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INTRODUCCIÓN 

"T'T:'•:m::o SON 
r.-.;.,LA DE ORIGEN INTRODUCCIÓN 

En la Industria Farmacéutica, es importante aplicar la validación del método 

analítico para cuantificar la capacidad de adsorción de proteínas del gel de 

hidróxido de aluminio destinado para la producción de. vacunas humanas; como 

parte integral del procesó de cuantificación. 

El criterio más importante en la elección de un. adyu~te ·: .. destinado 

para la producción de vacunas humanas, es la bioseguridád y,•. e,;· ia act:wtlidad. 

los únicos adyuvantes permitidos para uso humano son los. compuestos de 

aluminio, que· constan de antígenos fijados por adsorción sobre él··• hidTóxido 

de aluminio, estos se caracterizan por mantener al antígeno en. los tejidos por 

periodos más largos, favoreciendo así la respuesta inmunológica, y su principal 

ventaja es la de cuantificar con mayor facilidad su contenido antigénico, 

teniendo una buena estabilidad. 

Las fuerzas de atracción electrostáticas son las responsables de la adsorción 

de los antígenos a los adyuvantes que contienen aluminio, esta caracteristica esta 

dada porque el hidróxido de aluminio tiene la cualidad de adsorber proteínas, ya 

que lleva una carga positiva en presencia de electrolitos [Al(OH)3], sin embargo, 

fbrma fácilmente complejos con la carga total de los aminoácidos. 

---~OTCiC"óLÓYVALIDACrÓÑoEiJN"""'MEóooÁNALiTICO PARA CUANTIFICAR 
LA CAPACIDAD DE ADSORCIÓN DE PROTEiNAS DEL GEL DE HIDRÓXIDO DE ALUMINIO 
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°MARTANA CASTANEDA HERNANDEZ 

Corno los Toxoides son adsorbidos sobre el hidróxido de aluminio. : la FEUM 

7ª Edición, indica que el gel de hidróxido de aluminio esta contenido a una 

concentración del 0.3%'·en el producto terminado, por lo. que se establece un 

intervalo de concentraciones en el que el hidróxido de aluminio será adecuado para 

su capacidad de. adsorción como materia prima y corno ingrediente en producto 

terminado; éste método analítico utiliza una ~tiÍ:lad conocida de estándar de ASH, 

el cuál se usará corno un simulador del Toxoide. 

El método consistirá en mezclar una cantidad en exceso conocida de ASH 

con una cantidad conocida de hidróxido de aluminio, para que éste adsorba toda la 

cantidad posible; por lo que el estándar de ASH que no sea adsorbida quedará libre 

y se cuantifica por el método de Biuret. y de esta manera nos permite conocer la 

capacidad de adsorción de proteínas del hidróxido de aluminio. La importancia de 

las proteinas se advierte por su capacidad para fijar diversas sustancias químicas. 

incluyendo numerosos iones y fármacos. 

Para poder conocer la capacidad de adsorción de proteínas que tendrá el 

hidróxido de aluminio a diferentes concentraciones que se utilizará durante la 

validación, es necesario conocer la concentración de proteínas que contiene el suero 

de ASH que se utilizará como estándar de referencia; así como también se evaluará 

con suero de ASB, para saber si en un momento dado es posible utilizarla. 
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~C:I8 CON 
·=---.=:F::::'r.:;:·J..u=· :::L=A=D=E~O~R_I..:G;:.;:E::;N:.;_J_rusTIFJcAc1óN 

~AÑA CASTAÑEDA HERNÁÑÓEZ 

JUSTIFICACIÓN 

La importancia ::de.· un adyuvante destinado para la producción de vacunas 

humanas, d~~~nde: de. sÜ . ~pacidad ·de adsorción de proteínas, . por lo que es 

necesario demostrar experi'rr;eritairnent,; que .. el método analítico ·propuesto, 
.'. - ~ ·, __ : ., - : : ._--.· .: -. ' ; : ·: 

es adecuado p~'su ~,:~póslto y,si cumple' de manera consistente con los 

criterios de acj~~~i<)~ ; ~r~~et~~ina~os : para la linearidad del sistema de 

medición, linearidad ··del : método, precisión (repetibilidad y reproducibilidad). 
-----· - ' - ·-· 

exactitud y estabilfdad d.; la muestra. 

----PRÓTOCOLO Y VALIDACIÓN DE UN METODO ANALiTICO PARA CUANTIFICAR 
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F .:-._;_A. DE ORIGEN 

'"MARrANA"cASTANEDA HERNANDEZ----=------------- _____ D_EFINI ___ c_i_o_NE_s~ 

DEFINICIONES 

• ANADEV A: AnáÍAi; de Varianza. 
,,,-

·~·' -
• Advuvante: ·•·Son • materiales · insolubles que incorporados a .. una vacuna 

actúan n1a!Jíei'ii~;,d.?'· ~f Toxóide eri. ios tejidos por periodos más largos. de 

manera que r~_táT#::; fa \'.IÍb_;~ciém del. Tox~ide •. por . lo .. que . aumenta la 

respuesta i~·u;,olÓ~.;~; 

• Anti cuerno: Es : una. ~i~teÍl'Í~ · producida por el organismo como respuesta 
- :::'~ 

a la presencia : -d1.{''. un ·ántígeno y es capaz de reaccionar de manera 

específica con ei n1isi:.lo: 

• Antígeno: Es aquel agc;nte extraño, en su gran mayoria proteínas que, cuando 

se introduce al organiS'mo, es capaz de inducir la activación de anticuerpos 

específicos. los ~ual.;~·~.:.eden reaccionar con el antígeno. 

'" ' o·.·- •• 

• Calibración: Conj~tÓ .. de. operaciones que determinan, bajo condiciones 
~ . ·' i"' ' ·.; \~ 

especificadasL13._'~l'.'Ción :entre Jos valores indicados por un instrumento o 

sistema de n1ediciÓi'i;· ··¡;;.. · ó. a través de una medición material y los valores 

conocidos corre~p6ridÍ~;,tes a un patrón de referencia. 

PROTOCOLO Y VALIDÁCtóÑ DE uÑ MÉTODO ANALÍTICO PARA CUANTIFICAR 
LA CAPACIDAD DE ADSORCIÓN DE PROTEÍNAS DEL GEL DE HIDRÓXIDO DE ALUMINJO 

DESTINADO PARA LA PRODUCCIÓN DE VACUNAS HUMANAS 
- .. -



"M"ÁRJAÑA CASTAkDA HERNANDEZ 

~ · ""'SIS CON l f .'u.LA DE ORIG!fil DEFINlCIONES 

+ Documentación: Conjunto de inronnación que sustenta una actividad realizada. 

• DPT: Es una suspensión estéril, blanca. de Toxoides diftérico y tetánico, y una 

vacuna antipertussis inactivada. adsorbidos sobre hidróxido de aJurnini~. 

• Electrolito: Es una sustancia que fonna una solución~'ac~.~~· que conduce 

electricidad, lo que indica que sí hay iones presentes en ella,, 

+ Especificaciones: Descripción del material, sustancia o producto, que incluye 

la definición de sus propiedades y características, con las tolerancias de 

variación de los parámetros de calidad. 

+ Especificidad: Capacidad de un método analítico para obtener una respuesta 

debida únicamente al analito de interés y no a otros componentes de la muestra. 

+ Estabilidad de la Muestra Analítica: Es el grado de reproducibilidad de los 

resultados analíticos obtenidos por el análisis de la misma muestra. bajo 

pequeñas pero deliberadas modificaciones de las condiciones nonnales de 

operación, tales como: diferentes temperaturas, lotes de reactivo, columnas, 

tipos de empaque, condiciones ambientales, etc. Es un indicativo de la 

confiabilidad de métodos durante su uso normal. 

PROTOCOLO Y VALIDACIÓN DE UN METODO ANALiTICO PARA CUANTIFICAR 
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'1"'1'.:'<:-TS CON 
FA;_,,_A DE ORIGF.N DEFINlCIONES 

'i'iÁRJ---AN--A'CASTANEDAHER.Ñ'"'""'ANo--=~EZ:::-~"'-~~~ ...... ,...,"'""'""-~-.,...,.,...,~;;.-.,;...;;~..;..------~--~~--~~.,..., 

• Estándar de ASB: Estándar suero de Albúmina Sérica Bovina, el cuál se utiliza 

como simtdador del Toxoide. 

• Estándar de ASH: Estándar suero de Albúmina Sérica Humana, el cuál se 

utili~ como ~ÍmuÍador del Toxoide. 

• Exactitud: De ún método analítico esla concordancia entre ún valor. obtenido 

experimentalmente y. el •valor el~ ~~f~~.;~cia. ·Se ~Xpresa 6orno ~I porcentaje de 

recobro obtenido 'd~l aJ).ilisls cleii~;~~ifa~·-~·_1aii, q~¿ s~)e~ ha adicionado 

cantidades conocidaS .de la su5Üiricia'de :fute'~és.'. Es pára- saber qÜe tan cercano 
es un resultado·contra'el viilo/rciiÍ;'·''··. ::. ' . ·. -;:<-' -- -

-;., .' .'.·.. : '.,_- . · ... _:· ; .. _ ' >-"-· ·:.· "· ;;<:·,~:-_· 

• ~~:;v:~~:J~~i~~i~t~i,fur~;ó~:!~~e~1 1i~0~~~;~~~;:~:e ::~v:~ 
alcohol o aceite,' de 't>tl 'maJ)era que ~ef'or'r{.;..:n:,;. ¡.;;d:de partículas atrapadas 
en la rase Iíquich._.·'·.:. <'.::_.-·::·,.,,: - :.,: --.- ,,.,- .. 

··· .. ;:,;·'; 
,,._,._ ·. - .. • 

• Inmunidad Activa:. Es ·la que ' provoca ·en el individuo una respuesta 

inrnunoIÓgi~a 'C:onsistentee~pecialmente' en la producción de anticuerpos 

específicos ~oni'ra. ~I agente in1'eccioso. Por otra parte las vacunas en general 

son activas durante un tiempo prolongado (7 a 1 O años). 

--------p¡¡:OTOCOLO Y VALIDACIÓN DE UN METODO ANALiTICO PARA CUANTIFICAR 
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íViÁRIANA CASTAÑEÓA ÍiERNANDEZ 

'J'~?'S CON 
FALLA DE ORIGEN DEFINICIONES 

• Inmunidad Pasiva: Es la que se logra mediante la administración de 

anticuerpos específicos, como generalmente están contenidos en el suero 

sanguíneo (antisueros, inrnunosueros o simplemente sueros). Los cuales son de 

poca duración (8 a 12 meses). 

• Intervalo: Concentraciones incluidas ·entre la concentración superior e inferior 

del analito (incluyendo_ estas); ParaJ..S cuales se ha demostrado que el método 

analítico es preciso. exacto· y .lineal. 

• Linearidad: La iineáridad·d;;~-sÍ~tema o método analitico es la habilidad para 

asegurar que l¿~~es'i..iía:.t¿';·a~~íii~osson proporcionales a la concentración de 

la sustancia d~n¡r¿ d~· ~ 'i~t~~;.}() determinado. 

• Marbete: Es la'leye¡:;-éfa':>o·. IeyendaS que todo producto farmacéutico registrado 

en la Secretaria de; S3.Iul:>ridad y Asistencia, debe llevar de acuerdo con los 

requisitos que exigen las diversas disposiciones que dicte dicha Secretaria. 

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

medicamentos o fánnacos. 

• Muestra: Porción del material a evaluar. 

-----p)lárocoLo vvALIDACióN DE UN MF:Tooo ANALÍTICO PARA CUANTIFICAR 
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----~--MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ 

:r•m•T,, so N r 
_fl-..LLA. DE ORIGJ!1JJ ___ D_EFINI __ c_1o_NE_s 

• Muestra Analítica: Es cualquier muestra preparada para su cuantificación, la 

cuál debe de conservar su integridad fisicoquímica. 

• Placebo ó Placebos: Es la preparación con todos los excipientes de. la forma 

farmacéutica, pero sine! principio activo. 

• Placebo adicionado· ó •Placebos adicionados: Es una preparación con todos 

los excipientes .. de_, Ja::· forma farmacéutica más una cantidad conocida del 

principio activ8:. · 

+ Polvo Liofil{~~·c)'.' Es un polvo homogéneo y libre de particulas extrañas, con 

muy baja hume'cÍad-residual. 

+ Precisión: Es_:~{'.griclo de concordl'lncia entre resultados analíticos individuales, 

cuando el p;.j~.;di~Íe~to se aplica repetidamente a diferentes análisis de 

una muestra hm'n~~én~a del producto o de una referencia. La precisión es una 

medida del ~do 'de reproducibilidad y/o repetibilidad del método analítico 

bajo las condi?iones normales de operación. 

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

un análisis. 

PROTOCOLO Y VALIDACIÓN DE uÑ MÉTODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR 
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____________ F~A DE ORIGEN 
MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ ,::;:::;::;::=,,..--.::.,_,;.:.:,::;.,;===::J DEFINICIONES 

• Protocolo: Es·un doc~ento que establece el tipo de pruebas específicas para 

demostrar qui:. ilit:··~roceso da resultados que cumplen con los criterios de 

aceptación pre6stabl~cÍdos de manera consistente . 
. _:_. : . ~. -; : 
. ·,- ·"· 

• Pureza: .Grado ·en eJ C::úalJas materias primas, los productos 'intermedios y a 

granel, está.ri'~xentos d~ material extraño. 

• Repetibilidad:c Es. ·¡;¡:,'preéisión de un método analítico expresado corno la 

concorcfunci~ 6bt~ri¡ci];'entre las determinaciones independiente realizadas bajo 

las mismas ~.;.;di6i6.:i~s cl11isrno equipo, mismos aparatos y técnicas). por un 

solo analista,:'~í ·~Ísrno''día y con determinaciones independientes. 

• Reproducibilici8d ó Precisión Intermedia: Es la variación existente dentro de 

los laboraton;:,s: ~n dif"erentes días, analistas, equipos, etc: 

• Respuesta Iml'lwiológica: Es la presentación de los antígenos al'lte un agente 

extraño al or~ismo. 

• Solución Estándar de Ref"erencia: Solución estándar de concentración 

conocida, ·ql)~.'··''~n validación de métodos se utiliza para analizar las 

muestras y placebos. 

·------¡;RcñüCQü:i'YvÁLIÓÁéÍóNóEí:ÍN-MrtóDOAN'Ai:'iñco PARA CUANTIFICAR 
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DEFINICIONES 

• Solución Stock: Solución concentrada de Ja sustancia de interés·. a partir de la 

cual se preparan otras soluciones (muestras) de menor concentración. 

+ Sustancia ó Estándar de Referencia: Sustancia de uniformidad reconocida 

destinada a utilizarse en comprobaciones analíticas físicas, químicas o 

microbiológicas en el transcurso de las cuales sus propiedades se comparan 

con la sustancia en evaluación. 

• Sustancia ó Estándar de Rererencia Primaria: Sustancia que es reconocida por 

tener la más alta calidad de pureza muy cercana al 100%, cuyas propiedades se 

aceptan sin referencia a otras sustancias. 

• Sustancia ó Estándar de Referencia Secundaria: Sustancia de pureza niá.s baja 

que puede estandarizarse contra una sustancia de referencia print~a> 

.-·-· > .. /":~ 
• Sustancia ó Estándar de Rererencia Interna: Sustancia obtenida.'de materias 

primas de alta calidad farmacopéica y cuyos parámetros se hID:i cc>·mprobado 

mediante análisis efectuados por el propio laboratorio usuario. 

• Td: Es una suspensión estéril, blanca o de color blanco grisáceo de Toxoides 

diftérico y tetánico, adsorbidos sobre hidróxido de aluminio. 

PROTOCOLO y VALIDACIÓN DE uÑ'Mitrooo AÑAiJñcóP'ARA CUANTIFICAR 
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•MAruANA CASTAÑÉDA HERNAÑÍ5EZ 

'r?C'fS CON 
FALLA DE ORIGEN DEFINICIONES 

• Toxina ó Exotoxina: Son agentes bacterianos que producen substancias tóxicas 

de tipo proteíco, estas proteínas son secretadas por las bacterias, Jás ,cuales 

producen las ernennedades o hipertermia. 

• Toxoide ó Anatoxina: Las toxinas se inactivan o se destoxifican mediante el 

empleo de :formaldehfdo y' c~or. pierden su poder tóxico sin perder su 

capacidad de prodll~i,: UI1a ,:esp~esta inmunológica. 

