacién de.la muestra. En un tubo Nessler de 50ml, colocar 25ml de la
sojucion preparada para.la prueba segun se indica en la monografia individual o
bien empleando el volumen de acxdo des:gnado cuando éste se especifica en la
monografia individuhl,"disolvef‘ dllmr con ‘agua a 25ml la cantidad en gramos,
v calcu]ada por la férmula' 2.0/(1000L); en donde, L es el .

de Ia sustancia aubi- obar
limite de metales pesados en porcentaje. Ajustar con acido acético IN 6
hidroxido de amonio 6N-aun pH 3.0 y 4.0 empleando papel indicador de rango ‘

estrecho como indicador externo, diluir a 40ml con agua y mezclar.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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Procedimiento
referencia, bvre‘p'
de SR de sul .mi . ]
comparacion obs. 'o S bre uh' fé}ldo 'Bllaflco El
color de la muestra la solucién de referencla de

plomo y la intensidad del’ de referencna

3.2.1.9 CAPACVIDAD_NEUTRALIZADORA DE ACIDO

No menos del 65% de los miliequivalentes teéricos. Efectuar el calculo a partir de
los resultados obtg‘erjbidos“ en.la Valoracién. Cada miligramo de hidroxido de

aluminio tiene la capacidad neutralizadora teérica de 0.0385mEq de acido.
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3.2.1.10 LIMITES MICROBIANOS

Ausencia de E. coli. La cuenta total de microoxj‘gan‘ism‘ds“ae"x"c‘!biows‘ héies_ ma&bf de
100UFC/ml. Coee L

MGA 0571. Identificacién de Eschenchm coh. ln cular 10ml 6 ]0g de muestra
en 90ml de’ medio caldo lactosado e mcubar.‘ Resembrar lml' de cultlvo a los

siguientes medlos de ennqueclmzentO' 10ml de- medxo caldo selemto—cxstema,
10ml de medlo caldo tetrationato. Mezclar e mcubar del 8 a 24 horas.

Aislamiento de léﬁcherichia coli. A partir del medio caldo lactosado, aislar
resembrado por estria cruzada el medio Agar Levine Azul de Metleno 6
Agar McConkey. Observar el crecimiento, si la morfologia colonial no
corresponde con la descrita en la Tabla 1, la muestra cumple el requisito de

ausencia de Escherichia coli.

TABLA 6. Crecimiento y Morfologia en los medios de cultivo.

MEDIO DE CULTIVO | ‘MORFOLOGIA COLOMIAL * | MORFOLOGIA MIGROSCOPICA

Colonias grandes rosas rojas
Agar McConkey rodeadas de una zona de Bacilos Gram Negativos
precipitacién

. A Colonias pequeiias azul-negro
Ags’; L:/l‘:gleeno ! con brillo metalico de color Bacilos Gram Negativos
verde
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3.2.1.11 ;V_ALORACION

MGA 0999 Tltulaclén complejométrica. Agitar bien la muestra y tra.nsfenr
20ml a un matraz Erlenmeyer de 250ml, adicionar 25ml’ de EDTA disédlco O lM

y 10ml de una mezcla de volimenes iguales de solucién 15 5%
de amonio y &acido acético 2M. Ca]entaraebulhclon durante2
y agregar 50ml. de etanol absoluto y 3ml de :

preparada al 0. 025% m/v de d:txzona en’ etanol absoluto ”_Tltular el exceso de
EDTA disodico con solucnon 0. lM de sulfato de zinc hasta que haya un camblo~

de azul verdoso a woleta rojizo. Cada mililitro ‘de la solucién O ™M de EDTA
disédico equivale a 0.0078g de hidréxido de aluminio.

3.2.1.12 CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS

De 16 a 26mg de ASH/ml. Preparar una solucidén de trabajo de suero estandar de
ASH a una concentracién aproximada de 10% (100mg/ml).

Posteriormente depositar por duplicado 2ml de muestra a un matraz volumétrico
de 25ml, adicionar 1ml de la solucion de trabajo de ASH, mezclar y aforar con

agua. Dejar reposar bor 24 horas en refrigeracion con agitacion esporadica.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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ESPECIFICACIONES DE LA MATERIA PRIMA

e e s
MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ

Centrifugar a 3000rpm durante 25 minutos; del sobrenadante 4tomar 5m1 -y

depositarlo en un tubo de ensayo, adicionar IOml del Reacnvo d Bluret Yy

calentar en bafio maria a 50°C durante 15 mmutos Enﬁiar
ambiente y leer a 540nm. Preparar un blanco de react:vos y ‘correr; al‘mxsmo‘

tiempo una preparacidn de la solucion estandar de ASH a una dlluc on de 1 25 B

La cantidad de proteinas (mg) adsorbidas por ‘el hldl‘OXIdO de alummxo (ml) se’

calcula con la siguiente formula:

mg ASH/ml =: (A St = Mta)‘ %' FD'St'x C'

. A‘St,x FDMt Vol Mta. .o

Donde: : -
A St: Absorbancla de Ia preparacxon de la soluc:on e' a.ndar :

A Mta: Absorbancxa de la solucion de la muestra

FD St: Factor de dxlucxon de la preparacién del estandar’ (25)
FD Mta: Factor dg d.llucmn de la preparacién de la muestra (25)
C: Concentracién de la solucién estandar original en mg/ml

Vol Mta: Volumen de la muestra utilizado

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDRO)CIDO DE ALUMINIO
DESTINADO PARA LA PRODUCCION DE VACUNAS HUMAN
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N VALIDACION DEL METODO ANALITICO

MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ

3.3 VALIDACI’ON DEL METODO ANALITICO

3.3.1 Reaétj\)és,‘ instrixmento, Equipos y Material

- Agua punﬁcada

<. Gel de hldroxldo de aluminio al 3%, S.R. estéril

& Hidréxido de sodxo R.A.

< Suero de albtmina sérica bovina (ASB) R.A.