• Vacuna: Se aplica :eL,nombre general de vacunas a todo agente extraño 

capaz de prodt:lciririJri~<lad.activa. especialmente provoca Ja formación de 

anticuerpos e~~~'6íficos ~I ser administrados en el organismo. 

• Validación de·Métodos Arialíticos: Es el proceso por medio del cual queda 

establecido. p0r~estudios experimentales de laboratorio, que Ja capacidad del 

método satisfac~ Jo~ ,:equisitos pal"a las aplicaciones analíticas deseadas. 

PROTOCOLO Y VALIDACIÓN DE UN MÉTÓOO ANALITICO PARA CUANTIFICAR 
LA CAPACIDAD DE ADSORCIÓN DE PROTEiNAS DEL GEL DE HIDRÓXIDO DE ALUMINIO 

DESTINADO PARA LA PRODUCCIÓN DE VACUNAS HUMANAS 
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'FSIS CON j 
f,:":-"-'""'A n:s OR!G:&í~ 1 

MAfu~A CAS~'°'"''"'AND,.........,.EZ="--·-"'--· 
OBJETIVOS 

OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Demostrar experimentalmente . que. el método analítico propuesto, es . . - . 

capaz d~- c~tificar.ia capacidad de adsorción de protein:as del gel de 

hidróxid¿ d6.atumÍJlio ~e~ti~~do '¡,ara Í~ prci'd¿c~ión de ~~cunas humanas, 
_,·-.;'. 

si este es· adeciiacio'para sú propÓsito y ~i .;¡;~¡,1.; ·d.;, numera consistente 

con los crit.;riC>ssd.; ~.;;;¡:>~¿¡¿;:¡;iJ)red.;-t~,:m¡;:¡aci;,'5' ?.U:.. la linearidad del 
- ·.:~«"· 

reproducibilidad)~ exa¿titud y estabilidad ae la 'muestra. 

PROTOCOLO Y VALIDÁCióN DE UN MÉTODO ANALITJCO PARA CUANrÍFJCAR 
LA CAPACIDAD DE ADSORCIÓN DE PROTElNAS DEL GEL DE HIDRÓXIDO DE ALUMINIO 
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"'F~rs CON 
FALLA DE ORIGEN OBJETIVOS 

··~iÁRi'AÑÁCÁSTAÑEDA HERN~EZ-·--~--
_______ __.,. ________ _ 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Elaborar el protocolo de validación para cuantificar Ja capacidad de 

adsorción d ... p~.;teÍi:.~ del gel de hidróxido de alwninio, asegurando que 

indique todÓ~·j6~-·~:querlmientos y parámetros necesarios, asi como sus 

respectiv~s ~riieri¡;s'cie· ~~~tación. 

• Efectuar la .;,s~~~ión del suero de ASH (albúmina séricá. humana) 

como estánc:lai ~6 ~ef-6~e;ti~ii.c interna. 
- . :-·~ 

• Efectuar la estaridariiacÍón del. suero de ASB (aJb(ffi;.Íii~ sérl;:a. bovma) 

como e~~c:lai ·¿g ~ ... fére.'.Cir interna . 
.. 

. ~- -·· .. 
• Efectuar la ~~i~ci~~'c:ió.Í del gel de •hidróxidÓ dé ·a1:;¡~fuio para la 

preparación: cié ·~~e~tras~",·' ···· · · ·. ·· · · ·. < .. '· e:: :< · 
;_;' ... ·-···' : ···- ,-. 

'> ·' .. ·, · .. · ... ' .. ··· ..... ·.;.:>·:·::._ <-<· . ·. ·.· ·: .. <' 
• Proponer un mét6do analiti~~ para cuantificar la capaci&d de adsorción 

de proteína5 .dél gel de cl1idrÓxido de á.Jú~ci desthlaéio para la . . . ' ' ' . . . . ' . 

producción de,vacunas hu~anas, ccimo parte del progi-ama de Validación. 

PROTOCOLO Y VALIDACIÓN DE UN MÉTODO ANALrTICoPARA'CüAÑ'ñFJCAR 
LA CAPACIDAD DE ADSORCIÓN DE PROTEÍNAS DEL GEL DE HIDRÓXIDO DE ALUMINIO 
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T"'t"f.,.e:s CON 
FALLA DE ORIGEN HIPórEsis 

·---------------------~------~--!;;:::~.;:;.;.;;.;:_~_.,.,_;~::..::.::.::.::.:.::....J!-.-~---~~-!!~!.!!~ 
MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ 

HIPÓTESIS 

• La cantidad de proteínas fijados por adsorción sobre el hidróxido de aluminio 

oscila entre 16 a 26mg de ASH/ml. 

• Conforme se·aumenta la concentración de hidróxido de aluminio, mayor será 

la capacidad de adsorción de proteínas. 

• Los resultados analiticos individuales obtenidos experimentalmente en la 

validación del método analítico, cuando el procedimiento. se aplica 

repetidamente, serán gradualmente concordantes contra el V.dÓr d~.refciencia. 

• Los resultados analíticos individuales obtenidos ~xJ<::riniei.tal~ente . en la 

::~~~=ent:~I se:to::nc::=:::· co:=d:i ::l~:~~:~¿j~htD se .•. aplica 
, .. -

• Los resultados analíticos obtenidos e><Í>erimerititlrneni:e en la ,validación del 

método analítico, bajo pequeñas ~ero de!ÍbeÍ-ada!;~ 'niodificaciones de las 
·. . . . .. '. 

condiciones normales de operación, serán gradualmente. reproducibles contra 

el valor de referencia. 

·-----PRó'TCiCOLÓ Y VALIDACIÓN DE UN MÉTODO ANALiTICO PARA CUANTIFJéAA----­
LA CAPACIDAD DE ADSORCIÓN DE PROTEÍNAS DEL GEL DE HlDRÓXlDO DE ALUMlNJO 
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I 
'T'F~IS CON 

I l· ·----A DE ORIGEN 
PROTOCOLO DE VALIDACIÓN 
Determinación de la capacidad de Fecha de Validación: Página: 1 de 20 
adsorción de proteínas del Gel de 
hidróxido de alwninio destinado para 
la producción de vacunas humanas 

1- PROTOCOLO DE VALIDACIÓN DE MÉTODO ANALÍTICO 

Determinación de la capacidad de adsorción de proteínas del gel de hidróxido de 

aluminio destinado para la producción de vacunas humanas. 

1.1 PROPÓSITO 

Comprobar que el método analítico para la Determinación de _la capacidad de 

adsorción de proteínas del gel de hidróxido de aluminio destinado 'para la 

producción de vacunas humanas, es adecuado para su propósito· y, si c~ple de 

manera consistente con los criterios de aceptación predetenniÍtados para 

linearidad y precisión del sistem~ Jin~dad y precisióri del método" (repetibilidad 

y reproducibilidad) exactitud y ~stabiÍiéÍiid di la rnu~stra; 

1.2 ALCANCE 

Este documento aplica en la validación del método analítico para la 

Determinación de la capacidad de adsorción de proteínas del gel. de hidróxido de 

aluminio destinado para la producción de vacunas humanas, como parte del 

programa integral de validación. 

PROTOCOLO Y V ALIDACíc5ÑÓE-UN Mih-ooo ANALÍTICO PARA CUANTIFICAR 
LA CAPACIDAD DE ADSORCIÓN DE PROTEÍNAS DEL GEL DE HIDRÓXIDO DE ALUMINIO 
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l ~SIS CON J 
F .-,..:...~A DE ORIGEN 

PROTOCOLO DE VALIDACIÓN 
Determinación de la capacidad de Fecha de Validación: Página: 2 de 20 
adsorción de proteínas del Gel de 
hidróxido de aluminio destinado para 
Ja producción de vacunas humanas 

1.3 RESPONSABILIDADES 

• Es responsabilidad del Supervisor de Control de Calidad verificar que se 

tengan las condiciones adecuadas durante. el tiempo que tome la validación. 

• Es responsabilidad del Supervisor de ·control de Calidad asegurar la 

disponibilidad del equipo, material, reactiv<:;s·y personal que requieran para la 

validación. · ·. · " " ' 

+ Es responsabilidad del Jef'e dé Con~~l.·de~~C~idad verificar• los .r~sultados 
obtenidos durante el estudio delávaÚcÍa'~ió,:,.':' · .. , 

• Es responsabilidad de los Qllirnicos :'Analistas f: .,j¡c~ció~· ~;f !~ :~dtiVidádes 
-· - .. ·, ,, "f . -. _, ' • ~' 

• ::i;e:::n:b~:i::
0

:;
10

~llp~~~6¡: ~~ cri,;,troi 'de ¿;a~ilici ·Ja eláboi2aciión del 

inf'onne de va11·da·c,·o'n. -. · ':·.' .:>' <':~ " > · · / ,,~: 
,~-<· . 

• Es responsabiÍidad d~ ~e~i~l1iC, de <53Jid~d 13. tom~ de. Ínuestrru; 
-~--~):>·-· 

que se 

requieran. 

• Es responsabilidad :del 'Jef'e 'yfo SuperVisor de Control de' C3Ji~d que. Jos 

instrumentos qLle sé.~~ a us,;; esté~ ¿'3.Jib~dos y el 'equipo que se va a usar 
esté calificado.-~- .. ~ _·::. </-- ;.-_(. · . 

• Es responsabilidBd. ~~1'· ~es'pon:able Sanitario verificar que este protocolo se 

cumpla y dar su aprobación final. 

PROTOCOLO y VALIDACIÓN DE UN MÉTODO ANALmco PARA CUANTIFICAR 
LA CAPACIDAD DE ADSORCIÓN DE PROTEiNAS DEL GEL DE HIDRÓXIDO DE ALUMINIO 
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'T'T.'SIS CON 
F Ai...LA DE ORIGEN 

PROTOCOLO DE VALIDACIÓN 
Determinación de Ja capacidad de Fecha de Validación: Página: 3 de 20 
adsorción de proteínas del Gel de 
hidróxido de aluminio destinado para 
Ja producción de vacunas humanas 

1.4 A TRIBUTOS DE MEDICIÓN 

• Linearidad del Sistema de Medición 

• Precisión del Sistema (Repetibilidad) 

• Linearidad del Método de Medición 

• Exactitud del Método 

• Precisión del Método (Repetibilidad) 

• Precisión del Método (Reproducibilidad) 

• Estabilidad de la muestra analítica del Método 

1.5 REACTIVOS, INSTRUMENTOS, EQUIPOS Y MATERIAL 

Reactivos 

• Agua purificada 

• Gel de hidróxido de aluminio al 3%, S.R. estéril 

• Hidróxido de sodio R.A. 

• Suero de albúmina sérica bovina (ASB) R.A. 

• Suero de albúmina sérica humana (ASH) al 1 0%, S.R. estéril 

• Sulfato de cobre R.A. 

• Tartrato de potasio sódico R.A. 

PROTOCOLO Y VALIDACIÓN DE UN MÉTODO ANALiTICO PARA CUANTIFICAR 
LA CAPACIDAD DE ADSORCIÓN DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDRÓXIDO DE ALUMJN10 
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I TESIS CON 7 
FALLA DE ORIGEN 

-
PROTOCOLO DE VALIDACIÓN 
Determinación de la capacidad de Fecha de Validación: Página:4 de 20 
adsorción de proteínas del Gel de 
hidróxido de aluminio destinado para 
Ja producción de vacunas humanas 

Instrumentos y Equinos 

• Espectro:fotómetro, marca MIL TON ROY, modelo 20C 

• Balanza Analítica, marca CHYO 

• Refrigerador, marca NIETO 

• Centrifuga, marca BECKMAN, modelo TJ-6 

• Baño María. marca GRANT, modelo W-38 

Material 

• Bureta graduada de 5, 1 Oml. 

• Celdas de 1 cm 

• Espátula 

• Gradilla metálica 

• Matraz volumétrico de 25, 50, 1.00, 200 y 250ml. · 

• Perilla 

• Pipeta graduada de 1 Oml, Pipeta volumétriéa de 1, 2 y 5ml. 

• Piseta 

• Termómetro 

• Tubos de ensayo de 15x150mm, Tubos para centrifuga 

• Vaso de precipitado de lOOml, 250ml. 

PRoTOCOLO Y VÁLIDACÍÓÑ DE UN MÉTODO ANALÍTICOPARA CUANTIFICAR 
LA CAPACIDAD DE ADSORCIÓN DE PROTEiNAS DEL GEL DE HIDRÓXIDO DE ALUMINIO 
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TESIS CON 
1 

.. FALLA DE ORIGEN 
PROTOCOLO DE VALIDACIÓN 
Determinación de la capacidad de Fecha de Validación: Página: 5 de 20 
adsorción de proteínas del Gel de 
hidróxido de aluminio destinado para 
la producción de vacunas humanas 

1.6 DESCRIPCIÓN 

El gel de hidróxido de aluminio es un adyuvante que forma parte en la 

formulación de las vacunas humanas, el cuál lleva una carga positiva en presencia 

de electrolitos [Al(OH)3], sin embargo, forma fácilmente complejos con la carga 

total de los aminoácidos, esta característica . esta dada porque el hidróxido de 

aluminio tiene la cualidad de adsorber proteínas. y· _sus· unidades componentes 

(aminoácidos), por lo que las fuerzas de ~:~~~.;iÓn electrostátÍcaS,· sori las 

:~:::;:~·;; ;~: ;:S:z:!:ió:ed:~:?~~nci:'~a.~Z!;;vrrt~!n~~;~:;::::~ 
antígeno, de la presencia de sales e iones y c:IC:l pH éi_C: la méz(:;Já re~UJ¿mte:: . --· ·- -:.":·_-- --- , .. -- ·-· ... , .. 

El método para c~tiflcar01a}ai>~'cr~W de:a~c,f;;ió~;~~ ~_i~t~!~~ d~i gel de 

hidróxido de aluminio, es un método qtÍe~perteriece ~ la categoria rn, que es 

aquella que agrupa. los métodos que mÍderi ca-r:~~eristicas.\.Íe d~si:~pefto de_ las 

materias primas o productos. 

Para esta categoría está indicado evaluar la repetÍbilidad, ·repr~du.;ibilidad y 

estabilidad; sin embargo, considerando que es un métod6 .prÓ~or~'ionado por. el 

proveedor, es necesario evaluar al método, por !O que se. aplicará: el .. estudio 

evaluando la linearidad y precisión del sistema, así como la linearidad del método. 

-----~oTOCOLO Y vAf'.:iÍ>ACióÑñEÚN~OÓ ANALtnCO PARA CUANTIFICAR 
LA CAPACIDAD DE ADSORCIÓN DE PROTEiNAS DEL GEL DE HIDRÓXIDO DE ALUMINJO 
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de Fecha de Validación: 
de 

PROTOCOLO DE VALIDACIÓN 
Determinación de la capacidad 
adsorción de proteínas del Gel 
hidróxido de aluminio destinado 
Ja producción de vacunas humanas 

para 

Página: 6 de 20 

Este método consiste en mezclar una cantidad en exceso conocida de suero 

estándar de albúmina sérica humana con una cantidad conocida de hidróxido de 

aluminio, para que éste adsorba toda la cantidad posible; por lo que el estándar de 

ASH que no sea adsorbida quedará libre y se cuantifica por el método de Biuret, y 

de esta manera nos permite conocer la capacidad de adsorción de proteínas del 

hidróxido de aluminio. 

En el método espectrofotométrico de absorción se basa en la absorbancia de 

una muestra, la cual es.clirec~ente proporcional a la concentración de la muestra 

absorbente, es decir;.irnlica .. cuánta luz se absorbe a una longitud de onda dada. 

La cantidad de · 1.'lz 'q\l;::~bsClrbe la muestra analítica presenta un máximo de 

absorbancia visibJ~};.f5;()1l'lll, es dfrectamente proporcional al color que se 

produce (longitud~~ d., cui~ll.; ~bs?rbi~),de .:olor púrpura. 

El método ).ndica. utilÍ~;~stándar d; ASH, proteína de alto costo, por lo 

que durante la.vá.Jici3t;ióh•se prooará con estándar de ASB que es de.menor costo. 

Si los re~u1i.ici6~ ei-.tre: las dos albúminas son similares, podrá sustituirse la 

ASH por ia'Asa~ 

PROTOCOLO Y VALIDACIÓN DE UN MÉ:TODO ANALiTICO PARA CUANTlFJCAR 
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'JT.;C:IS CON 
1 FALLA DE ORIGEN 

PROTOCOLO DE VALIDACIÓN 
Determinación de la capacidad de Fecha de Validación: Página: 7 de 20 
adsorción de proteínas del Gel de 
hidróxido de aluminio destinado para 
Ja producción de vacunas humanas 

La cantidad de proteínas (mg) adsorbidas por el hidróxido de aluminio (mi) se 

calcula con la siguiente f"ónnula: 

Donde: 

mg ASH/ml = (A St - A Mtal x FD St x C 
A St x FD.Mt x Vol Mta 

A St: Absorbancia de la preparación de la só!Ución estándar 

A Mta: AbsorbanCia de la solución de la muestra 

FD St: Factor de dilución de la preparación del estándar (25) 

FD Mta: Factor de dilución de la preparación de la muestra (25) 

C: Concentración de la solución estándar original en mg/ml 

Vol Mta: Volumen de la muestra utilizado 

PROTOCOLO y VALIDACIÓN DE UN MÉTOOO ANALiTico PAÍ<ÁCüAÑTIFI'"C'Ait-~-­
LA CAPACIDAD DE ADSORCIÓN DE PROTEÍNAS DEL GEL DE HIDRÓXIDO DE ALUMINJO 
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f TI'~!S CON 
1 FALLA DE ORIGEN 

PROTOCOLO DE VALIDACIÓN 
Determinación de Ja capacidad de Fecha de Validación: Página: 8 de 20 
adsorción de proteínas del Gel de 
hidróxido de aluminio destinado para 
la producción de vacunas humanas 

l. 7 PROCEDIMIENTO 

1.7.1 Estandarización del Suero de ASH como Estándar de ReCerencia 

Interna 

El método para la determinación de Ja capacidad de adsorción de proteínas del gel 

de hidróxido de aluminio. es un método espectrofotométrico; por lo que se utiliza 

un estándar de referencia. En este caso no se cuenta con un estándar primario, ni 

secundario de referencia.de suero de albúmina humana, por Jo que será necesario 

estandarizar un su~rc)'~.;·r~f.;rencia. de acuerdo a la FEUM 7ª edición. 

CRITERIO DE ACEPTACIÓN 

La albúmina séri~a· bu.:Oilna, ~standarlzacla . será seleccionada como estándar de 
- '• ., "· - - .. ·-· ·'·-· .' _ .. 

referencia interno debe cumplir con todas las especificaciones. 

En el caso de la determin;!lción de pureza. el C.V. deberá ser :5 1% y en el caso de 

Ja determinación ·de humedad el C.V. deberá ser s 2%. 

PROTOCOLO Y VALIDACIÓN DE UN METODO ANALiTICO PARA CUANTIFICAR 
LA CAPACIDAD DE ADSORCIÓN DE PROTElNAS DEL GEL DE HIDRÓXIDO DE ALUMINlO 
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PROTOCOLO DE VALIDACióN""-r-----­
Oetenninación de la capacidad de Fecha de Validación: Página: 9 de 20 
adsorción de proteínas del Gel de 
hidróxido de aluminio destinado para 
la producción de vacunas humanas 

l. 7.2 Estandarización del Suero de ASB como Estándar de Ref"erencia 

Interna 

El método para la determinación de Ja capacidad de adsorción de proteínas del gel 

de hidróxido de aluminio, es un método que utiliza como referencia suero de 

albúmina human.( ·sin embargo. en la e:.raiuaciÓn· de Ja estabilidad de la muestra se 

evaluará tambié~ coh albifuiin~ b~yiná. Ja ct:mi ~s también fácil de preparar. para 

saber si en in:i mÓrri~~t~ cl~te&iiniid;; .;~· ~~sibI~\u:iÍizar ~a u o~ indistir'.tamente, 

por Jo que será necesllric:> estandar¡zár como sustm'tcia de referencia la albúmina 

bovina a utilizar. d"e ac~erd,;~I~FEUM·7··edición;•. 

CRITERIO DE ACEPTACIÓN. 

La albúmina sédca···bo~~ .: estandarizada será ·seleccionada como estándar de 

referencia internódeb~ c..l~pJir con t~das las especificaciones. 

En el caso de Ja determinación de pureza. el C.V. deberá ser s; · 1 % y en el caso de 

la determinación de humedad el C. V. deberá ser :s; 2%. 

·------¡;¡¡:c;¡.ocor:.c;-YVÁLIDACIÓN DE UN METÓDO ANALtñcÓ PARA CUANTIFICAR 
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TI:STS CON 

1 F.-\.;...LA DE ORIGEN 
PROTOCOLO DE VALIDACIÓN 
Determinación de Ja capacidad de Fecha de Validación: Página: JO de 20 
adsorción de proteínas del Gel de 
hidróxido de aluminio destinado para 
la producción de vacunas humanas 

l. 7.3 Estandarización del Gel de Hidróxido de Aluminio para la preparación 

de muestras 

El gel de hidróxido de aluminio se utilizará a diferentes concentraciones por lo 

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

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

diferentes. El resultado promedio de Jos 20 datos obtenidos será la concentración 

de referencia a utilizar, de acuerdo a la FEUM 7ª edición. 

CRITERIO DE ACEPTACIÓN 

La materia prima .. estandarizada será seleccionada como estándar de referencia 

interno debe cumplir con todas las especificaciones:. 

En el caso de Ja d~t~rmi~~ción cÍepureza. el C.V. deberá ser s 1% y en el caso de 

la determinación de humedad el c. v. deberá ser s 2%. 

PROTOCOLO Y VALIDACIÓN DE UN ME-roOÓÁNALtnco PARA CUANTIFICAR ____ _ 
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PROTOCOLO DE VALIDACIÓN 
Determinación de Ja capacidad de Fecha de Validación: Página: 11 de 20 
adsorción de proteínas del Gel de 
hidróxido de alwninio destinado para 
Ja producción de vacunas humanas 

1.7.4 Preparación del Estándar de Ref"erencia 

• Depositar 1 mi de la solución estándar de ASH con una concentración al 10% 

(1 OOmg/ml) a un matraz volumétrico de 25ml, mezclar y aforar con agua. Esta 

solución contiene una concentración de 4mg/ml de ASH. 

• Pesar exactamente 1 g de estándar de ASB a1 100% a un matraz volumétrico de 

1 Oml, mezclar y afbrar con agua, para obtener una concentración a1 1 0% 

(1 OOmg/ml); transferir una alícuota de 1 mi de esta solución a un matraz 

volumétrico de 25inl; cmezclar y aforar con agua. Esta solución contiene una 

concentración.de 4mg/ml de ASB. 

1-7.5 Preparación ·de la Muestra 

• Depositar 2ml 'de gel de hidróxido de aluminio en un matraz ~olu~étrico de 

25ml, adicionar 1 mi de la solución estándar de ASH con una concentración al 

10% (JOOmg/ml), mezclar y aforar con agua. Esta solución cÓ,:,ti~,:,e U.na 

concentración de 4mg/ml de ASH. - ···· · 

• Pesar exactamente J g de estándar de ASB a1 1 00% a un má~ vol:~inétrico de 

1 Oml, mezclar y aforar con agua. Depositar :imJ de gel : de'; hidrÓ;:ldo de 

aluminio en un matraz volumétrico de 25ml, transferir úna alicuou;¡:d~·:1mJ de · 

esta solución, mezclar y aforar con agua. Esta solución contiene una 

concentración de 4mg/ml de ASB. 
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la producción de vacunas hllDlanas 

1.7.6 Procedimiento 

Posteriormente dejar reposar por 24 . horas en refrigeración con agitación 

esporádica. Centrifugar a 3000rpl11 durante 25 minutos, del sobrenadante 

tomar Sml y depositarlo en un tiibo.· de ensayo, adicionar IOml del 

Reactivo de Biuret, y calentar en baño ll1arla a SOºC durante 1 5 minutos. Enfriar a 

temperatura ambiente. 

Obtener la absorbancia de la preparación de referencia y de la preparación 

de la muestra a la longitud de onda de 540nrn, empleando celdas de I cm y 

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

l. 7. 7 Linearidad del Sistema 

La linearidad de un sistema es la habiÍidad para. asegurar que los resultados 

obtenidos directamente o por medio de · una·. trimsforrnación matemática bien 

definida. son proporcionales a la concentración "Cié. "13. sllsta:ncia dentro de un 

intervalo determinado. 

Se determina· c_onstruyendo una curva de calibración (concentración vs 

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

una misma solución patrón y haciendo el análisis cuando menos por duplicado 

para cada dilución o concentración. 
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TESIS CON , 
FALLA DE ORIGEN 

PROTOCOLO DE VALIDACIÓN 
Determinación de la capacidad de Fecha de Validación: Página: 13 de 20 
adsorción de proteínas del Gel de 
hidróxido de alwninio destinado para 
la producción de vacunas humanas 

El intervalo entre las concentraciones a analizar dependerá del propósito del 

método; deberá estar incluida la concentración seleccionada corno l 00% 

(4mg/ml). 

CRITERIO DE ACEPTACIÓN 

Coeficiente de correlación r<!: 0.99 

Coeficiente de detérminación r2<!: 0.98 

Coeficiente de Variación C.V. :S l.5% 

1.7.8 Linearidad del Método 

Se determina a partir de placebos a_clicionados de cuando menos 3 concentraciones 

diferentes de la sustancia de interés (placebo analítico), cada uno de manera 

independiente, haciendo los anfil'i,~Ís' por triplicado, por un mismo analista en las 

mismas condiciones ':de oP.,ración; , , El margen quedará de acuerdo a las 

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

sobre todo para productos nuevos ya que posteriormente este método será usado 

en la evaluación del proceso de fabricación. 
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PROTOCOLO DE VALIDACIÓN 
Determinación de la capacidad de Fecha de Validación: Página: 14 de 20 
adsorción de proteínas del Gel de 
hidróxido de alwninio destinado para 
la producción de vacunas humanas 

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 correspondiente al 1 00%. 

CRITERIO DE A.CEPTÁCIÓN 

Cantidad adicio~~da:.Ís ¿ii,)Üclad i:.;cup.;,rada: 

Pendiente m"'.1,~d6¡:¡ada··~~ ;;rlge~ b "'O 

Coeficiente de correlación r;;;: 0.99 

Coeficiente de determinación r2;;,, 0.98 

Coeficiente de variación 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 Precisión del Sistema (evaluada como repetibilidad) 

Es el grado de concordancia entre resultados individuales cuando el 

procedimiento se aplica repetidamente a muestras de una solución homogénea. 
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Determinación de Ja capacidad de Fecha de Validación: Página: 15 de 20 
adsorción de proteínas del Gel de 
hidróxido de alwninio destinado para 
la producción de vacunas humanas 

Usualmente se expresa en términos de O.E. o C.V. Se determina el análisis por 

sextuplicado de una misma solución de referencia (una muestra analítica), 

correspondiente al 1 00% establecido en la linearidad del sistema. 

CRITERIO DE ACEPTACIÓN 

Coeficiente de variación C.V. s 3% 

1.7.10 Exactitud del Método 

Es la concordancia entre los valores obtenidos experimentalmente,·y .. el .valor de 

referencia. Se expresa como el porciento de recobro obtenido.~ del. miálisis. de 

muestra a las que se les ha adicionado cantidades conocidas de la ~Uii~é:ia:' 
Emplear en esta prneba los resultados obtenidos en la Iine~d;.;,í';del. método 

de la concentración al 100% (4mg/ml) siempre y cuando':Icis':porée~tajes 
recuperados se calculen en base a la cantidad adicionada. .<;:>·) 

Se determina de cuando menos 6 placebos adicionadc)s :• .de> manera 

independiente, con la cantidad necesaria de la sustancia de int~ré~·i:)~\:,~te~e~ la 

concentración del 100% (4mg/ml), utilizando el método propuesto.,Háciéndo el 

análisis en las mismas condiciones de operación y por el mismo analista. 
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PROTOCOLO DE VALIDACIÓN 
Determinación de la capacidad de Fecha de Validación: Página: 16 de 20 
adsorción de proteínas del Gel de 
hidróxido de aluminio destinado para 
la producción de vacunas humanas 

CRITERIO DE ACEPTACIÓN 

TABLA J. El porciento de recobro y el C. V. deberán estar de acuerdo con los siguientes 

métodos propuestos. 

~1~f[;f~~~~!~~1:.ii1t~~~;¡ ,f:~'1~t :?~' 
Cromatográficos 98- 102% s 2 °/ó 

Titrimétricos 98- 102% :s;;2% 

Químicos y Espectrof"otométricos 97- 103% S3% 

1.7.11 Precisión del Método (Repetibilidad y Reproducibilidad) 

Es el grado de concordancia entre resultados analíticos individuales, cuando el 

procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos de una muestra 

homogénea del producto. 

La precisión del método se evalúa determinando la Precisión Intermedia ó 

Reproducibilidad yÍo Repetibilidad del método analítico bajo las condiciones 

normales de operación. 
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PROTOCOLO DE VALIDACIÓN 
Determinación de la capacidad de Fecha de Validación: Página: l 7 de 20 
adsorción de proteínas del Gel de 
hidróxido de aluminio destinado para 
la producción de vacunas humanas 

1.7.11.J Reproducibilidad ó Precisión Intermedia 

Se determina de una muestra homogénea del producto cercana al 100% (4mg/ml) 

de la concentración teórica, analizada cuando menos por dos analistas, en dos días 

dilerentes y por triplicado. 

1.7.lJ.2 Repetibilidad 

Se determina analizando un mínimo de 9 muestras, _que abarquen .el intervalo _del 

método, es decir 3 concentraciones/3 análisis de cada una (linearÍdad_del método). 

ó también se determina analizando un mínimo de 6 muestras al 100% (4rng/rnl) 

de Ja concentración de prueba. 

CRITERIO DE ACEPTACIÓN 

TABLA 2. El C. V. debe cwnplir con los siguientes criterios. 

- . 
RepellbllldMI . 

Cromatográficos S2% 

Químicos y Espectrofotométricos :53 % S2% 
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TESIS CON 

l FALLA DE ORIGEN 
PROTOCOLO DE VALIDACIÓN 
Determinación de la capacidad de Fecha de Validación: Página: 18 de 20 
adsorción de proteínas del Gel de 
hidróxido de aluminio destinado para 
la producción de vacunas hwnanas 

l. 7.12 Estabilidad de la muestra analítica del Método 

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

análisis de la misma muestra., bajo pequeñas pero deliberadas modificaciones de 

las condiciones normales de operación; tales corno di:ferentes temperaturas, 

analistas, dias, lotes de reactivos. condiciones ambientales, tipos de empaque, etc. 

Se determina mediante la comparación de los resultados de los análisis 

iniciales de 3 muestras con los obtenidos en di:ferentes condiciones. 

CRITERIO DE ACEPTACIÓN 

La muestra se establece si el I.C. para la dif"erencia de la media de los resultados 

de la muestra co"'>~c:i~p~cto a la media del análisis iniciarfricluye el valor de cero 

y/o la magnitud. del ·~.fecto no exceda los siguientes porcentaj.es con respecto al 

100% (4rng/rnl). 

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

Cromatográficos ±2% 

Titrimétricos ±2% 

Químicos y Espectrof'otométricos ±3% 
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PROTOCOLO DE VALIDACIÓN 
Determinación de la capacidad de Fecha de Validación: Página: 19 de 20 
adsorción de proteínas del Gel de 
hidróxido de aluminio destinado para 
la producción de vacunas humanas 

1.8 DOCUMENTACIÓN APLICABLE 

• Método de Determinación de la capacidad de adsorción de proteínas del gel de 

hidróxido de aluminio destinado para la producción de vacunas humanas 

• Copia de los certificados.,de .calibración del Espectrofotómetro 

• Copia de los informes de calibración de la Balanza Analítica 

• Copia de Jos i~fo~es de calibración de la Bureta Graduada 

1.9 CRITERIOS DE ACEPTACIÓN 

TABLA 4. El método debe cumplir con las siguientes determinaciones. 

LINEAR/DAD DEL SISTEMA 

LINEAR/DAD DEL MÉTODO 

Coeficiente de correlación r 2: 0.99 

Coeficiente de detenninación r2 2: 0.98 

Coeficiente de v¿wjación CV ,; 1.5 

Pendiente (m) ~ 1 

Ordenada (b) ~ O 

Coeficiente de detenninación r2 2: 0.98 

Coeficiente de v¿wjación CV s 3.0; de 
acuerdo a la naturaleza de la muestra, el CV 
puede incrementarse (1% más) 
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PROTOCOLO DE VALIDACIÓN 
Determinación de la capacidad de Fecha de Validación: Página: 20 de 20 
adsorción de proteínas del Gel de 
hidróxido de aluminio destinado para 
la producción de vacunas humanas 

TABLA 4. Continuación. 