* Suero de anumma senca humana (ASH) al 10%, S.R. estéril
< Sulfato de cobre R A i ’

¢ Tartrato de potasxo SOdlCO R: A

Centrifuga, mar ECK]\A.AN, modelo TJ-6
Bafio Maria, marca GRANT, modelo W-38

¢ ¢ 0 0

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO

MARIANA CASTANEDA HERINANDEZ

Material

LN N I I B R I S N N N S

Bureta graduada de 5, 10ml.

Celdas de Icm '

Espatula

Gradilla metélica :

Matraz Erlenmeyer de 50ml ‘

Matraz volumetnco de 25 50 100 200 y 250ml.
Perilla -

Pipeta graduada de 10ml

Pipeta volumemca de 1; 2 y Sml S

Piseta
Termdémetro : i
Tubos de ensayo de ]5x150mm i
Tubos para cenmﬁaga TR
Vaso de precxpltado de. 100 y 250ml.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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3.3.2 LINEARIDAD DEL S'ISTEMA"

El objetiv'd de ﬂcar que el s:stema sea lmeal vy reprodumble La
_linearidad se do‘ el anallSls de cuando ‘menos 5 concentxac:ones
a soluclon pau-on vy haciendo el analisis-por

3.3.2.1 - Preparacién de muéﬁtrﬁs'

Para la preparac:on de las muestras se: utllx?ara umcamente el suero estanda.r de'

ASH con51derando ]os sxguxentes dos aspectos. :
a) Definicién de ]a cantldad que se cons:dera como el 100%
De acuerdo con'la especlﬁcaclon de Ia;Mat Tia ana de Gel.d H.ldl'OXId

Aluminio indica preparar . una soluclén d

aproximada al 10%, postenorment¢ pa.ra su

b) Intervalo de evaluacxon :
Para establecer el mterva]o de eva]uacnon de ]as muestras analmcas es necesario

considerar la cantidad que se toma como el 100%, por ]o que sera del 35-130%. Por
lo tanto se evalua por duplicado en ]as sxgulentes 7 concentraciones: 40, 55, 70, 85,
100,115 y 130%.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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Una vez definido el 100% y el intervalo de evaluacién, las muestras se preparan de
la siguiente manera; considerando que 4mg/ml se considerara como el 100%

tenemos que, para las otras concentraciones seran de:

TABLA 7. Intervalo de evaluacién para la Linearidad del Sistema.

100 4.0
115 4.6
130 5.2

Para poder llegar a estas concentraciones se requlere preparar una solucion stock
de una concentracién' X que nos permita dOSIﬁcar estas concentraciones en un
volumen adecuado,“de,trabajo. Por lo que la so_luc:on' stock debera temer una
concentracion de SOmg/m] Este stock se prer'mly'ai ton'lahvdo de la solucion estandar
de ASH al ,1o%j‘,f"‘(100mg/m1), a una dilucién de 12.5:25: por lo que la

concentracion tedrica de la solucién stock es de 50mg/ml.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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- . VALIDACION DEL METODO ANALITICO
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Sin embargo :es,necesano cons:dera.r que la concentraclon real del esténdar de

ASH es de S 932%
pag.90), por lo

de acuerdo a la estandarizacién reahzad ‘(Ver ‘punto 4 I,

uiere realizar el ajuste corresponchente o el dato de la :

; e 1a concentracion requerida de SOmg/ml
realldad la solucién stock se prepara’ a una«dxlucxon ‘de:

concentracion real, pa

er: cada una de las concentraciones requendas de ‘muestras

12.6:25. Para obt
la

analiticas,,'f'estays' ,se; preparan colocando en matraces volumétricos de 25ml,

cantidad de solucién stock se encuentra indicada en la siguiente tabla:

TABLA 8. Concentraciones requeridas para la preparacion de las muestras analiticas en

la Linearidad del sistema.

55 1.1 50 2.2
70 1.4 50 2.8
85 1.7 50 3.4
100 2.0 50 4.0
115 2.3 50 4.6
130 2.6 50 5.2

* Estos volumenes seran medidos con bureta calibrada de 5ml y con division minima de 0.1ml

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANAL{TICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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CRITERIO DE ACEPTA C'JON' i

Coeficiente de correlacxon rz 0 99 ;_

Coeficiente de deterunnacmn xrzz 0. 98 -

Coeficiente de vanacuon C V. = 1 S%'

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO
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3.3.3 PRECISION DEL si’sTEng

i 1: de venﬁca.r el grado de concordancia entre

resultados’: i_rxﬂividda]e uando el procedlmxento se aplica repetidamente a

olucidn’ homogenea Se determina el analisis por sextuplicado

muestras dei.m
de una mlsma solucion - de referencxa (una muestra analitica), correspondiente

al 100% estab]ecldo en la lineandad del sistema.

3.3.3.1 Preparaciéon de muestras

Preparar las muestras de igual manera como se prepara la concentracion al 100%
para Linearidad del Sistema (Ver punto 3.3.2.1, pag.71) y realizar 6 analisis. Se
utiliza la misma solucién stock de concentraciéon de SO0mg/ml de ASH:

TABLA 9. Concentracién requerida al 100% para la Precisién del sistema.

100 2.0 50 4.0

® Este volumen sera medido con bureta calibrada de 5Sml y con division minima de 0.1ml

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFIC,
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMIMO
DESTINADO PARA LA PRODUCCION DE VACUNAS HUMANAS
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Estos volimenes de solucion stock se colocan en man'aces volumetnc s de ”Sml
cada uno de manera mdependxente y aforar con agua para postenorm‘ n;‘
analizados por sextuplicado. Postenormente tomar 5ml de muestra y’ deposnarlo_
en un tubo de ensayo, adicionar - 10ml del Reactivo de Bluret, ca]entar 7en‘ bafio

maria a 60°C durante 15 minutos. Enfnar a temperarura amblente V. leer a 540nm

ser

Preparar un blanco de reacnvos para ajustar el aparato a cero.