PRECISIÓN DEL SISTEMA Coeficiente de variación CV s 1.5 

PRECISIÓN DEL MÉTODO 
• Repeübilidad • Coeficiente de correlación r;;,, 0.99 

Coeficiente de detenninación r2;;,, 0.98 

Coeficiente de variación CV s 3.0 

• Reproducibilidad • Coeficiente de variación CV s 3.0 

EXACTITUD DEL MÉTODO Coeficiente de variación CV s 3.0 

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA 
Porciento de recobro 97 - 103% ANALiTICA DEL MÉTODO 

Fin del Protocolo de Método Analítico 
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PARTE TEÓRICO 

2. PARTE TEÓRICO 

2.1 GENERALIDADES DE ADYUVANTES 

Uno de los primeros adyuvantes. desarrollado por Freund hace más de 50 años, el 

cual está compuesto por una emulsión de aceite en agua con micobacterias muertas 

(adyuvante de Freund). que no se ha llegado a utilizar, en la . práctica clínica. Sin 

embargo. el adyuvante sin las micobacterias se usó en la . ..'racünación ' antigripal · 

en el Reino Unido. En la actualidad. los únicos adyuvant~s qtiese,utiJ~:sc:m los 

compuestos de aluminio (hidróxido de aluminio y/o f('.);:fa~ódJ·ii]¡;.:t;i;..'i;;).;~ 

j ·'' 

De acuerdo ala FEUM. la OMS y la FD~ so~ pennisiblés eantidades no 

mayores de l.Smg de hidrÓxido de alumÍnio p~r dosii:a~ ~~~~}0 ' 
,, .. -:~ 

'··'·/·:o;:}.~·, /~-~~~.-~. 

El criterio más importante,, sin ·l~gar 'a >'ci.:i~> para la elección de un 

adyuvante destinado a vacunas humanas és la biosegun~d:y. en la actualidad, los 

únicos adyuvantes permitidos para .:iso hum~o son loi cor~puestos de aluminio. 13 

pero existen otros adyuvantes, algunos de los cuaJes están en fase de evaluación 

como los componentes bacterianos naturales y sintéticos. 19 
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PARTE TEÓRICO 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

GENERALIDADES DE ADYUVANTES 
·~~~~--~~~~-------

El índice de sedimentación del hidróxido de aluminio diluido a una concentración 

de 6mglmi; es grandemente superior al resto de los adyuvantes comerciales 

compuesto~·de -31.:.niinio. La estabilidad del gel y la resugpendabilidad de las 

vacunas q.;e eontieneh. el hidróxido de aluminio siguen siendo satisfactorias incluso 

durante p¡;riodc:;;¡·mu'y;Iargos del excedente (3-4 años) a temperatura ambiente. La 

estabili~d-,del ;i'~1{h:?~.t'íb~go, es afectada seriamente si se somete a congelación, 

ya que puéd.;d~striiir~o'~~,;te su naturaleza. 9 

':'.>;; 

Las vacunas' h~~~- c'onstan de antígenos fijados por adsorción sobre 

compuestos de_ 31~iri_¡o~19 ~ s~;-J?rindpal_ ventaja es la de cuantificar con mayor 

facilidad su ~ont.;iiid:C> aritigériicci1 3(j¡;i:Ilás la vacuna tiene buena estabilidad. 9 

Las fue=s de a~c~i~ll ~l~~o~~~c~. ~~.las respon5ables de la adsorción 

de los antígenos a l~s ~dY.i~t~~ ~u~"_;!;:;~~i.n~n ai.:.mi~io,2 esta característica esta 

dada porque el hicliÓxido_'de'.~~inÍ~ ti~n.; fa ~llalidad de adsorber proteínas 

y sus unidades c~ii;~ohenf~i (~~~ágicÍo~j ya qu.;, lleva una carga positiva en 
,-.:-.:· 

presencia de eleé::trolitos" [Al(OH)3], - sm embargo, . forma fácilmente complejos 

con la carga total d~ los aminoácidos.9
, El' grado de adsorción depende de la 

naturaleza y la concentración del antígeno, de la presencia de sales e iones y del pH 

de la mezcla resultante. 15 
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2.1.l Adyuvantes por Inmunización 

Los adyuvantes de aluminio actúan mediante tres mecanism~s: 19 . 

l. Mantienen al antígeno atrapado en el sitio de la· administración de la vacuna, 

permitiendo un estimulo inmune prolongado .. 

II. Retarda Ja li}>eración masiva del antigenopor periodo:5 máslargos, que podría 

dar Jugar a la ~oleran~ia inm~e. y c~u;;m.~a re~~~e~l~fl~at~ri~ local que 

atrae a macróf".igós y a otras cé1u1;IB pres.,"lltado.;s d~ ~tigenos (CPA). 

JII. Aumentan la respuesta inmunológica al trall~pÓrurry 1¡1:><onu- lentamente 

antígenos esp~íficos. 
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PARTE TEÓRICO 
CARACTERÍSTICAS DE LA MATERIA PRIMA 

2.2 CÁRÁCTERÍSTICAS DE LA MATERIA PRIMA 

2.2.l Nombre Químico de la Materia Prima 

Aluminio, hidróxido de, gel 

2.2.2 Fórmula Química Desarrollada 

Al(OH)3 

2.2.3 Fórmula Química Condensada 

AIH3Ü3 P.M. 78.00 

2.2.4 Conservación 

En envases bien cerrados. 
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PARTE TEÓRICO 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

•MARÍANA CASTANEDA HERNANDEZ 

2.3 GENERALIDADES DE PROTEÍNAS 

GENERALIDADES DE PROTEÍNAS 

Las protéinas y sus unidades componentes (aminoácidos) se fijan fácilmente por 

adsorciónsobre el hidróxido de aluminio para formar complejos. Estos complejos. 

son estas :· mismas adsorciones. o sea. la unión proteína-adyuvante, y su 
·~ . . 

esp=ificidad es détenninada por el tipo de aminoácido. ya que los aminoácidos se 

dividen por:s~ c:aJ"ga total.9 

Como los Toxoides (DPT y Td) . son adsorbidos con _el hidróxido de 

aluminio. de acuerdo con la FEUM 7ª Edición, indiéa que el gel .de hidróxido de 

aluminio esta contenido a una concentración del 0.3% en el producto terminado. 

por lo que se establece un intervalo de concentradones en el que el hidróxido de 

aluminio será adecuado para su capacidad de adsorción ··como materia prima y 

como ingrediente en producto. terminado. por lo que este método utiliza una 

cantidad conocida de suero estándar de ASH. por .. lo que se utilizará como 

simulador del Toxoide. 

La albúmina sérica'_humana (ASH) se expende en frascos y contiene 50ml. 

equivalente al 20% p/vd;;·si:i;;ré, de ASH. contiene no más de 14mg de sodio como 

impureza por gramo de ,;.¡bÚIIlina sérica. 
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PARTE TEÓRICO 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

GENERALIDADES DE PROTEINAS 
•MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ 

La albúmina sérica bovina se expende en frascos, contiene Sg de polvo liofilizado 

equivalente al 97% de ASB pura. Disolver el liofilizado con Sml de agua purificada 

para obtener una concentración final de 970mg/ml de suero de ASB. agitar hasta 

disolver. La solución debe ser transparente y libre de particulas visibles. 

2.3.1 Algunas Aplicaciones: Adsorción Adyuvante-Proteína9 

ÁCIDO GLUTÁMICO: 

Este aminoácido es fuertemente 

ácido. por lo que esta cargado 

negativamente. 

Como el hidróxido de aluminio no adsorbe proteínas especificas, éste adyuvante 

forma :fácilmente complejos con las cargas totales de esta proteína. -
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~SIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

0

MAR1ANA CASTANEDA HERNAÑDEZ 

ARGININA: 

Este aminoácido es 

fuertemente básico, por 

lo que esta cargado 

positivamente. 

GENERALIDADES DE PROTEíNAS 

COLINA: 

Este aminoácido es fuertemente 

básico, por lo que esta cargado 

positivamente. 

Estos aminoácidos se fijan fácilmente por adsorción sobre el hidróxido de 

aluminio, con sus cargas totales. 

PRoTOCOLOv'VAL""'róÁcÍÓN DE UN MÉTODO ANALÍTICO PARA CUANTIFICAR 
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'f'l?SIS CO.W 
F~~ ..... ..:..A DE ORIGEN IDACIÓN DEL MÉTODO ANALiTICO 

PARTE TEÓRICO 

MARIAÑA CASTANEDA HERNANDEZ 

2.5 VALIDACÍóN DEL MÉTODO ANALÍTICO 

La validación· de. un método analítico es el proceso por el cual se establece por 

estudios de laboratorio; _qÍ.Jc0 el desarrollo de las características del método, reúnen 

los requerimientos/de '1~ .. :apJÚ:acfones analíticas que son Iinearidad, exactitud, 

precisión (repetíbilid.id; r~proclucibilidád) y especificidad. 

2.5. I Parámetros a Evaluar. 

• Linearidad del .Sistema 

• Precisión del Sistema: Repetíbilidad 

• Linearidad del Método 

• Exactitud del Método . 

• Precisión del Método:. Répetibilidad 

• Precisión del Método: Reéod:ucibilidad (Precisión Intermedia) 

• Estabilidad de Ja Muestra Analítica del Método 
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PARTE TEÓRICO 

,~~-:---~~~~~~-"""> 

TI:SIS CON I 
Ffa.LLA DE ORIGEN 

VALIDACIÓN DEL MÉTODO ANALITJCO 
MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ 

2.5.2 Diagrama de Flujo 

Diagrama de pasos para la Validación de un método analítico. 

Determinar 
la linearidad 
del sistema 

MÉTODO 
ANALÍTICO 
VALIDADO. 

Revisar el 
método 

analítjco 
propuesto y 
realizar las 

modificaciones 
necesarias 
para evitar 

interferencias 

Determinar 
la exactitud 
y precisión 
intermedia 
del método 

s; Determinar 
la precisión 
del sistema 
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PARTE TEÓRICO 

~SIS CON 
F.ALLA DE ORIGEN 

ARGININA: 

Este aminoácido es 

fuertemente básico, por 

lo que esta cargado 

positivamente. 

GENERALIDADES DE PROTEÍNAS -------

COLINA: 

Este aminoácido es fuertemente 

básico, por lo que esta cargado 

positivamente. 

Estos aminoácidos se fijan fácilmente por adsorción sobre el hidróxido de 

aluminio. con sus cargas totales. 
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'f'li'SIS CON 
PARTE_TE~Ó:..RJ-:-C~º==o:":"~EF~:~'i'·~....__~.._:!.'·-!:'A_D_E__;O;.;RI;:.;;;,:.;;G~E;;;,• ;,N;,,,;:~~ID~A~C:;:l:::;:Ó::;:N,,!D;:,:EL;,:;,.:METO;;:;. DO ANALÍTICO 
"MARíANA CASTANEDA HERNANDEZ 

2.5 VALIDACIÓN DEL MÉTODO ANALÍTICO 

. . . . 

La valicfación de ·un método analítico es el proceso por el cual se establece por 

estudios de laboratorio.· que el desarrollo de las caracteristicas del método. reúnen 

los requerimientos .. d~ ·las, aplicaciones analiticas que son linearidad, exactitud, 

precisión. (repetibilidacl, repr6ducibilidad) y especificidad. 

2.5. l Parámetros a Evaluar 

• Linearidad del Sistema 

• Precisión del Sistema: Repetibilid3d 

• Linearidad del Método 

• Exactitud del Método 

• Precisión del Método: . · Repetibilidad 

• Precisión del Método: Reproducibilidad (Precisión Intermedia) 

• Estabilidad de la Muestra Analitica del Método 

PROTOCOLO y VALIDACIÓN DE UN MÉTOOO ANALtTICOPARA cuANTiiicAR ---­
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PARTE TEÓRICO 

TI:SIS CON I 
Ff:..LLA DE ORIGEN 

VALIDACIÓN DEL MÉTODO ANALÍTICO 
MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ 

2.5.2 Diagrama de Flujo 

Diagrama de pasos para la Validación de un método. analítico. 

Revisar el 
método 

analítico 
propuesto y 
realizar las 

modificaciones 
necesarias 
para evitar 

interf"erencias 

Determinar 
la exactitud 
y precisión 
intermedia 
del método 

s; Determinar 
la precisión 
del sistema 
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PARTE EXPERIMENTAL 

TESI.C: CON 
FA¡.LA DE ORIGEN 

·----~ --MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ 

3. PARTE EXPERIMENTAL 

3.1 VALORACIÓN 

3.1.1 Reactivos, Material, Instrumentos y Equipos 

Reactivos 

• Acetato de amonio R.A. 

• Ácido acético al 97%, S.R. 

• Ácido bórico R.A. 

• Ácido clorhídrico al 98%, S.R. 

• Ácido sulfürico al 97%, S.R._ 

• Ácido tricloroacético R.A. 

• Agua purificada 

VALORACIÓN 

• Albúmina sérica humana (ASH) y albúmina sérica_ bovina (ASB) estéril 

• Ditizona R.A. 

• Etanol absoluto al 96%, S.R. · 

• Etilendiarnino tetra-acetato de ~()di~ (EDTA) R.A. 

• Gel de hidróxido de aluminio al 3%, S.R. estéril 

• Hidróxido de sodio R.A. 

• Indicador de. tashiro (azul de metileno-rojo de metilo) R.A. 

• Sulfato de cobre R.A. 

• Sulfato de potasio R.A. 
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PARTE EXPERIMENTAL 

TF.SI~ CON I 
FALLA DE ORIGEN 

VALORACJÓN 
MARlANA CASTANEDA HERNANDEZ 

Material 

• Bureta graduada de 5, 1 O, 50ml. 

• Embudo de tallo corto 

• Espátula 

• Magnetos 

• Matraz Kjeldahl de 1 OOml. 

• Matraz volumétrico de 25 y 50ml. 

• Matraz Erlenmeyer de 250ml. 

• Papel Whatman No. 5 

• Parrilla eléctrica con agitación 

• Perilla 

• Perlas de vidrio 

• Pipeta volumétrica de 2, 8 y 1 Oml. 

• Pipeta graduada de 1 Oml. 

• Piseta 

• Soporte universal 

Instrumentos y Equipos 

• Balanza Analítica,' 'marda CHYO 

• Refrigerador, ni~c;;~TO 
• MicrodestÚ~d¡;r/l'il;.i~l'iLABCONCO, modelo 65000 

• Parrilla eléctri~~ c~n 5 quemadores 
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PARTE EXPERIMENTAL 

MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ 

IT.':'IS CON 
FAi..LA DE ORIGEN 

VALORACIÓN 

3.1.2 Estandarización del Suero de ASH como Estándar de Ref"erencia 

Interna 

El método para la determinación de .la capacidad de adsorción de proteínas del gel 

de hidróxido de alllDlinio, es un método. espectrofÓtométrico; por lo que se utiliza 

un· estándar de referencia. En esté caso no se cuenta· con un estándar primario, ni 

secundario de referencia de suero de ·albúmina humana, por lo que será necesario 

estandarizar un suero de referencia, de acuerdo a la FEUM 7ª ediéión. 

CRITERIO DE ACEPTACIÓN 

La albúmina sérica humana estandarizada será seleccionada como estándar de 

referencia interno debe cumplir con todas las especificaciones. 

En el caso de la determinación de pureza, el C.V. deberá ser S 1 % y en el caso de 

la determinación de humedad el C.V. deberá ser s 2%. 
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3.1.2.1 DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS 

3.1.2.1.1 Determinación de Nitrógeno Total 

Preparar ~a·solución stock de Ja muestra por analizar, a una dilución de 2:25. 

Depositar en' un ·matraz Kjeldahl de IOOml, 2ml de Ja soluciórÍstock: Agregar 

1 g de uná'~~:Zcia. Ó:9) de sulfato de cobre y sulfato de potasio. Adicionar 2ml de 

ácido sultUrúi6~6~~~ntrado. Depositar en el matraz algunas perlas de vidrio para 

evitar prC>~:~6i6~~s.: Someter la muestra a ca1entamiento, aumentando la 

temperafuci~~él~;iiiii~.iite'hasta, alcanzar la abullición y mantener esta última 

constante. DigerirJ,'C>l-Io.irienos durante una hora. hasta que la solución presente 

un color verde.cliu-~'y~.;Js¡~'¡;j~ t~ta) de sustancias carbonizadas. Dejar enfriar a 

temperatura ambi_é~~~::·~:~po~i!af:.1a'inuestra cuantitativamente a un destilador por 

arrastre de vapC,r:~ ~r6.iec:J~;·~ Jadestilación, adicionando 1 Sml de hidróxido de 

sodio al 40% nif"~R:~6jl;i;'~i'~e~iil~~o en un matraz Erlenmeyer que contenga Sml 

de solución de ácld6-;bÓiÍ~~ á) 4% m/v, adicionada de un indicador que vire en el 

intervalo de pH e~;e,3ji~: Cb,Jectar aproximadamente 75ml del destilado. 

Titular con s~JÜ~i6~ '~}C,i'.a'da O.OSN de ácido clorhídrico usando unas gotas. de 

indicador de T~ltlrC:i, h~ta vire del indicador a un ligero color rosa. 

Paralelamente, corr~'/un,bl~co de reactivos, cuyo consumo de ácido clorhídrico 

debe restarse al consumo del problema. 
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PARTE EXPERIMENrAL 

°MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ 

~':!TC! ~ON 

F1:..:LA DE ORIGEN 

, .- , ... _.· - .· .. · 
3.1.2.1.2 Det!rminación de Nitrógeno.No Proteico 

' ' 

VALORACIÓN 

Depositar en: un ·matraz: vol~étrico . de 25ml, 5ml de muestra y aforar con 

ácido tricloré.~cétÍ~o ~ ;5% m/v. :Mezéiar y dejar reposar l O minutos. Centrifugar 

o filtrar ~ºll p+~l Wbatman No.5 ~ara eliminar el precipitad(): ~u~< s~ forma. 

Tomar 2Ínl déÍ sobrenadante y pasarlos a un matraz Kjeldahl de IOOm.LAgregar 

1 g de una:m~zcla · (l :9) de sulfato d~ cobre y sulfato de potasio. Adici6n~ 2mi de 

ácido sulfüriéo concentrado~ Depositar en ~l ~atraz algunas perli.s d;, '.\'idrio para 

evitar proyecciones~ Someter la muestra ª·- calentamienici;/~~e'~tando la 

temperatura gradualmente hasta alcanzar Ja· abullición -y mantener esta última 

constante. Digerir por lo menos durante ilna hor;.. ha:Sta que· 1a:-·s'c>lu:cié>n: -presente 

un color verde claro y ausencia total de su5taiicias -ca'rboniz.i_~: D~jar enfriar a 

temperatura ambiente. Depositar Ja muestra cuantitativamente_ a un _destilador por 

arrastre de vapor y proceder a la destilación, adicionando 15ml :de hidróxido de 

sodio al 40% rn/v. Recibir el destilado en un matraz Erl~~~ye'i ~~e contenga 5ml 

de solución de ácido bórico al 4% rn/v, adicionada de uri in~ic~dor que vire en el 

intervalo de pH entre 3 y 7. Colectar aproximadamente 7Sml del d~;tilado. 
Titular con solución valorada 0.05N de ácido clorhidrico usand~ unas gotas de 

indicador de Tashiro, hasta vire del indicador - a un ligero- color rosa. 

Paralelamente, correr un blanco de reactivos, cuyo consumo de ácido clorhidrico 

debe restarse al consumo del problema. 
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'T""".'T~ r<QN 
PARTE EXPERIMENTAL f ....... ._A DE ORIGEN VALORACIÓN 

MARiAÑACASTANEDAHERN EZ 

CÁLCULOS 

Nitrógeno_ Total. _ 

Un mililitro de solución 0.05N de ácido clorhídrico, equivale a 0.7005mg de 

nitrógeno y a 4;3765mg de proteí11a (N x 6.25). 

Nitrógeno No Prot~ico. 

g de Nitrógeno no 
proteíco/l OOml -

mi de HCI consumidos x N del HCI x 0.014 x 25 x 100 
- · nil de muestra x 5 

Para obtener el contenid() d;,, proteínas.de.una muestra que conti;,,ne nitrógeno no 

proteico, aplicar la'fórm~Ia siguiente: 

g de proteínas/1 OOml = [(g N 2 totaVI OOml) - (g N 2 no proteíco/l OOm_I)] x 6.25 
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PARTE EXPERIMENTAL 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

MARIANA CASTANEDA HERNÁÑDEZ 

VALORACIÓN 

3.1.3 Estandarización del Suero de ASB como Estándar de Referencia 

Interna 

El método para la determinación de la capacidad de 
0

adsoréión de proteinas del gel 

de hidróxido de aluminio, es un método que utiÍiza,:c~IIlº reforencia suero de 

albúmina humana, sin embargo, én la evaJuá¡:,ión 'oe I~ estabilidad de la muestra se 

evaluará también con albúmina bovina:. fa"éuá{es iariibién f"ácil de preparar, para 

saber si en un momento determÍnS:ció'e~ ~siblei1ti!Í~,unau otra indistintamente, 

por lo que será neces~o estan~ C:6~~. shS~cia 'cie .. ~eforencia. fa albúmina 

bovina a utilizar, de acuerdo a la FElJ1vL7ª edición. 

CRITERIO DE ACEPTACIÓN 

La albúmina sérica bovina estandarizada será seleccionada como estándar de 

referencia interno debe cuinplircon todas Ia.5 especificaciones. 

En el caso de la det~~i~~Ción ~~ pureza. el. C.V. deberá ser :S 1 % y en el caso de ·- "". 

la determinación de humedad el C. V. deberá ser s 2%. 
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PARTE EXPERIMENTAL 
VALORACIÓN 

MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ 

3.I.3.1 DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS 

3.1.3.1.1 Deté.:m.inaciÓ~ de Nitrógeno .Ton:.. 

Realizar la técni.;~·c:C>mb se_.:;ricuentraindicá.da en el punto 3.1 .2.1 .1 

3.1.3.1.2 Determinil~lón .de ~j~(;g;,no .No Pr~teico 
Realizar la técni~a~~~c(s~ .:;1i.;i.ielltra iridicada én.el punto 3.1.2.1.2 
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PARTE EXPERIMENTAL 

MARIANA CASTANEDA HERNÁÑDEZ 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

VALORACIÓI;! 

3.1.4 Estandarización del Gel de Hidróxido de Aluminio para la preparación 

de muestras 

El gel de hidróxido de aluminio se utilizará a dif"erentes concentraciones por lo 

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

por lo que será necesario .realizar el ensayo por quintuplicado por cuatro analistas 

dif"erentes. El resultado promedio de los 20 datos obtenidos será la concentración 

de referencia a utilizar, de acuerdo a la FEUM 7ª edición .. 

CRITERIO DE ACEPTACIÓN 

La materia prima estandarizada será . seleccionada como estándar de referencia 

interno debe cumplir con .tÓclaS las especificaciones. 

En el caso de la determinación de pureza, el C. V. deberá ser s; 1 % y en el caso de 

la determinación de humedad el C.V. deberá ser s; 2%. 
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PARTE EXPERIMENTAL 
TESI~ CON 

FALLA DE_ORIGfili. 
~M"AR.J-AN--A-C_AS_T_AÑE°ÓÁí'iÉR.Ni'Aí;:ji'5EEZ::f'""~~~~ ..... ...,,:::=::::;::;::::::::::::::j 

3.1.4.1 Determinación de Hidróxido de Aluminio 

VALORACIÓN -----------

Agitar bien . la n:i_uestra y transferir 20ml a un matraz Erlenmeyer de 250rnl, 

adicionar 25ml de EDTA disódico O.IM y IOml de una mezcla de .volúinenes 

iguales de solución 15.5% inlv de· acetato de amonio y ácÍdo. acético 2M. 

Calentar a ebullición durante 2 minutos, .,'nfriar y agregar 50rnl de . .;t~ol. absoluto 

y 3ml de una solución recien;emente preparada al . 0.02S% · rit!v <l.,' di tizona 

en etanol absoluto. Titular· el .,'xce~C.. ci~· EDT A.· disódico .. con . solución 0.1 M de 

sulfato de zinc hasta que h~ya un cambl(, de~) v.,'rd()~~ a viol~ta ;ojizo. 

CÁLCULOS 

Cada mililitro de la solución O.IM de EDTA disódico equivale a 0.0078g de 

hidróxido de aluminio. 
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PARTE EXPERIMENrAL 
ESPECIFICACIONES DE LA MATERIA PRIMA 

'MÑÜANA CASTANEDA HERNANDEZ 

3.2 ESPECIFICACIONES DE LA MATERIA PRIMA 

TABLA s. Especificaciones de la materia prima. 

t~~::º:1f»í!4~1:~:x~-r:~~ t:J,f~~~~~·9~(:~,:~ 

DESCRIPCIÓN 

ENSAYOS DE IDENTIDAD 

pH 

CLORUROS 

SULFATOS 

ARSÉNICO 

METALES PESADOS 

CAPACIDAD 
NEUTRALIZADORA DE ACIDO 

LIMITES MICROBIANOS 

VALORACIÓN 

CAPACIDAD DE ADSORCIÓN 
DE PROTEINAS 

Suspensión blanca, viscosa. Al 
mantenerse en reposo pueden 

separarse en pequeí'las 
cantidades de liquido 

A) Positiva 
8) Positiva 

Entre 5.5 y a.o 
Máximo4.7% 

Máximo0.8% 

Máximo 10ppm 

Máximo 8.3ppm 

Minimo 65% 

Ausencia de E. coli. La cuenta 
total de microorganismos 
aerobios no es mayor de 

100UFClml 

De 2.91 a 3.21% plp 

De 16 a 26mg de ASH/ml 

La técnica se sigue de acuerdo a la FEUM 7ª edición. 
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PARTE EXPERIMENTAL 
ESPECIFICACIONES DE LA MATERIA P~ 

3.2.1 MÉTODO ANALÍTICO 

3.2.1.1 Reactivos, Material, Instrumentos y Equipos 

Reactivos 

• Acetato de amonio R.A. 

• Ácido clorhídrico al 9_8%, S.Rc 

• Ácido nítrico al 98%, S.R. 

• Ácido sulfiirico al 97%, S.R. 

• Agua purificada 

• Cromato de potasio R.A. 

• Etanol absoluto al 96%, S.R. 

• Etilendiamino tetra-acetato.de sod_io (EDTA) R.A. 

• Gel de hidróxido de aluminio aÍ 3%, S.R. estéril 

• Hidróxido de amonio R:A. 

• Hidróxido de calcio R.A. 

• Hidróxido de sodio R.A. 

• Nitrato de plata R.A: 

• Sulfato de zinc R.A. 

• Sulfuro de hidrógeno R.A. 

• Sulfuro de sodio R.A. 

• Trióxido de arsénico R.A. 
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PARTE EXPERIMENTAL 
ESPECIFICACIONES DE LA MATERIA PRIMA 

Material 

• Aparato para la determinación de arsénico 

• Asa estéril 

• Bureta graduada de 1 Oml, 50ml. 

• Cajas de petri 

• Cápsula de porcelana 

• Desecador 

• Embudo de tallo corto 

• Espátula 

• Gradilla metálica 

• Matraz Erlenmeyer de 50 y 250ml. 

• Matraz volumétrico de 25, 50 y 1 OOOml. 

• Mechero 

• Mortero con pistilo 

• Papel filtro, papel tornasol 

• Parrilla eléctrica 

• Perilla 

• Pipeta graduada de l, 5 y 1 Oml. 

• Pipeta volumétrica de 1, 2 y 5ml. 

• Piseta 

• Tubo Nessler 

• Tubos de ensayo de 15xl50mm 

• Tubos de 1 cm 
PROTOCOLÓ y VALIDACIÓN DE UN METODO ANALtnco PARA CUANTIFICAR 

LA CAPACIDAD DE ADSORCIÓN DE PROTEINAS DEL GEL DE HIDRÓXIDO DE ALUMINIO 

DESTINADO PARA LA PRODUCCIÓN DE VAC r--HUMAN=":=~AS=-=-------­- 58-

TESIS CON I 
FALLA DE __ ORIGEN 



PARTE EXPERIMENTAL 
ESPECIFICACIONES DE LA MATERJA PRIMA 

MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ 

Medios de Cultivo 

• Medio caldo lactosado, BIOXON 

• Medio caldo selenito-cisteína. BIOXON 

• Medio caldo tetrationato, BIOXON 

• Medio Agar Levine Azul de Metileno y/o Agar MéConkey, BIOXON 

Instrumento y Equipo 

• Espectrofotómetro, marca MJLTON ROY, modelo 20C 

• Balanza Analitica. marca CHYO 

• Refrigerador, marca NIETO 

• Centrifuga. marca BECKMAN, modelo TJ-6 

• Baño Maria, marca GRANT, modelo W-38 

• Estufa, marca ISHER SCIENTIFIC, modelo 630G 

3.2.1.2 DESCRIPCIÓN 

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

pequeñas cantidades de liquido. 
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ESPECIFICACIONES DE LA MATERIA PRIMA 

"MARTAN'AcASTAÑEDAÍÍÉRN~~------· 

3.2.1.3 ENSA VOS DE ID EN.TI DAD 

A. Pasar lg de la muestra a un.matraz cuyo tapón esté equipado con un tubo de 

prueba (tubo de vidrio cuy~ ~Uilta h~ sido' su'~ergida en SR de hidróxido de 

calcio). Agregar 5ml de á.;Ído ~lorhÍclri~o 3N al matraz e insertar 

inmediatamente el tapón. H~y rori.:.aciÓli• de ~;pares en. el interior del m~traz y 

un precipitado en el tubo de prueba .. 

B. La solución remanente del Ensayo de Identidad ·A. da reacéión positiva a las 

pruebas de identidad para aluminio .. 

MGA 051 1. Identidad para Aluminio. . Las . soluci()ties .· d;, .. sales de 

aluminio tratadas con solución de. hidróxido. de ~orno _6N <proclucen un 

precipitado blanco gelatinas~. inso1til>1C,,:en un:exceso.'dé ·'soluciÓli6N de 

hidróxido de amonio. Al adicionar>hidr:~>cido .. de.s()diC> .• IN Ó SR de sulfuro . . ..... _,-..... ·--···, 

de sodio se produce un precipitad() b1arié:.()'gel~tfaoso soluble. en Un exceso del 

reactivo utilizado. 

3.2.1.4 pH 

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

'MARiAÑACAST¡;J;jfuA HERNANDEZ 

3.2.1.5 CLORUROS 

ESPECIFICACIONES DE LA MATERIA PRIMA 

No más del4.7% calc~Jado co~ referen.;ia al c~ritenido dehid~óxido de aluminio 

indicadoen el m3fb~t~\Pa5ar.lÍna;cmÍiclBdd7.··1ámÜeStra ~¡¡ivalentea 0.6g de 

hidróxid.; de itl~~·i~Ío a 'tín;:._,~',i~~~}¡i>cie3~6:cel~~. a~e~ 0.1~1- ele SR de 

cromato d.; poti.sio'.y;251Dl de-~~ agiúJ1" y airegar ~C>hicÍón de -n~tffito de plata 

0.1 N ha.Sta pti~.;.;~;:~~)~,;<:íó~ rcisa·.~1ar6 p~~siste;;té: ii6. ~e ~tiú~ inás de sícl de 

so1 ución de ni~l:e> •cié plata o: 1 N .. 

MGA 0161. En un tubo Nessler disolver la cantidad .. de ::;~~kncÍ~•po~-ensayar, 
especificada en' la monografia respectiva, con 30 6 40~1'<lé ~ y ~¡·}~'sustancia 
es una solución, se le agrega el agua necesaria para ~bt;ri<i¡.'•(ii~h~s>~Jitiriíenes. 
Neutralizar la solución con ácido nitrico, utiH~do co~o.• indi¿ddó~ \~apel 

._ . __ ,, .. •- '-'- -- - - - -·_,,·-.--:-o--c-_··-·. 

tornasol. En otro tubo Nessler se prepara la solución de_ referencia.q-ue:~sirve de 

comparación, con Ja cantidad de solución de ácido clorhídrico o:02N .;~pe,~ificada 
en la monografia respectiva y se le adiciona agua a un volumen de 30.ó ·40ml. 