CRITERIO DE ACEPTACION

Coeficiente de variacion C.V. < 1.5%

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CU CAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO
MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ

3.3.4 LINEAkIDAD:bEL MI?:TODO

tudio S venﬁcar que el método sea lineal y. reproduclble La

El objetivo de éste

e la sustancia de mteres,‘ cada uno de mancra

mdependxente

hac1endo Io a.ﬂallSlS por mphcado por un mxsmo anahsta en las

mismas cond:cxon _de operac:on.

3.3.4.1 Pfépé}acl nid‘é muestras (placebos adicionados)

En este caso en particular la prueba que se le realiza al hidréxido de aluminio como
materia pﬁma,'mi'dg i.ina caracteristica de desempeiio 6 cualidad propia de él, como“v
lo es su capacidad He adsorcién de proteinas, por lo que no mide componentes, ni-
impurezas y por lo tanto, no es posible adicionar & cargar muestras, con algin:
componente X. Sin embargo, la preparacion de muestras se debera a la cualidzid
del hidroxido de aluminio de adsorber proteinas, y a las diferentes concentraciones .
en las que esta presente el hidroxido de aluminio como materia prima .y comoy4

componente en producto terminado.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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El hidréxido de aluminio como. materia prima tiene una concentrak:ibn aproximada
del 3%, y de acuerdo a la técnica descrita en la FEUM 7 Ed.icic‘)n indica que el gel
de hidréxido de aluminio esta contenido en una concentrac:on del- 0.3% en el
producto terminado, por lo que de acuerdo a estos datos se establece un mterva]o de
concentraciones en el que el hidroxido de alummno serd adecuado en su capac:dad

de adsorcién como materia prima y como mgredxente en producto termmado Este
2 ] y 2. 95%

intervalo mcluye las siguientes concentxaclones. 0. 25 0 5.1,

Se cuenta con un gel de hxdrox:do de a.lumm:o estandanmdo c¢on una
concentracion del 2.95% para cubnr el intervalo se realizan las siguientes

diluciones llevandolo con agua, que se encuentra indicada en la siguiente tabla:

TABLA 10. Concentraciones requeridas para la preparacion de las muestras problema en

la Linearidad del método.

0.25 0.85:10 17/200 0.250
0.50 1.72:10 43/250 0.597
1.00 3.4:10 34/100 1.003
2.00 6.8:10 68/100 2.006
2.95 Sin dilucién Sin diluir 2.95

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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3.3.4.2 D‘eterminﬁciyén‘ prélih;ihér

Se realiza una determmacxon prehmmar de la capacidad de adsorcxon de protemas
de las d:ferentes concentrac:ones de] gel de hidréxido de alummxo a unhzar 0. 25

0.5, 1.0, 20y295%v/v”

conocer los recobros de las pruebas subsiguientes

Las muestras ara-la:linearidad ‘del método se toman dlrectamente de cada

una de las 5 concent:raclones prepara de hidréxido de aluminio y s se somgte_zn al

analisis por mplx_cado

Postenormente depos:ta.r 2ml- de muestra en un matraz volumetnco de

25ml, adicionar lml de la solucién de traba_]o de ASH, mezclar y aforar con agua.

Dejar reposar por 24 horas en refrigeracioén con agitacion esporadica.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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Centxiﬁxgaf,las muestras a“BOOOrrryxp:‘du'rax;)thS“ m ﬁﬁidé;,del Sdbi‘énadé_rﬁé tomar

Coeficiente de determmacnon rzz 0 98
C.V‘.‘s 3.Q% (de acuerdo a la naturaleza de la muestra,

Coeficiente de varia

el C.V. puede incréﬁ;entﬁrsé ‘]f’/“'a’:mé‘s).

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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3.3.5 EXACTITUD DEL METODO o

El objetwo de éste estudlo es venﬁcar la concordanc:a emre los vaJores oblemdos

expenmentalmeme y:el valor: de referencna Se deterxmna d uando menos 6

a' d “gel de hxdroxldo

placebos de manera: mdependlente con la cantldad neces T >
de aluminio para obtener las concentmcloncs ‘de 0. 25 1 0 y 2 95% v/v hactendo

el analisis en las mismas condnc:ones de operacmn y por el mlsmo analxsta

3.3.5.1 Prepafa‘ciénr e"muésfi-és‘(plac’ebos adikcivona'dos).

La preparaclon d

del método (Ver unte . L :
exactitud se preparan 6 muestras "del mismo lote de Gel de hldrox1do de a.lumlmo

para cada concentracién y se analizan de manera individual.

TABLA 11. Concentraciones requeridas para la preparacion de las muestras problema

en la Exactitud del método.

CONCENTRACGION: |- FACT
REQUERIDA . | 'L
[T
0.25 0.85:10 17/200
1.00 3.4:10 34/100
295 Sin dilucion Sin diluir

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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Posteriormente depositar 2ml de muestra en un matraz vo]umemco de 25m1
adicionar 1ml de la solucion de trabajo de ASH, mezc]ar y afom.r con agua De_|ar
reposar por 24 horas en refrigeraciéon con agltamon esporadlca. Cenmfugar
las muestras a 3000rpm durante 25 minutos,: del sobrenadante tomar :Sml
y depositarlo en un tubo de ensayo, adxc:ona.r 10ml del Reactlvo de. B:u.ret Yy
calentar en bafio maria a 60°C durante 15 mmutos Enﬁ':ar a- temperatura

ambiente y leer a 540nm. :
Preparar un blanco de reactivos, para ajustar c] aparato a cero; y correr al

mismo tiempo una solucnon estandar de ASH a una dxluclon de 1 25.

CRITERIO DE ACEPTACION

Porcentaje de récuperacmn: 95_—1 03%
CV <3.0% P

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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3.3.6 PRECISION DEL METODO (Repetibilidad y Reproducibilidad)

La prec:s:on de un metodo analitico es el grado de concordancia entre resultados
analmcos mdlwdua]es cuando el procedimiento se aphca repetidamente a

dxferentes muesueos de una muestra homogenea del producto.