Agregar 1 mi de ácido nitrico y 1 mi de SR de nitrato de plata, tanto al tubo .de la 

muestra como al de referencia y enseguida agua hasta 50ml. Mezclar y dejar 

reposar durante. 5 minut-os, protegidos de la luz. Observar y comparar que la 

turbidez producida por Ja sustancia por ensayar no sea mayor que la de la solución 

de referencia especificada en Ja monografia. 
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PARTE EXPERIMENTAL 
ESPECIFICACIONES DE LA MATERIA PRIMA 

3.2.l.6 SULFATOS 

No más d"'I á.s% calcÜiado con referencia al contenido de hidróxido de aluminio 

indicadó ~h:~I IJ1aib~t~: Pa!i'1J" una cantidad de la muestra equivalente a 0.05g de 

hidróxidó de i..iÜ~i,;io 3. Ul"l rlÍ3.traz v~Iumétrico de 250ml y agregar 5ml de ácido 

clorhídric.:; j:N';j_ C:~I;~ii~ h~ia disolllción. Enfiiar y llevar con agua al volumen, 

filtrar si es 'hece'~6'.: Ú°r;~ -1-ícuora" de-_20ml del filtrado, no contiene más sulfatos 
---- · "'-~--·-· ·--,-~'<'"-C,-''';"· ·-r• -.-• ,- - .-, 

que los con'esp0ndiéntes a 0.2ml de ácido sulfilrico o.02N. 

MGA 0861.,Prua di·s.;Iverlacantidad de.la sustancia indicada en la.monografia 

especifica del p~odú~tb:"'.:.ti1i~ de 30 a 40ml de agua; para los- casos .,,;.;- que la 

muestra se eiicueiitt-.i en s.:>1.:.ciém. adicionar la suficiente cantidad de a~ 'para 

hacer un volum~n 'i6tál d;,; 30 a 40ml. si es necesario neutraÍi~ Íá s61ÜC::ié>ri al 

papel tornasol soii' ác'Í~o cIOrhidrico. Adicionar 1 mi de áC::id(;_ é1?~h.idr¡co3N, 
3ml de SR de cloruró de bario y suficiente agua para hacer iin ,volu~en· de- 50ml. 

Mezclar la soJÚciÓ,:,. d~j~ reposar durante 1 O minutos y eomp~ ~n rorma ~sual 
el precipitado ~b~erii<lb,. con el producido por una s~I~ciÓ~ icie rer .. re~C:ia que 

contenga el voJ~iti¿n de solución 0.02N de ácido sulfürico indicado en la 
- -

rnonografia especificada del productó. tratado de la misma rorrna que la muestra. 

El precipitado obtenido· con la solución de la muestra. no debe ser mayor que el 

producido en la solución de rererencia. 
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ESPECIFICACIONES DE LA MATERIA PRIMA 

MARÍAÑA-CASTANEDA HERN'AÑÍ>EZ ____ _ 

3.2.1.7 ARSÉNICO 

Para compuestos inorgánicos. No más de lOppm calculada con ref"erencia al 

contenido de hidróxido de aluminio indicado en el marbete. 

MGA 0111. Preparación de la solución· de ref"erencia de arsénico. Transf"erir 

l 32mg de trióxido de arsénico, preViari.ente pulverizado y secado . a . 105ºC 

durante una hora, a un matraz ,volumétrico de lOOOml, disolver i::n :Srnl .de 

solución 1 :5 (m/v) de hidróxido. de sodio; neutralizar con ácido sulfüri~o 2N, 

agregar 1 Oml más de. ácid~. ~~)füri~o< 2N y llevar al vó11J~eniio11\ agua 
recientemente hervida y,~~· l11 ... ~clar:;co11servar esta soh1ción. el"I refrigeración·. y · 

::ri::n::d::::e::i:~:::ª~Jr1:60~1;~:~:1~!7~J~~1:~s~~:c~ó; 
:s:~e::~u~i:::0:: ::;e;:j;e;~:¡;::~::•eed~;J:1Jn~~~~,i~~1t~f:~~fJ~Yt:: 
esta solución en recipientes de: :Ji<l',i()· corf tapón ~~~~rll~di:) :i ii~;,,i; éi~;,tro• de un 
periodo no mayor a 3 dí~. ···.'..' / ·• ... ··. ., 

Preparación de. la_.muestra. Si Ja cantidad_ de muestra no se especifica en la 

monografía correspondiente~ calcular Ja cantidad de muestra necesaria utilizando 

la siguiente f"ónnuia: G = 3.0/L; en donde, G es la cantidad de muestra necesaria 

en gramos; L es el límite de arsénico en partes por millón (ppm). 
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3.2.1.8 METALES PESADOS . .. . 

Método l. No i:,~'~~8.3ppm <:~1c~ladas cori referenéia al contenido de hidróxido 

de aluminio indi~~Jé>' ~~·/bÍ . ~in:.l>e¡e: . Di~olveir una cantidad de la muestra 

equivalente a 0.24g' ctb ¡,}(h:ó;Jd~· de aluminio en 1 Oml de ácido clorhídrico 3N 

con ayuda de 6aÍ~llt,iriiient;;,; filtiai si~~ necesario y dÍluir con agua a 25ml. 

MGA 056 l. Pr':'P~.r~~ión de Ref"erencia. En un tubo Nessler de SOrnl, tomar una 

alícuota de 2mlde'.Solución estándar de plomo (20µg), y diluir con agua a 25mL 

ajustar con ácido acético IN o hidróxido de amonio 6N a un pH entre 3.0 y 4.0, 

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

Preparación de la muestra. En un tubo Nessler de SOml, colocar 25ml de la 

solución preparada para la prueba según se indica en la monografía individual o 

bien empleando el volumen de ácid.o. designado, cuando éste se específica en la 

monografia individual, disolver'. y dHuÍr. conagua a 25rnl la cantidad en gramos, 

de la sustancia a pr.;bar c;'11cu1''1cla.po¡-l'1 f"Ó~ula: 2.0/(1 OOOL); en donde, L es el 

limite de metales pesados, en porcentaje. Ajustar con ácido acético IN ó 

hidróxido de amonio 6N a un pH 3.0 y 4.0 empleando papel indicador de rango 

estrecho corno indicador externo, diluir a 40rnl con agua y mezclar. 
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ESPECIFICACIONES DE LA MATERIA~ 

Preparación del co.ntrol •.. En:·un tercer tubo· de Nessler de SOml .colocar 25ml de 

una solución preparada ;é~-s.; indi~a:j:iani Ia;preparación de la muestra y 

agregar 2ml de ;~.~~iÓn '.;~tfmdar d~_plC>m'c/ÁjUstar<con ácido acético IN ó 

hidróxido de ~6;.j6 6N ~- 'éi:~n'ti:~ 3,o.J 4.o; empleando papel indicador de 

rango estrecho com6 indi¿adore;¡i~nio~ Cli1i:iir a40ml con agua y mezclar.· 
\<'.-<·: ': '·'"<:~·~'.f~;-:;·: f._:·~.:·>-' 

Procedimientó.· A' ~~¿{~í'ui{<l~ 16~·;ti-i;s ~~s que contienen la prC>para,;ión de 

referencia, prepar~¿~óri'ae ·¡~ ~;_¡~~td y• •a p~~p~ción ·del contr~I; . agregar 1 Oml 
'·· ,,-, "' .. ,, - -- ·'.:. .. " __ ... ·. ,,., - .,, .. •-. " . - .. . . ' -- - . _. - . . ". - . ' -

~§[~·~~~;r~~~tf1nl~=~:~~::=~· 
·--·.,~>----.Y_,-;-- ·.·:--:-~;·~;.'"·~."-~ ··.-::~~~' :'._;:./.oj_'_:.') ,"' 

. ~,. _,_ ;;-- ;, ;; ~:~;~;- - -

3.2.1.9 CAPACIDADNEUTRALIZADORA DE ÁCIDO 

No menos del 65%~e los'miliequi"\ialentes teóricos. Efectuar el cálculo a partir de 

los resultados obtenidos en la Valoración. Cada miligramo de hidróxido de 

aluminio tiene la capacidad neutralizadora teórica de 0.0385mEq de ácido. 
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3.2.1.10 LÍMITES MICROBIANOS 

Ausencia de E. coli. La cuenta total de microorgan.ismos,aerobios no es mayor de 

lOOUFC/ml. -- ~ ._'.. ' ~· -~ - . '. - ' 

MGA 0571. Identificación de Escbericbia coli. Inocu1ar·1.oml ó JOg de.muestra 

en 90ml de medio caldo lactosado e .incubar .. Resembrar ·.úr:Íl de cultivo a los 

siguientes medios de enriquecimiento: 1 Oml de medio caldo. selenito-cisteína, 

1 Oml de medio caldo tetrationato. Mezclar e incubar de 18 a 24 horas. 

Aislamiento de Eschericbia coli. A partir del medio caldo lactosado, aislar 

resembrado por estria cruzada el medio Agar Levine Azul de Metileno ó 

Agar McConkey. Observar el crecimiento, si la morfología colonial no 

corresponde con la descrita en la Tabla 1, la muestra cumple el requisito de 

ausencia de Escherichia coli. 

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

Agar McConkey 

Agar Levine Azul 
de Metileno 

Colonias grandes rosas rojas 
rodeadas de una zona de 

precipitación 

Colonias pequeñas azul-negro 
con brillo metálico de color 

verde 

Bacilos Gram Negativos 

Bacilos Grarn Negativos 
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MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ 

3.2.1.11 VALORACIÓN 

MGA 0999. Titulación complejométrica. Agitar bien la muestra y transf"erir 

20ml a un matraz Erlenmeyer de 250ml, adicionar 25ml.de EDTA disódico O.lM 

y !Oml de una mezcla de volúmenes iguales de solución 15.5% _m/v.·de o acetato 

de amonio.· y ácido acético 2M. Calentar a ebullición. durante 2 'h.inutos~ e~friar 
y agregar 50ml de etanol absoluto y 3ml de una sol~ción reciente~ente 
preparada al 0.025% m/v de ditizona en e~_ol ab~olutc>._.TituJai eÍ e><~eso de 

EDT A disódico con solución O. IM de sulfato de Zinc hasta q~e hay~ un cambio 

de azul verdoso a violeta rojizo. Cada mililitro de la solución O.lM _de EDTA 

disódico equivale a 0.0078g de hidróxido de aluminio. 

3.2.1.12 CAPACIDAD DE ADSORCIÓN DE PROTEÍNAS 

De 16 a 26mg de ASH/ml. Preparar una solución de trabajo de suero estándar de 

ASH a una concentración aproximada de 10% (IOOmg/ml). 

Posteriormente depositar por duplicado 2ml de muestra a un matraz volumétrico 

de 25ml, adicionar 1 mi de la solución de trabajo de ASH, mezclar y atorar con 

agua. Dejar reposar por 24 horas en refrigeración con agitación esporádica. 
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MARIANA CASfAÑEi5A'HÉitN~ 

Centrifugar a 3000rpm durante 25 minutos, del sobrenadante . tomar· 5ml y 

depositarlo en un tubo de ensayo, adicionar lOml deJ Reacti~~·cle Biuret y 

calentar en baño maria a 50ºC durante 15 minutos. EnfiiáJ'.\~'Ctemperatura 
ambiente y leer a 540nm. Preparar un blanco de reactivos y: c:'órr~r~'a1 ·~ismo 
tiempo una preparación de la solución estándar de ASH a una dÍJu~ióii de 1 :25. 

La cantidad de proteínas· (mg) adsorbidas por el hidróxido de.· aluminio (mi) se 

calcula con la siguiente f"órmula: 

Donde: 

ASt: 

AMta: 

FD St: 

- .. -- --
rng ASH/ml = CA St -AMta) x FD St;;, C' 

AStxFD.MtxVoIMta. 

Absorbancia de la preparacic)n de la solución estándar 

Absorbancia de la solución de la muestra 

Factor de dilución de la preparación del estándar (25) 

FD Mta: Factor de dilución de la preparación de la muestra (25) 

C: Concentración de la solución estándar original en mg/ml 

Vol Mta: Volumen de la muestra utilizado 
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VALIDACIÓN DEL MÉTODO ANALÍTICO 

•MAruANA CASTAÑEDA HERNÁNDEZ 

3.3 VALIDACIÓN DEL MÉTODO ANALÍTICO 

3.3.1 Reactivos, Instrumento, Equipos y Material 

Reactivos 

• Agua purificada 

• Gel de hifuóxido de aluminio al 3%, S.R. estéril 

• Hidróxido de sodio R.A. 

• Suero de albúmina sérica bovina (ASB) R.A. 

• Suero de albúmina sérica humana (ASH) al 10%, S.R. estéril 

• Sulfato de cobre R:A. 

• Tartrato de potasio sódico R~A. 

Instrumentos y E~~i~~s . ,.· .. · . 

• Espectrofotómeti'c;'.~~é~:r\;ín_TONROY, modelo 20C 

+ Balanza Analiticá; rnarca.CHYO 

• Refrigerador, ~,;;;ca'NIETO 
• Centrifuga, mar;,~,BECKMAN~ modelo TJ-6 

+ Baño Maria, marca GRÁNT, modelo W-38 
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Material 

• Bureta graduada de 5, JOml. 

• Celdas de 1 cm 

• Espátula 

• Gradilla metálica 

• Matraz Erleruneyer de SOml. 

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

• Perilla 

• Pipeta graduada de 1 Oml. 

• Pipeta volumétrica de 1;.2 y Sml. 

• Piseta 

• Termómetro 

• Tubos de ensayo de J5x150mm. 

• Tubos para centrífuga 

• Vaso de precipitado de.100 y 250ml. 

1 
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VALIDACIÓN DEL MÉTODO ANALtnco 

0

MARIANA CASTANEDA HERNANDEZ 

3.3.2 LINEARIDAD. DEL SISTEMA 

El objetivo de ~sie:/es~cHo ei:: ~.;,~ficar que el sistema sea lineal y reproducible. La 

linearidad ~é'.detc:irh.'i;;·;¡_'r'é;al~do'el
0

análisis de cuando menos 5 concentraciones 

::~i::~:~::Jcgffft~:: c::~ma solución patrón y haciendo el análisis por 

3.3.2.I . PreparaciÓn·de muéstras 
,l.:.: . -· . - •' - . 

Para la preparació~ · <le' las. muestras se· utilizará úniCamente el· suero estándai- de 

ASH, consideraJ1ci6 los slguient~~ dos aspe~to~: 
a) Definición de la cantidad que se considera como el 100%:: · 

De acuerdo con la especificación de. la :Ma~;,ri;. Prltna det Gel de .HÍclróxido de 

Aluminio indica preparar una solución .:le; fu.'.bajC.> cÍ.; .. AsH ;ª ~ª ~oricentración 
aproximada al I 0%, posteriormente p~ su áÜáii~i~ ~e)'..'a~e ~adil.ici6~' de° 1 :25 .. 

b) Intervalo de evaluación: 

Para establecer el intervalo de evaluación de las muestras analíticas es necesario ,, - . . - . 
considerar la cantidad que se toma ccirrío el 100%, por lo que será del 35-130%. Por 

lo tanto se evalúa por duplicado en las siguientes 7 concentraciones: 40, 55, 70, 85, 

100. 115 y 130%. 
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Una vez definido el 100% y el intervalo de evaluación. las muestras se preparan de 

la siguiente manera; considerando que 4mg/rnl se considerará corno el 100% 

tenernos que, para las otras concentraciones serán de: 

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

,:i~~: 
40 1.6 
55 2.2 
70 2.8 
85 3.4 
100 4.0 
115 4.6 
130 5.2 

Para poder llegar a estas concentraciones se requi~rC: preparar una solución stock 

de una concentración X que nos permita dosificar·~stas concentraciones en un 

volumen adecuado .de. trabajo. Por lo que la solución stock deberá tener una 

concentración de 50rng/rnl. Este stock se prepara tornando de la solución estándar 

de ASH al 10%. (IOOrng/rnl). a una dilución de 12.5:25; por lo que la 

concentración teórica de la solución stock es de SOmg/rnl. 
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Sin embargo; es necesario considerar que la concentración real del·. estándar de 

ASH es de 9'.932% ci~ a~uerclo a la estandarización ~ealizada (Ve~ p1.Ü1tC:, 4.1. 

pag.90). por 1(:, iáiÍtc:> S'~·~;.q~i;;re realizar el ajuste correspondiente (:~:;i·.;1 da~o de la 

concentración ;e~l. p~ t.;ner la concentración requerida de somW-rnt. 
-·.·' .:!-,.: ,·' ,,., 

Por Io·_que'':en/realidad la solución stock se prepara a' una·'diluCión de 

12.6:25. p~''óbtener cada una de las concentraciones requeridas de muestras 

analíticas. ··estas ·'se· preparan colocando en matraces volumétricos de 25ml. la 

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

TABLA 8. Concentraciones requeridas para la preparación de las muestras analíticas en 

la Linearidad del sistema. 

40 0.8 50 1.6 
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 volúmenes serán medidos con bureta calibrada de Sml y con división mínima de O. 1 mi 
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' .' ' -. -
Para cada nivel •de· concentración se añaden los volúmenes indicados de· solución 

stock a m;.trace~,~oÍ~étricbs ele 2sml. cada uri~ de manera>: indepeDdierite y 

aforar con a~; ·~iir..~¡jb~~ri6~~ri~<ó ~er sometidos ál ·ánálisisJ><:lrtn~lica~~-
Posteriorníe¡;te\~m.irsrni 'de ;ues~ y depo~i~I~ ~nuri .~bo- de ensayo, 

adicionar ··.1oml __ del :,Reactivo; de ... Biuret.·.· calentar en baño•· maria· a 60ºC 

durante 15 ~illutti~ . .Ellf'ri~ a tempe~tura ambiente y leer a 540nm. 

Preparar un b11i6¿ dé~e~~tivris; ~ara. ajustar el aparato a cero. 

CRITERIO DE ACEPTACIÓN 

Coeficiente de correlación r~ 0.99 

Coeficiente de det.;rntlnacÍóri r2~ 0.98 

Coeficiente de variaéión C.V: S 1.5% 
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3.3.3 PRECISIÓN DEL SISTEMA 

~ -·- ,, . _,•,; _. -: :_ ., 

El objetivo de éste''estúdio "es· el de verificar el grado de concordancia entre 

resultados indiVid~~les'~: ~~do, el procedimiento se aplica repetidamente a 

muestras de una'~?l_uciÓ¡; })omogénea. Se determina el análisis por sextuplicado 
- . -~ .. : ,-· ..• -·J. ' ' -- - . . •. 

de una rriisma"soluC:ióri, de referencia (una muestra analítica), correspondiente 

al 1 00% estable¡;ido ~n 1..:Iinearidad del sistema. 

3.3.3.l Preparación de muestras 

Preparar las muestras de igual manera como se prepara la concentración al 1 00% 

para Linearidad del Sistema (Ver punto 3.3.2.1, pag.71) y realizar 6 análisis. Se 

utiliza la misma solución stock de concentración de SOmg/rnl de ASH: 

TABLA 9. Concentración requerida al 100% para la Precisión del sistema. 

100 2.0 50 4.0 

•Este volumen será medido con bureta calibrada de 5ml y con división mínima de 0.1 mi 
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Estos volúmenes de solución stock se colocan en matraces volumétricos de 25ml, 

cada uno de manera independiente y ·aforar con agua para posteriormente ser 

analizados por sextuplicado. Posteiiormente tomar 5ml de muestra y :dep()sitarlo. 

en un tubo de ensayo, adicionar 10ml del Reactivo de Biuret,_caJentar'-en baño 

maria a 60ºC durante 15 minutos. Enfriar a temperatura ambiente· y .leer a 540nm. 

Preparar un blanco de reactivos, para ajustar el aparato a cero. 

CRITEIUO DE ACEPTACIÓN 

Coeficiente de variación C.V. s 1.5% 
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3.3.4 LINEARIDAD.DEL MÉTODO 

El objetivo de éste.estudio.es verificar que el método sea lineal y reproducible. La 

linearidad · '~e '<l~tenÍJiria a partir de placebos adicionados de cuando· menos 3 

concentraciones.· diferentes de la sustancia de interés, cada uno . de· manera 

independie~te, lí~~ÍencJ~ los análisis por triplicado, por un mismo analista en las 

mismas conéliéii;..es'dé(;peración. 

3.3.4.1 Preparación de muestras (placebos adicionados) 

En este caso en particular la prueba que se le realiza al hidróxido de aluminio como 

materia prima. mide una característica de desempeño ó cualidad propia de él, como 

lo es su capacidad de adsorción de proteínas, por lo que no mide componentes, ni 

impurezas y por lo tanto, no es posible adicionar ó cargar muestras, con algún 

componente X. Sin embargo, la preparación de muestras se deberá a la cualidad 

del hidróxido de aluminio de adsorber proteínas, y a las diferentes concentraciones 

en las que está presente el hidróxido de aluminio como materia prima y como 

componente en producto terminado. 
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El hidróxido de aluminio como materia prima tiene una concentración aproximada 

del 3%, y de acuerdo a la técnica descrita en la FEUM 7ª Edición, indica que el gel 

de hidróxido de aluminio esta. contenido en una concentración del 0.3% en el 

producto terminado, por lo que de acuerdo a estos datos se establece un intervalo de 

concentraciones en el que el hidróxido de aluminio será adecuado en su·capacidad 

de adsorción como materia prima y como ingrediente en producto terminado: Este 

intervalo incluye las siguientes concentraciones: 0-.25, 0.5, LO, 2.0 y 2.95%. 

Se cuenta con un gel de hidré>xÍdo de aiumi:ruo est,;,r,~io con una 

concentración del 2.95% para cubrir el intervalo se realizan las siguientes 

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

TABLA 1 O. Concentraciones requeridas para la preparación 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 0.507 

1.00 3.4:10 34/100 1.003 

2.00 6.8:10 68/100 2.006 

2.95 Sin dilución Sin diluir 2.95 
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3.3.4.2 Determinación preliminar 

Se realiza una determinación preliminar de la capacidad de adsorción de proteínas 

de las diferentes ~o,:,centraciÓnes del gel de hidróxido de aluminio.a utiliZar: 0~25, 
0.5, 1.0. 2.0 y 2.95% vlv, 

- ·. ·-,., 

concentraciones ·del '-gel Una vez qu.,; ·se ··cuenta con_ las diferentes 

hidróxido de ahm,ii~io, :'se {realiza el análisis para determuiai I~ •- ~pa~idad 
adsorción de proiehlis-de-'ca:cí~ ilria cÍe ellas por sextiÍplicado. 

de 

de 

Los datos ~hí~iíi~6;}cle(est~ pruebas se útiÍÍzan -~orno• r~fci~enciá para 
conocer los recobr~~::~~·:'í~:-~~~b~-:~ub~iguient~s.·,· -... 

Las muestras J;,.;.iia lineari#d ,del tTI.étÓd~ ~;:,·toma'Ii dir~ctament~ de cada 

una de las 5 concen~"cii:>ne;s' p~ep~~ <l6 Iiich-Ó~ido de alwrunio y se someten al 

análisis por triplicadÓ .. 

Posteriormente_ depositar 2ml de muestra en un matraz volumétrico de 

25ml, adicionar 1 mi de lá. solución de trabajo de ASH, mezclar y aforar con agua. 

Dejar reposar por 24 horas en refrigeración con agitación esporádica. 
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Centrifugar. las muestras. a3000rmp durante ·25 minutos;. del• sob~e11aciante t~mar 
5ml y deposÍtarló .;11 uri tiibo cÍé .;n~ay~. adicionar .1 Omld.;Í Reactivci de Biuret, y 

calentar en b~,; .. ~~~· ~ 6ó6c • d~te 15. minuto~. Eri°fuiÜ- a· ·t~dipe~tura 
ambiente y leer~ 54on~'. 

Prepaiar '.un bl.~co de reactivos~para ajustar el aparato a cero; y correr al 

mismo tiempo ~lla ~~hición . .;stándar de ASH a un~ diluciól1 de 1 :25.-

CRITERIO DE ACEPTACIÓN - -

Coeficiente de co~elaciÓJ1 r2: 0.99 
,- '~-

Coeficiente de det~~iJ1~6iÓn r2;;: 0.98 

Coeficiente de varlicióri ·c:v .. s 3.0% (de acuerdo a la naturaleza de la muestra, 

el C.V. puede increme~társe 1% más). 
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3.3.5 EXACTITUD DEL MÉTODO 

El objetivo de éste .estudio es verificarla concordancia entre los .valores obtenidos 

experimentalmente y el valor de referencia. $e detenni.~a. d.; .. cuando . menos 6 

placebos de manera independiente con Ja cantidád nece~~a d;; gél de hidróxido 

de aluminio para obtener las.concentraciones de 0.25; J .O.y'.2.9s% vi;.,; haciendo 

el análisis en las mismas condiciones de operación y po~ el mismo analista .. 

3.3.5.l Preparación de muestras (placebos adicionados). 

La preparación de las muestras· se. reáliza conforme a Jo indicado. en Linearidad 

del método (V~~·~~t6.3.3.4.1, p~~.77),.•con Ja ·p~Í~~larld~d·d~ que··.·;ara 

exactitud se preparan 6 muestras del mismo Jote de Gel de hidróxido de aluminio 

para cada concentración y se analizan de manera individual. 

TABLA 11. Concentraciones requeridas para Ja preparación de las muestras problema 

en Ja Exactitud del método. 

CONCENTRACION'. .. 
REQUERIDA. 

(%) . 

0.25 0.85:10 17/200 0.250 

1.00 3.4: 10 34/100 1.003 

2.95 Sin dilución Sin diluir 2.95 
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Posteriormente depositar 2ml de muestra en un matraz volumétrico de 25ml, 

adicionar lml de Ja solución de trabajo de ASH. mezclar.y aforar.con agua. Dejar 

reposar por 24 horas en refrigeración con agitación ,e esponidica. Centrifugar 

las muestras a 3000rpm durante 25 minutos, del sobrenadante tomar · Sml 

y depositarlo en un tubo de ensayo, adicionar 10ml del ·Reactivo de Biuret y 

calentar en baño maria a 60ºC durante 1 5 minutos. Enfriar a temperatura 

ambiente y leer a 540nm. 

Preparar un blanco de reactivos, para ajustar el aparato a cero; y correr a1 

mismo tiempo una solución estándar de ASH a U.na dÍluciÓn de 1 :25. 

' ~e: - -- •" 

CJUTE/UO DE ACEPTACIÓN 

Porcentaje de recuperación: 97~103% 

CVS3.0% 
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3.3.6 PRECISIÓN DEL MÉTODO (Repetibilidad y Reproducibilidad) 

La precisión de un método analítico es el grado de concordancia entre resultados 

analíticos individuales, cuando el procedimiento se aplica repetidamente a 

dif"erentes muestreos de una muestra homogénea del producto. 

La precisión del método se evalúa detenninaodo la Precisión Intermedia ó -

Reproducibilidad y/o Repetibilidad del método analítico bajo las condiciones 

normales de operación. 

La repetibilidad se- determina analizando -un mínimo de_ 9 _muestras, que 

abarquen el intervalo dél método, es -decir 3 concentraciones/3 análisis de cada 

una (linearidad deÍ-tnétoclo). ó también se determina_ anal~do lm mínimo de 6 

muestras al 100% de la concentración de prueba. 

La reproducibilidad se determina de una muestra homogénea del producto, 

cercana al 1 00% de · 1a concentración teórica, analizada cuando menos por dos 

analistas, en dos días diferentes y por triplicado. 
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3.3.6.l Preparación de muestras. 

Reperibilidad. 

Para su determinación es posible omitir 1á preparación de' muesua's espeCíficas 

para SU determinación, ya que la repetibilidad je <?C>Iisid~!°3 evalim'rui .con los datos 

obtenidos durante la detenninacióI) de ,la lhiel°lrid,¡d del n'iétódo, é~Íó debido a que 

las condiciones y preparaCión .de .1=' ~~!"~~ paia~"peÍibilÍdad. so:.:i igwlles. para 

ambos parámetros analíticos: 

Re0 roducibilidad ó PrecisióTI irii.,rinei:!Ía. 
Para su determinación se utÍli~n ~uestras dél mismo lote de gel de hidróxido de 

aluminio. Se proporciC>ria·a ·;;ada analista una mue~tra homogé;..ea de gel de 

hidróxido de a1umi;..¡·º .a1 2.95% v!v que será la mu;.,stra ª. anali~. 

3.3.6.2 Reproducibilidad. 

Para ejecutar ésta prueba cada analista realizará el análisis por triplicado en dos 

días direrentes, de la misma muestra. 
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Las muestras pan!· .la· precisión intermedia se toman del mismo Jote de gel de 

hidróxid~ d': al~ü1io y se someten al análisis. 

Post¡;riói:m.:,nte. depositar 2ml de muestra en un matraz volumétrico de 

25ml. adiC'ionar 1 mi de Ja solución de trabajo de ASH, mezclar y aforar ·con agua. 

Dejar reposar por 24 horas en refrigeración con agitación esporádica. 

Centrifug,.; las muestras a 3000rpm durante 25 minutos, del .sobreriadánte 

tomar 5ml y depositarlo en un tubo de ensaye, adicionar. 1 Oml del .. R~a<::iivo de 

Biuret y calentar en baño maria a 60ºC durante 15 minutos. Enfriaratemperatui-a 

ambiente y leer a 5.40nm. 

Preparar un blanco de reactivos, para ajustar el aparato·a cero; y correr al 

mismo tiempo una solución estándar de ASH a un;. dilución de 1 :2S. 

CRITERIO DE ACEPTACION 

• Repetibilidad: Coeficiente de Variación CV s;; 2% en Jos datos de linealidad 

del método 

• Precisión Intermedia: Coeficiente de Variación CV s;; 3% 
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El resultado del ANp.DEVA debe cumplir con las hipótesis fl~las •• ;. .. y .. d": 

• Hipótesis mila •,•a·;: El método analítico es reproducible por los analistas 

• Hipótesis tÍula .. d'~:Elmétodo anaÚtiéo es reproducible en distin~os ciÍas por un 

Para cumplir -~ori las hipótesis nulas la Fcalculáda debe ser-~enor a la de Ftablas 

en el ANADEVA: 

En el caso de no cumplir con el criterio de aceptación· del ANADEVA,. deberá 

realizarse el cálculo. ~orrespo~diente 
0

para determinar la fuente de variación entre 

analistas y días. 
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•MAluANA CASTANEDA HERNANDEZ 

3.3. 7 ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA DEL MÉTODO 

La evaluación de lil .;stá.bilidá:d de la muestra ana!Ítica de un Ulet()do·iuialítico tiene 

como obj~ti..;o de~ehrii~~~i ~d~ ·de ~~produ~itiiÜcfad de los re~~híd()s ,ri,alíticos 
, , . -~. ._ - ·-~ , - , -- • - - -•. ·- . e ... . ._,, '. . . ·. , ._, - " - ,. , - . , 

obtenidos :por• ~I análisis . de' la: m.isma muestra;, bajo pequeñas pero delib"'.radas 

modificacÍo;)e~ ·el.; l~ condiC:iC>nes nórmaids•'.cle Óp~~ciÓ~; .tales 'como •diferentes 

temperat~. arii.list~;díás; lote; de ,:.;acthros, condiciones ~bientales. etc. 

Se procede de acu.;,rdo a . la: deter:ninación de ~eproducibilida:d. ya que ~n 
éste parámetro se evalúa el método variando las condiciOnes ambientales. En ésie 

. -.·- ·.- - .. ----- --- - .-.-

caso no será nec.;sano preparar.'rriuestraS .específicas para su determinación, s.e 

tomarán Jos datos obtenidos en Ja rep.roducibilidad. 

3.3.7.1 Preparación de 01uesh:as. 

Se determina mediante la comparación de los resultados de los análisis iniciales 

de 3 muestras con Jos obtenidos de las mismas muestras después de permanecer 

por un tiempo determina.do en diferentes condiciones. En éste caso se seleccionan 

tres lotes de gel de hidróxido de aluminio al 2.95% v/v. 
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Posteriormente depositar 2ml de ·muestra en un ·matraz.' volumétrico de 25ml. 

adicionar lml de la soluciÓn de trabaj() de:ASH~'mezclar /aforar con agiia. Dejar 

reposar por 24 horas en ~efrig~ra¡;!óit ~ori ~~ta'.ción • esporádica. Centrifugar 

las muestras a JOOOrpni dui-arit¡;):2s ·~¡;;\ltos,'' del . sobrenádante tomar Sml 

y depositarlo en . un tub¡;/d¿; :ri~a;.;; ~clidfo~~ 1 otii1 del Reactivo de Biuret y 

calentar en baño maría ·~ ·, 6o;c}cii'.raíli~: is ~~l1tos: Enfriar a temperatura 

ambiente y leer a 540nm:· 

Preparar un blanco ~e r;.~6~i;6s. pa;a: i.j~star el aparato a cero; y correr al 

mismo tiempo una solución ;.stándar efe ASH a una dilución de 1 :25. 
-, ' ' ·~ ,·' ' ·, 1 • • -

__ .:::~ -- ·>: 
Para ejecutar ésta pruebl;t:c las muestras se preparan por triplicado, con las 

siguientes condiciories'~ ¿\)~)u~: 

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

Estabilidad de la mueStra analítica. 