La precxslon del método se evalua determlnando la Precxsxon Intermedia 6 -
Reproduclblhdad y/o Repetiblhdad del metodo analmco ba_]o las condxcnones

normales de operacmn

La repetlblhdad se: determma analizando un mmlmo de 9 muestras que

abarquen el mterva]o de] metodo es decir 3 concemraclon s/3. anahsls de cada

una (Imeandad del metodo), o tamblen se determma anah:m.ndo un hummo de 6

muestras al 100% de la concentracién de prueba. -

La reproducibilidad se determina de una muestra hombgéneé del producto,
cercana al 100% de la concentracidén tedrica, analizada cuando menos por dos

analistas, en dos dias diferentes y por triplicado.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO

MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ

3.3.6.1 Preparaciéon de muestras.

Repetibilidad. :
Para su determinacién es pos:ble Omltll‘ la preparacxon de muestras especlﬁcas

para su determinacion, ya que la repetlblhd
obtenidos durante la determma 1on ‘de'la lme

las condiciones y preparacxon de epe t bllxdad'son 1gﬁa]es para

ambos parametros analiticos::

Reproducibilidad & Precisién 1 : .
Para su determmac:on se ut1 an’ T ’stras del mxsmo ]ote de gel ‘de hldromdo de
rciona-a - cada anahsta una’. muesl:ra homogenea de gel de

aluminio. Se pro;
hidroxido de alumxmo al 2 95% viv que sera la muestra a anahmr

3.3.6.2 Reproducibilidad.

Para ejecutar ésta prueba cada analista realizara el analisis por triplicado en dos

dias diferentes, de la misma muestra.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
HUMANAS
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Las muestras par la prec:snon intermedia se toman del mismo lote de gel de

hldrOXIdO de’ alurmmo y se someten al analisis.
Postenormente depositar 2ml de muestra en un matraz volumetnco de
25ml, ad:clonar lml de la solucion de trabajo de ASH, mezclar y aforar con agua .

Dejar reposa.r por 24 horas en refrigeracion con agitacion esporadlca

Cenmfuga.r las muestras a 3000rpm durante 25 mmutos del ,sobrenadante .

ambiente'y leer a 540nm.
Preparar un blanco de reactlvos para a_]ustar el aparatora cero 7 correr ‘al-

mismo tiempo una solucién estandar de ASH a una dnluclon de 1 25 SR

CRITERIO DE A CEPTA CibN

+ Repetibilidad: Coeﬁcxente de Vanaclon CV < 2% en los datos de linealidad

del método
¢ Precision Imer,r‘n'ed‘ia':‘ Coeficiente de Variacion CV < 3%

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
DESTINADO PARA LA PRODUCCION DE VACUN. ANAS
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO
MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ X )

El resultado de] ANADEVA debe cumphr con las hlpote51s nulas.“ a” y.odT:

a”" El metodo analmco es reprodu ]e por ]os anallstas

- protes' s nu]a

- protes»xvs 1l s mqs d.las‘porunr

metodo analxtxco es reproduc

mismo analista’

Para cumph

conv las,hxpétesxs nulas la Fcalculada debe ser>menor a la de Ftablas
en el ANADEVA ST : : :

En el caso de no cumphr con el cnteno de aceptacnon del ANADEVA, debera
realizarse el calculo correspondxente para determmar la fuente ‘de variacion entre

analistas y dias.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFIC
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE A.LUN[IMO
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MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ

3.3.7 ESTABILIDAD DE LA M 'ESTRA:ANALITICAkDEL‘Ml:‘:_TODé :

La evaluacton de la’ estabxhdad de,la muestra anahnca de‘ unlmetodo anahtlco'nene
como ob_]etlvo determinar.el grado de reproducxbllxdad de los resu]tados anahtlcos L

obtenidos ;por: el andlisis. de:la: misma: muestra; Ba_]o pequeﬁas pero dehberadas
tales como dlferentes

modifi cac:onesde las‘condiciones’ normales e operaclén'
temperaturas anahstas dias; lotes! de reacnvos cond:cxones ambxentales, etc

Se procedef [ e,acu rdo'a: la determmac n de reproducxblhdad, ya que:en:

éste parametro se evalua el metodo van do las condlcxones amblentales. En este

caso no sera necesano preparar: muesl:las especnﬁcas para su determmac:on se

tomaran los datos obtemdos en la reproduclblhdad

3.3.7.1 Preparacién de muostras v

Se determina mediante la comparéciénr de los resultados de los analisis iniciales
de 3 muestras con los obtenidos ‘de las mismas muestras después de permanecer
por un tiempo determinado en diferentes condiciones. En éste caso se seleccionan

tres lotes de gel de hidréxido de aluminio al 2.95% v/v.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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Postenormente deposnar ml de }muestra 'n un’ matraz volumemco de 25m1
SH;’ mezclar Y. aforar con agua Deja.r

gltac 50 espomdlca. Centnfugar

adicionar ]ml de la soluclon de traba_lo de’

7 nadante - tomar .- 5ml
el/Reactivo. de Biuret y

v deposnarlo en: un 'tub de C :
inutos: - Enfriar va' temperatura

calentar en baﬁo rnana

ambiente y leer a 540nm
Preparar un blanco de ‘reactivos,- para ajustar el aparato a cerO' y correr. al

mismo tiempo una SO]LICIOD estandar de ASH a‘ uqa_ dl]ucx_on de 1:25. -

Para ejecutar esta prueba las muestras se preparan por tnphcado -con’ las

siguientes condnc:ones

TABLA 12. Preparéciép de muestras con las siguientes condiciones a evaluar para la

Estabilidad de la muestra analitica.

A Utilizar estandar de suero de ASB en lugar de ASH
B Tiempo de reposo: 72 horas/refrigeracion sin agitacion
C Técnica descrita pero sin refrigeracion

Transcurrido el tiempo, se analizan las muestras bajo las mismas condiciones de

operacion (equipo, instrumentos y analista).

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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CRITERIO DE ACEPTACION '~

+ Coeficiente a Variacion C.V. < 3%,

El resultado del 'ANADEVA debe cumphr con ]as hlpotes nulas “a” yed:

El método analitico es reproducxble por los anahstas
El método analitico’es reproduclbl‘ en dlstlntos dlas por un

- anétesxs nula ‘a

* Hipétesis nula

mismo analista

Para cumplir con béte;xs nulas la Fealculada debe ser nﬁeqoyr‘id la de Ftablas
en el ANADEVA o e 2

En el caso de no cumplir con el criterio de aceptacion del ANADEVA, debera
realizarse el calculo correspondlente para determinar la fuente de variacion entre

analistas y dias.

Estabilidad de la Muestra Analitica:
< El intervalo de confianza (IC) para la diferencia de la media de la muestra
almacenada con respecto a la media del andlisis inicial incluye el valor de cero.

< EIl porcentaje de recobro promedio esta entre 97-103%.

PROTOCOLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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RESULTADOS Y ANALISIS

MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ

4. RESULTADOS Y ANALISIS

4.1 RESU;'lfA OS DE LA VAEQRA’CiéN

4.1.1 Estandanz clon del suero de ASH como Estindar de Referencia

lnterna o L
El C.V. entre Ios datos del ehséy'o';ciie los’ dbs analistas entra en la especificacién,
que es de 0.19, por lo que el promedlo de las 10 determinaciones se considera
como el valor real de la ASH que es de '9.932% (99.32mg/ml), por lo que es

seleccionada como Estandar de Referenc;a.y se utilizara en todos los cilculos que

se requieran en ésta Validacién para la preparacién de las muestras a utilizar.

4.1.2 Estandarizacion del suero de ASB como Estindar de Referencia
Interna

El C.V. entre los datos del ensayo de los dos analistas entra en la especificacién,

que es de 0.27, por lo que el promedio de las 10 determinaciones se considera

como el valor real de la ASB, que es de 96.04% (960.4mg/ml), por lo que es

seleccionada como Estandar de Referencia Interna y se utilizara en la evaluacién

de la Estabilidad de la muestra analitica.

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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4.1.3 Estandarizacién del gel de hidréxido de aluminio para la preparacién
de muestras '

El C.V. entre los datos del ensayo de los cuatro analistas entra en la

espéciﬁc_acién, que es de 0.86, por lo que el promedio de las 20 determinaciones

se considera. como el valor real del Gel de hidréxido de aluminio, qué es

de 2.95% Vv/v; por lo que es seleccionada para estandarizarla y" utilizarla

con Estandar de Refefencia Interna, para cuantificar su capacidad de adsorciéh en

las que esta presente el hidréxido de aluminio a diferentes concentraciones. .

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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RESULTADOS Y ANALISIS

MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ

4.2 RESULTADOS DE LA MATERIA PRIMA

TABLA 13. Resultados obtenidos de 1a Materia Prima.

Suspension blanca, viscosa. Al
mantenerse en reposo pueden

NEUTRALIZADORA DE ACIDO

DESCRIPCION separarse en pequefias Conforme
cantidades de liquido
A) Positiva A) Positiva
ENSAYOS DE IDENTIDAD B) Positiva B) Positiva
pH Ente 55y 8.0 6.05
CLORUROS Maximo 4.7% Pasa prueba
SULFATOS Maximo 0.8% Pasa prueba
ARSENICO Méaximo 10ppm 8.8ppm
METALES PESADOS Maximo 8.3ppm Pasa prueba
CAPACIDAD Minimo 65% 68.8% viv

Ausencia de E. coli. La cuenta
total de microorganismos

Ausencia de E. coli.
La cuenta total de

LIMITES MICROBIANOS aerobios no es mayor de ael:gg;g:n;?:gissr;gior
i 100UFC/mi de 100UFC/ml
VALORACION .. De 2.91 2 3.21% plp 2.95% plp

DE PROTE/NAS

CAPACIDAD DE ADSORCION

De 16 a 26mg de ASH/mI

17.75mg de ASH/mI

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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ESPECIFICACIONES DE LA MATERIA PRIMA R
CONCLUSION- - : e e :

Se concluye que las pruebas,para ]a matena pnma cumplen con todas las
especificaciones, por ]o que e ge] de hldréxldo de alumxmo es seleccxonado

para estandan?arla y utlllzarla ‘con’: Estandar de Referencna Intema, para

cuantificar su capacxdad de"adsorCIon en las que esta presente el h1drox1do de

aluminio a dlferentes concentrac:ones

- DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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RESULTADOS Y ANALISIS
MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ :

4.3 RESULTADOS DE LA VALIDACION DEL METODO ANALITICO

4.3.1 Linearidad del Sistema

TABLA 14. Linearidad del Sistema de ASH.

40 1.6 1.604 1.601 0.0046 0.288

55 22 2.201 2.201 0.0 0.0

70 2.8 2.799 2.796 0.0052 0.186

85 3.4 3.404 3.404

100 4.0 3.993 3.996

115 4.6 4.599 4.596 0.0052 " 0.113 . :

130 52 5.205 5.205 0.0 0.0

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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TABLA 15. Linearidad de Sisterna de ASH. Concentracién tedrica, concentracion

experimental, porciento de recobro y porciento de recobro ajustado al 100%.

40 1.6 1.604 40.10 100.26
1.604 40.10 100.26

2.201 55.04 100.06

55 2.2 2.201 55.04 100.06
2.20] 55.04 100.06

2.790 69.75 99.65

70 2.8 2.799 69.97 99.95
2.799 69.97 99.95

3.404 85.11 100.13

85 3.4 3.404 85.11 100.13
3.404 85.11 100.13

il ; 3.993 99.83 99.83

100 4.0 3.993 99.83 99.83
4.002 100.04 100.04

4.599 114.97 99.98

115 4.6 4.599 114.97 99.98
4.590 114.76 99.79

. 5.205 130.12 100.09
130 5.2 5.205 130.12 100.09
5.205 130.12 100.09

b= Intercepto m= Pendiente r“= Coeficiente de determinacioén

r= Coeficiente de correlacion

X= Promedio® DE= Desviacion Estandar®* CV= Coeficiente de Variacién®

*  Ver Tabla 14.
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MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ

RESULTADOS Y ANALISIS

TABLA 16. Criterios de aceptacion y Resultados de la Linearidad del Sistema.

Coeficiente de correlacion: r = 0.99 r = 0.99999

Coeficiente de determinacién : r* = 0.98 r? = 0.99998
Ordenada: b= 0 =.2.98X10™"
Pendiente: m = 1 m = 1.000
Porciento de Recobro: 97 — 103%

X = 100.004%
C.V.=0.16206

Coeficiente de Varacion: C.V. = 1.5%

RECTA DE REGRESION

= mx+Db

»
I

v—b = y+298X10~%
m 1.000

v: absorbancia

. concentracion

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANAL{TICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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Griafica 1. Linearidad del Sistema de la validacién del método analitico.

LINEARIDAD DEL SISTEMA
(PROMEDIO DE DATOS)

Absorbanciz

1 2 3
Concentracién de ASH (mg/ml)

Grifica 2. Recta de regresion calculada para la linearidad del sistema.

LINEARIDAD DEL SISTEMA
RECTA DE REGRESION

Absorbancla

3 4 s

1 2

Concentracién de ASH (mg/mi)

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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TABLA 17. Comprobacion de la Linearidad del Sistema mediante el ANADEVA

(Analisis de varianza).
 VARIACION
Regresion 1 30.244
1196399.9 8.18
Error de 4 _s
regresion 19 4.803X10 2.528X10
Falta de ajuste 5 2.756X107* 5.513X107°
3.771 4.38
Error puro 14 2.047X107* 1.462X107°

Fr>F(1,19,0.01) Y Ffa<F(s,14,0.05)

Comprobacién del inte alo de confi ara laup‘r:dehard'at;a] origen: .
+ Desviacion estan : ' '

+ Desviacion estan

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICQ PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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Intervalo de conf’anza para Ia Ordenada al origen:
IC(b) =LT -0 072 LS 0.0066
“t” de Studen t190 975 =2, 0930

Coeficiente de variacién de Regresién:
CVyux =0.148

LINEARIDAD DEL SISTEMA
CONCLUSION:

El Sistema es lineai ya qué el CV es de 0.162, y los limites son < 1.5%.

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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4.3.2 Precision del Sistema

TABLA 18. Precisiéon del Sistema de ASH.

4.002
X=Promedio DE= Desviacion Estandar CV= Coeficiente de Variacion

TABLA 19. Concentracién tedrica, concentracion experimental y porciento de recobro.

CRITERIO DE ACEPTACION

CV.=1.5%

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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Griafica 3. Precision del ;Sistema de 1a validacion del método analitico.

' PRECISION EN 6 LECTURAS TOMADAS
DE UNA SOLA MUESTRA

102

100

Porciento de recobro

98
1 2 3 4 5 6

No. de determinaciones

PRECISION DEL SISTEMA
CONCLUSION:

El sistema es preciso ya que el C.V. es de 0.135, y los limites son < 1.5%.

DESARROLLQ Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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4.3.3 Determinaciéon Preliminar

TABLA 20. Determinacion Preliminar de la capacidad de adsorcién de proteinas del gel

de Hidréxido de aluminio.

X =1.48 X =3.05 X =6.02 X=1171

DE =0.016 DE = 0.024 DE = 0.062 DE = 0.041
CV =1.101 CV = 0.803 CV =103 CV = 0.349
X= Promedio DE= Desviacion Estandar CV= Coeficiente de Variacion

CRITERIO DE ACEPTACION

C.V.=3%

DETERMINAC] ()N PRELIMINAR
CONCLUSION-

Las detemipac:oqc§ de cada concentracién cumplen con el criterio de aceptacién,
ya que el C;V. esde 0.1 6, y los limites son < 3%6; por lo tanto los promedios de
cada una se utilizan como referencia para calcular los recobros de las pruebas de
la Validacion del método analitico.

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR

LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDROXIDO DE ALUMINIO
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4.3.4 Linearidad del Método

TABLA 21. Linearidad del Método de la capacidad de adsorcién de proteinas del gel de

Hidroxido de aluminio.

0.25 1.48 1.49 1.49 0.0 0.0

0.5 3.05 3.04 3.06 0.035 1.132

5.98
1.0 6.02 5.98 5.98 0.0 0.0
5.98
11.69
2.0 11.71 11.79 11.76 .
11.79
] ) 17.78 e e | e s
2.95 17.75 17.78 17,787 0 ] 0.0 0.0
17.78 - B :

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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TABLA 22. Linearidad del Método de la capacidad de adsorcion de proteinas del gel de
Hidréxido de aluminio. Concentracion tedrica de ASH adsorbida, concentraciéon
experimental de ASH adsorbida, porciento de recobro y porciento de recobro ajustado al
100%.

1.49 0.252 100.96

0.25 1.48 1.49 0.252 100.96
1.49 0.252 100.96

3.04 0.498 99.69

0.5 3.05 3.04 0.498 99.69
3.10 0.508 101.65

5.98 0.992 9923

1.0 6.02 5.98 0.992 99,23
5.98 0.992 99,23

11.69 1.993 99.66

2.0 11.71 11.79 2.010 100.51
e ; -11.79 2.010 100.51

‘ 17.78 2.949 99.97
2,95 17.78 2.949 99.97
s 17.78 2.939 9997

m= Pendiente . ' "= Coeficiente de determinacién
correlacion

DE= Desviacion Estandar® CV= Coeficiente de Variacion®

b= Intercepto
= Coeficiente
X= Promedio®.

® Ver Tabla Zl‘.
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TABLA 23. Criterios de aceptacion y Resultados de la Linearidad del Método.

s

Coeficiente de correlacion: r 2 0.99 r = 0.99998
Coeficiente de determinacion : r* = 0.98 ? = 0.99997
Ordenada: b= 0 b= -0.00781

Pendiente: m = 1 m = 1.0024

Porciento de Recobro: 97 — 103%

X =100.146%

Coeficiente de Variacion: C.V. < 3%

C.V.=0.7442

RECTA DE REGRESION

y:
x:

= mx +b gl e
= v-b ='yv+0.00781
m . 1.0024

absorbancia -

concentracién " |

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
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Grifica 4. Linearidad del método de la validacién del método analitico.

LINEARIDAD DEL METODO
(PROMEDIO DE DATOS)

Cantidad Recuperada

0.5 1 2

Cantidad Adicionada de AI(OH); (%)

Grafica 5. Recta de regresion calculada para la linearidad del método.

Cantldad Recuperada

LINEARIDAD DEL METODO
RECTA DE REGRESION

0.5 1 2

Cantidad Adicionada de AIOH, (%)

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CU
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TABLA 24. Comprobacion de la Linearidad del Método mediante el ANADEVA
(Andlisis de varianza).

Regresién 1 541.863 541.863
405778.96 9.07
Error de 2 -3
regresion 13 1.736X10 1.335X10
Falta de ajuste 3 8.293X1073 2.764X1073
3.049 4.67
Error puro 10 9.067X1072 9.067X107*

Fr>Fa.13:001) ¥ Ffa<Fa 10:0.05)

Comprobacién del mtervalo de conﬁanm para la ordenada al ongen'
: 0365

< Desviacién estandar de la ordenada al origen: SB = Sy x=0 431

+ Desviaciéon estandar de l'a réges 6n: Sy X
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]ntervalo de c" nl'anza para 1a Pendiente:
IC(m) = LI 0. 998 LS 1.006
“t>> de Student 113 .0.975 = 2. 1604

Intervalo de cbnﬁahza para la Ordenada al origen:
IC(b) = L1-0.043, LS 0.027
“t** de Student: tiz0.975s = 2.1604

Coeficiente de variacién de Regresion:
CVy=0473

LINEARIDAD DEL METODO
CONCLUSION:

El me’todo,és lineal ya que el C.V. es de 0.744, ¥ los limites son < 3%.
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4.3.5 Exactitud del Método

TABLA 25. Exactitud del Método de la capacidad de adsorcidon de proteinas del gel de
Hidréxido de aluminio.

1 100.68 99.34 100.17
2 100.68 101.33 99.61
3 100.68 99.34 100.2
4 97.97 99.34 100.17
5 100.68 101.33 100.73
6 100.68 99.34 100.17
X 100.23 100.00 100.17
DE 1.106 1.028 0.35
Ccv 1.104 1.028 0.354

X= Promedio DE = Desviacion Estandar CV = Coeficiente de Variacién

CRITERIO DE ACEPTACION

CV <3.0%
Porciento de Recobro 97-103%
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Grifica 6. Exactitud del método al 0.25% de gel de Hidréxido de aluminio.

EXACTITUD AL 0.25% EN 6 LECTURAS
TOMADAS DE UNA SOLA MUESTRA

s

Porclento de recobro
g

No. de determinaciones

Grifica 7. Exactitud del método al 126 de gel de Hidroxido de aluminio.

EXACTITUD AL 1.0% EN 6 LECTURAS
TOMADAS DE UNA SOLA MUESTRA

Porclento de recobro

No. dc determinaciones
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Gréfica 8. Exactitud del método al 2.95% de gel de Hidréxido de aluminio.

EXACTITUD AL 2.95% EN 6 LECTURAS
TOMADAS DE UNA SOLA MUESTRA

3

100

Porciento de recobro

No. dc determinaciones

Intervalo de confianza para la media poblacional:
IC=1199.713, LS 100.555
“t”* de Student: t;79975 = 2.1098

EXACTITUD DEL METODO

El método €s - exacto en el intervalo de 0.25, 1.0y 2.95%:; yaqueel C.V.es

de 0.846, y 1os limites son < 3%.
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4.3.6 PRECISION DEL METODO: Reproducibilidad

TABLA 26. Reproducibilidad del Método para la capacidad de adsorcién de proteinas

del gel de Hidréxido de aluminio.

Ccv 1.40
X =Promedio DE = Desviacion Estandar CV = Coeficiente de Variacion

CRITERIO DE ACEPTACION

CV =3%
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PRECISION DEL METODO

El metodo es preclso (reproduclble) entre analistas, y por un analista en dlas

diferentes. i R
El método se'éqns’i_'c‘lé‘ra rbbusto en las condiciones de dias y analistas en las

cuales se lleva a cabo 1a prueba.
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TABLA 28. Comprobacion de la Repetibilidad (precisién intermedia) mediante el
ANADEVA (Ana.hsts de varianza).

ANALISTA 0.05 18.51
DIA 2 6.00 3.00 1.55 4.46
ERROR 8 15.45 1.93

CRITERIQ DE ACEPTACION:

ANALISTA:
reproducnb]e por los ana.llstas L

Fca]culada Aes menor que Ftablas el metodo -analitico .es

DIA: Si Fcalculada es menor que Ftablas el método analitico es reproducnble en

distintos dlas por un mlsmo anahsta
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Grafica 9. Precision del método de la validacién del método analitico.

PRECISION DEL METODO
(PRECISION INTERMEDIA)

I
o

Parciento de recobro
2
Q

80 —
1 2 3 4 5 6 7 g8 9 10 11 12

No. de determinaciones

PRECISION DEL METODO
CONCLUSION:

El método analitico es reproducible entre diferentes analistas y en distintos dias

pof un mismo analista:
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4.3.7 Estabilidad de la Muestra Analitica

TABLA 29. Estabilidad de la muestra analitica.

94.65 102.14

95.21 102.14
94.65 99.77

-5.63 — -4.68 -0.65-3.35

FACTORI (prornedlo) K 94.84 101.35

%R = Porcentaje de recobro
tn = Tabla de distribucion ‘1™ de Dunnett tp(6.3;0.05) = 3.10

CRITERIO DE ACEPTACION
< Coeficiente de Variaci‘én C.Vi 5‘3%

Estabilidad de la Muestra Anahtlca.

= Intervalo de:’

o’ﬁ' nza: (IC) para la diferencia de la media de la muestra

almacenada con respecto a la media del analisis inicial incluye el valor de cero.

+ El porcentaje dve,recuperacién esta entre 97-103%
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA
CONCLUSION

aceptacion p
con la v::ié 1
utilizar ASB
resultado’ 'de

caso el IC no pasa’ pc
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INFORME DE VALIDACION
Determinacién de la capacidad delgech de Validacion: Pagina: 1 de 3
adsorcién de proteinas del Gel de echa de idacion: gma <
hidréxido de aluminio destinado para
la produccion de vacunas humanas

5.

5.1 PROPOSITO

INFORME DE VALIDACION DE METODO ANALITICO

Documentar que con la Validacion del método analitico para la Determinacion de

la capacidad de adsorcién de proteinas del gel de hidréxido de aluminio destinado

para la produccién de vacunas humanas, si es adecuada para su propdsito y

cumple de manera consxsteme con los criterios de aceptacion predeterminados

para linearidad

recisién’ del sistema, linearidad y precisién del método

(repetlblhdad Yy reprodﬁcxbnhdad) exactitud y estabilidad de la muestra analitica.

5.2 RESULTADOS

TABLA 30. Resultados del método analitico.

LINEARIDAD DEL SISTEMA | Coeficiente de correlacion r = 0.99 r = 0.99999
Coeficiente de determinacion r2 > 0.98 | 2= 0.99998
Coeficiente de variacion CV < 1.5 C.\V.=0.162
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INFORME DE VALIDACION
Determinaciéon de la capacidad dejgeqp Validacién: Pagina: 2 de 3
adsorcién de proteinas del Gel de echa de 1dacion: agina: €
hidroxido de aluminio destinado para
la produccion de vacunas humanas
TABLA 30, Continuacién.
LINEARIDAD DEL METODO | Pendiente (m) ~ 1 Pendiente (m) = 1.0024
Ordenada (b) =0 Ordenada (b) = -0.00781
Coeficiente de determinacion r2= 0.98 |r2= 0.99998
Coeficiente de variacion CV < 3.0 CV.=0.744
PRECISION DEL SISTEMA Coeficiente de variacibn CV< 1.5 CV.=0.135
PRECISION DEL METODO e
* Repetibilidad <+ Coeficiente de correlacion r=0.99 (e r=0.99997
Coeficiente de determinacion r2 = 0.98 r2 = 0.99998
Coeficiente de variacion CV < 3.0 CV =0.744
< Reproducibilidad <+ Coeficiente de variacion CV < 3.0 * Cv=1.40
EXACTITUD DEL METODO Coeficiente de variacion CV < 3.0 C.V.=0.846
ESTABILIDAD DE LA s A
MUESTRA ANALITICA | Porciento de recobro 97 —103% | Sondicion A: 101.4136
DEL METODO . ) )
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INFORME DE VALIDACION
Determinacion de la capacidad defpeocha de Validacién: Pagina: 3 de 3
adsorcion de proteinas del Gel de
hidréxido de aluminio destinado para
la produccién de vacunas humanas

5.3 DISCUSION DE RESULTADOS
El método propuesto para lJa determinaci,é‘)h’ 4d»e, ]a qépacidad de adsorcion
min nple’ u“propésito, por lo que se
"to;' : préciso (repetibilidad y

’rubéba“ podra realizarse con la

de proteinas del gel de hidréxido de alur
le considera efectivo y confiable por ser:line
reproducibilidad) y estable; por lo: dﬁé est;
técnica descrita por el proveedor,’ asi:‘como. ita’mbién es posible realizar
la técnica descrita pero a  temperatura aiflfl‘l')‘ie'x;tefy/o utilizarse estandar de

ASB en lugar de ASH.

5.4 CONCLUSIONES . - e , :
La Validacién de la ' Determinacidén de la:ca'pécidad de adsorcion de proteinas
del gel de hidroxido - de 'a]u’rhin‘io deSﬁnadoypara -la “produccién de wvacunas

humanas se encuentra

VALIDADO

Fin del Informe de Validacién de Método Analitico
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CONCLUSIONE S DEL Mi:'rbl)d ANALi'rl‘Co :

El metodo para la determmaclon de la capacidad de adsorcion de protemas del gel
2 ummlo se va1|do conforme a la técnica propuesta por el

de - hidroxido: de-
proveédof.
Basandose en los resultados obtenidos se demostré de manera  practica y

ue el ‘método propuesto cumple su propésito, por lo que se le

considera’ efecnvo y confiable por ser lineal, exacto, preciso, especifico y estable.

Se e\;aIQQ'el sistema de medicién resultando ser PRECISO y LINEAL
en el intervalo de 35-130% del contenido de ASH (1.6-5.2mg/ml) considerando

4.0mg/ml como él 100%.

Se concluye que el método es LINEAL y EXACTO en el intervalo de
0.25-2.95% de ]5 cdncéntracién de hidroxido de aluminio [AI(OH);] equivalente a
1.47-17. 75mg/ml adSOl"bldOS ademés el método es PRECISO (reproducible) y
ESPECIFICO )

Para el caso de la preciéiéh intermedia cumple con el criterio de aceptacién
del ANADEVA' y se concluye que el método analitico es reproducible entre

analistas y en distintos dias para cada uno de los analistas.
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De acuerdo a los resultados obtemdos en la evaluacién de la estabilidad del

meétodo analitico del metodo»se det rmmo que las muestras no son estab]es si‘el
tiempo de reposo se prolonga has . as 72 horas en refrigeracion y sin agnac:on

esporadica, ya que los resultados no se reproducen.

Por otro lado el anilisis de las muestras puede llevarse a cabo con'la

descrita por el proveedor, asi como también es posible realizar la técnfgé déscrita'
pero a temperatura ambiente ya que los resultados se reprc_)yduéé‘n‘.:,v Durante ' la
validacién se probd utilizar ASB (albumina sérica bovina) en- lugarde ‘ASH
(albiimina sérica humana) obteniendo resultados satisfactorios y fébfodlﬁ;ib]es por

lo que se puede utilizar cualquiera de las dos albiminas.
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