A Utilizar estándar de suero de ASB en lugar de ASH 

B Tiempo de reposo: 72 horas/refrigeración sin agitación 

C Técnica descrita pero sin refiigeración 

TranscwTido el tiempo. se analizan las muestras bajo las mismas condiciones de 

operación (equipo, instrumentos y analista). 
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CRITERIO DE ACEPTACIÓN . - . . 

• Coeficiente de;Varlación C.V. s3% 

El resultado del ~AriEV,<\_ debe. C:tiD1plir con J~shipótesis nulas••a" y ••d": 

• Hipótesis nuíi{-~;:;:EI :~~i;:;<i.;'.aiíaúticC> e~ i:~~roducible p'~r l~s analistas 

• Hipótesis r..:.1a ~.d;~= :Ef~é¡odo~aútic(, ;,_s repr.;d~cible <.11 di~fintos días por un 
-- ·' ·'~·· . ,, 

'~ : ' mismo analisra··, ':· \:> :-

r ••,•"O", •• C •• 

Para cumplir con las hipótesis nulas la Fcalculada debe ser menor· a la de Ftablas 

en el ANADEV A'. 

En el caso de no· crunplir con el criterio de aceptación del ANADEV A., deberá 

realizarse el cálculo correspondiente para determinar la fuente de variación entre 

analistas y dias. 

Estabilidad de la Muestra Analítica: 

• El intervalo de confianza (IC) para la diferencia de la media de la muestra 

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

• El porcentaje de recobro promedio esta entre 97-103%. 
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RESULTADOS Y ANÁLISIS, 

4. RESULTADOS YANÁLISIS 

- -

4.1 RESULTADOS DÉ LA VALORACIÓN 

4.1.1 Estandanzacióri del' suero de ASH como Estándar de Ref"erencia 

Interna 

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

que es de 0.19, por lo que el promedio de las 1 O determinaciones se considera 

como el valor real de Ja ASH. que es de 9.932% (99.32mg/ml), por lo que es 

seleccionada como Estándar de Referencia.y se utilizará en todos los cálculos que 

se requieran en ésta Validación para la preparación de las muestras a utilizar. 

4.1.2 Estandarización del suero de ASB como Estándar de Ref'erencia 

Interna 

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

que es de 0.27. por lo que el promedio de las 1 O determinaciones se considera 

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

seleccionada corno Estándar de Referencia Interna y se utilizará en la evaluación 

de la Estabilidad de Ja muestra analítica. 
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4.1.3 Estandarización del gel de hidróxido de aluminio para la preparación 

de muestras 

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

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

se considera como el valor real del Gel de hidróxido de aluminio, que es 

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

con Estándar de Ref'erencia Interna. para cuantificar su capacidad de adsorción en 

las que está presente el hidróxido de aluminio a diforentes concentraciones. 
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4.2 RESULTADOS DE LA MATERIA PRIMA 

TABLA 13. Resultados obtenidos de la Materia Prima. 

-:;>~: j,,:;]!'~~R!!~~~:\~~~:~~~:1;.~2~ -~:tr~sPEé•¡::~AciO•( ·::,. :::-._Re;uí:TADci~(? 

DESCRIPCIÓN 

ENSAYOS DE IDENTIDAD 

pH 

CLORUROS 

SULFATOS 

ARSÉNICO 

METALES PESADOS 

CAPACIDAD 
NEUTRALIZADORA DE ÁCIDO 

LIMITES MICROBIANOS 

VALORACIÓN 

CAPACIDAD DE ADSORCIÓN 
DE PROTEINAS 

Suspensión blanca, viscosa. Al 
mantenerse en reposo pueden 

separarse en pequeñas 
cantidades de liquido 

A) Positiva 
B) Positiva 

Entre 5.5 y 8.0 

Máximo4.7% 

Máximo0.8% 

Máximo 10ppm 

Máximo 8.3ppm 

Mlnimo 65% 

Ausencia de E. coli. La cuenta 
total de microorganismos 
aerobios no es mayor de 

100UFClml 

De 2.91 a 3.21% plp 

De 16 a 26mg de ASHlml 

Conforme 

A) Positiva 
B) Positiva 

6.05 

Pasa prueba 

Pasa prueba 

8.8ppm 

Pasa prueba 

68.8%vlv 

Ausencia de E. coli. 
La cuenta total de 
microorganismos 

aerobios no es mayor 
de 100UFClml 

2.95% plp 

17.75mg de ASHlml 
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ESPECIFICAcfrjNES DELA MATERIA PRIMA 

CONCLUSIÓN: 

RESULTADOS Y ANÁLISIS 

Se concluye que las prnebas.'-.P~. la materia prima cumplen con todas las 

especificaciones. por lo que el.: gel - de hidróxido de aluminio es seleccionado 

para estandarizarla y utilizarla con . Estándar · de Referencia Interna. para 

cuantificar su capaCidad de ºacÍS~rCión. en laS que está presente el hidrÓ;,.ido de 

aluminio a dif"erentes concentra~iones. 
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4.3 RESULTADOS DE LA VALIDACIÓN DEL MÉTODO ANALÍTICO 

4.3.1 Linearidad del Sistema 

TABLA 14. Linearidad del Sistema de ASH . 

.¡NIVEL·. 
,,.(%~y 
.-. 

40 

55 

70 

85 

100 

115 

130 

1.6 

2.2 

2.8 

3.4 

4.0 

4.6 

5.2 

1.596 
1.604 
1.604 
2.201 
2.201 
2.201 
2.790 
2.799 
2.799 
3.404 
3.404 
3.404 
3.993 
3.993 
4.002 
4.599 
4.599 
4.590 
5.205 
5.205 
5.205 

1.601 0.0046 0.288 

2.201 o.o o.o 

2.796 0.0052 0.186 

3.404 o.o o.o 
. 

0.0052 .:.~ 1 : 

, .. _. 
:·. 3.996 ··:· 0.130 

4.596 0.0052 0.113 

5.205 o.o o.o 
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TABLA 15. Linearidad de Sistema de ASH. Concentración teórica. concentración 

experimental,. porciento de recobro y porciento de recobro ajustado al 1 00%. 

• 

40 1.6 

55 2.2 

70 2.8 

85 3.4 

100 4.0 

115 4.6 

130 5.2 

VALOR· 
ExPERnlENtAL 
., · .. DEASH' 

(~'-:,-· 
.. 

1.596 
1.604 
1.604 
2.201 
2.201 
2.201 
2.790 
2.799 
2.799 
3.404 
3.404 
3.404 
3.993 
3.993 
4.00" 
4.599 
4.599 
4.590 
5.205 
5.205 
5.205 

39.89 99.73 
40.10 100.26 
40.10 100.26 
55.04 100.06 
55.04 100.06 
55.04 100.06 
69.75 99.65 
69.97 99.95 
69.97 99.95 
85.11 100.13 
85.11 100.13 
85.11 100.13 
99.83 99.83 
99.83 99.83 
100.04 100.04 
114.97 99.98 
114.97 99.98 
114.76 99.79 
130.12 100.09 
130.12 100.09 
130.12 100.09 

b= Intercepto m= Pendiente r-2= Coeficiente de detenninación 
r= Coeficiente de correlación 
X= Promedio• DE= Desviación Estándar• CV= Coeficiente de Variación• 

Ver Tabla 14. 
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TABLA J 6. Criterios de aceptación y Resultados de la Linearidad del Sistema. 

;:~1~(~;~~A~iiPfAci~,r~1t; ':~.;.·;:~~~}I~~f~_~;}.,~;Mf 
Coeficiente de correlación: r ~ 0.99 

Coeficiente de determinación: r2 ~ 0.98 

Ordenada: b "" O 

Pendiente: m = 1 

Porciento de Recobro: 97 - 103% 

Coeficiente de Variación: C.V. s 1.5% 

RECTA DE REGRESIÓN 

y rnx + b 

X ...x.=JL 
rn 

y+ 2.98Xl O_. 
1.000 

y: absorbancia 

x: concentración 

r=0.99999 

r' = 0.99998 

b = -2.98XI O_, 

m = 1.000 

X= 100.004% 

c.v. =0.16206 

·---~ARROLLÓ V VALIDACIÓN DE UN METODO ANALtnco PARA CUANTIFICAR 
LA CAPACIDAD DE ADSORCIÓN DE PROTEiNAS DEL GEL DE HIDRÓXIDO DE ALUMINIO 

DESTINADO PARA LA PRODUCCIÓN DE VACUNAS HUMANAS 
-96-



PARTE EXPERIMENTAL 
RESULTADOS Y ANÁLISIS 

MARIANA CASTA'ÑEDA HERNÁÑDEZ 

Gráfica l. Linearidad del Sistema de la validación del método analítico. 

0.7 

0.6 

~ o.s -
::¡ 0.4 
-e 

0.3 ~ 
< O.:? 

0.1 

o 

LINEARIDAD DEL SISTEMA 
(PROMEDIO DE DATOS) 

--:...-·· 
-';.::.::-

~1§'i&t'.;~'\~l~~~ 
2 3 6 

Concentración de ASH (mg/rnl) 

Gráfica 2. Recta de regresión calculada para la linearidad del sistema. 

0.6 

1l .e 0.4 

.a 
< O.:? 

LINEARIDAD DEL SISTEMA 
RECTA DE REGRESIÓN 

3 4 

Concentración de ASH (mg/ml) 

s 6 
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TABLA 17. Comprobación de la Linearidad del Sistema mediante el ANADEVA 

(Análisis de varianza). 

Regresión 

Error de 
regresión 

Falta de ajuste 

Error puro 

19 

s 

14 

30.244 30.244 

1196399.9 8.18 

4.803X10__, 2.s28x10-• 

2.756XIO__, S.513XIO-> 

3.771 4.38 

2.047XIO__, l.462X10-> 

Fr>Fc1.19;0.01> y Ff'a<Fcs.14;0.os> 

-~~~f~z-~:· 
;-,, ••. -!. 

Comprobación del int~rvalo d~ co~fia.riia j)S"ra la ordenada ::,i origen: 

Desviación estándar ~e ~a regrc::si_ón: 'sy.,x = O.OOS03 

Desviación estándar .deÍa _ordenacta al origen: Sb = Sy.x = 0.656 
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Intervalo de con.fianza· para la Pendiente: 

1ccm) = ú ci.998;'.Ls J.002 

"t" de S~dent0;t19:0.97~= 2.0930 

Intervalo de confianza para la Ordenada al origen: 

1c(b) = u~o'.oon; Ls 0.0066 

·r de Stuélent: t19.~.97s = 2.0930 

Coeficiente de variación de Regresión: 

CVytx = 0.148 

LINEARIDAD DEL SISTEMA 

CONCLUSIÓN: 

RESULTADOS Y ANÁLISIS 

El Sistema es lineal ya que el C.V. es de 0.162, y los límites son:;; 1.5%. 
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4.3.2 Precisión del Sistema 

TABLA 18. Precisión del Sistema de ASH. 

4.002 
3.993 

IOO 0.135 4.0 
4.002 
4.002 

4.002 0.0054 

4.010 
4.002 

X- Promedio DE- Desviación Estándar CV- Coeficiente de Variación 

TABLA 19. Concentración teórica,. concentración experimenta] y porciento de recobro. 

4.002 100.04 
2 3.993 99.83 
3 
4 

100 
4.002 
4.002 

100.04 
100.04 

s 4.010 100.26 
6 4.002 100.04 

CRITERIO DE ACEPTACION 

c.v. s 1.5% 
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Gráfica 3. Precisión del Sistema de la validación del método analítico. 

102 

E 

] 
~ 100 
.s 
~ 
¿; 

98 

PRECISIÓN EN 6 LECTURAS TOMADAS 
DE UNA SOLA MUESTRA 

2 4 

No~ de determinaciones 

PRECISIÓN DEL SISTEMA 

CONCLUSIÓN: 

6 

El sistema es preciso ya que el C.V. es de 0.135. y los límites son S 1.5%. 
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4.3.3 Determinación Prelirninar 

TABLA 20. Detenninación Preliminar de la capacidad de adsorción de proteínas del gel 

de Hidróxido de alwninio. 

0.25 0.5 1.0 2.0 2.95 

X= 1.48 X= 3.05 X=6.02 X= 11.71 X= 17.75 

DE=0.016 DE =0.024 DE=0.062 DE=0.041 DE= 0.052 

cv = 1.101 CV=0.803 CV= 1.03 cv = 0.349 CV=0.291 
X- Promedio DE- Desviación Estandar CV- Coeficiente de Variación 

CRITERIO DE ACEPTACION 

C.V.s3% 

DETERMINACIÓN .PRELIMINAR 

CONCLUSIÓN! 

Las determinaciones de cada concentración cumplen con el criterio de aceptación, 

ya que el C;V. es de 0.16, y los límites son :s; 3%; por lo tanto los promedios de 

cada una se utilizan como ref'erencia para calcular los recobros de las pruebas de 

la Validación del método analítico. 
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4.3.4 Linearidad del Método 

TABLA 21. Linearidad del Método de la capacidad de adsorción de proteínas del gel de 

Hidróxido de aluminio. 

~,5''e~:~1~~g 
1,49 

0.25 1.48 1.49 1.49 o.o O.O 
1.49 
3.04 

0.5 3.05 3.04 3.06 0.035 1.132 
3.10 
5.98 

1.0 6.02 5.98 5.98 o.o o.o 
5.98 
11.69 

2.0 11.71 11.79 11.76 0.058 0.491 
11.79 . 

17.78 
2.95 17.75 17.78 17.78 o.o O.O 

17.78 
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TABLA 22. Linearidad del Método de la capacidad de adsorción de proteínas del gel de 

Hidróxido de aluminio. Concentración teórica de ASH adsorbida. concentración 

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 

l.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 99.23 

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 

11.79 2.010 100.51 

\;/ 
, .. _., ..... .; 

'· 17.78 2.949 99.97 

2.95 , . 17.78 2.949 99.97 
. ,:; ... . ¡ .... : 17.78 2.949 99.97 

b- lntercepto_ :'~·-',m-:,~_endiente r-=- Coeficiente de determinación 
r= Coeficiente dC correlación 
X= Promedio~_-~'.DE=.Desviación Estándar• CV= Coeficiente de Variación• 

Ver Tabla 21. 
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TABLA 23. Criterios de aceptación y Resultados de la Linearidad del Método. 

Coeficiente de correlación: r ~ 0.99 

Coeficiente de determinación: r2 e?: 0.98 

Ordenada: b "' O 

Pendiente: m == 1 

Porciento de Recobro: 97 - I 03% 

Coeficiente de Variación: C.V. s 3% 

RECTA DE REGRESIÓN 

y mx+b 

X ~ 
m 

y+ 0.00781 
1.0024 

y: absorbancia 

x: concentrabi'Ón 

T = 0.99998 

r"=0.99997 

b = -0.00781 

m= I.0024 

X= IOO.I46% 

c.v.= 0.7442 
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Gráfica 4. Linearidad del método de la validación del método analítico. 

0.25 

LINEARIDAD DEL MÉTODO 
(PROMEDIO DE DATOS) 

0.5 

Cantidad Adicionada de Al(OHh (•/.) 

2.95 

Gráfica S. Recta de regresión calculada para la linearidad del método. 

LINEARIDAD DEL MÉTODO 
RECTA DE REGRESIÓN 

Cantidad Adicionada de AIOH3 (,.....) 
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TABLA 24. Comprobación de Ja Linearidad del Método mediante el ANADEVA 

(Análisis de varianza). 

;~~*~~,~~~~¡~~~~&;~¿ 
Regresión 

Error de 
regresión 

Falta de ajuste 

Error puro 

13 

3 

JO 

541.863 541.863 

l.736XJ0-2 J.335XJ0-3 

8.293XJ0-3 2.764XI0-3 

3.049 4.67 

9.067XJ0-3 9.067XJO-... 

Fr>Fc1.13;0.Ql) Y Ff"a<Fc3.10;0.os> 

- ~ .. - -

Comprobación del· intervalo de confiiinza. ~~ la '¡:,~denada al origen: 

Desviación estándar 'd~.J~ r~gre~Íón: Sy.;;,,. o:o3Ó5 
Desviación estándar de la ordenada al origen: Sb = Sy.x = 0.431 
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Intervalo de confianza para la Pendiente: 

IC(m) = LI 0~998; LS 1.006 

.. t .. de Student: tn.o.975 = 2.1604 

Intervalo de confianza para la Ordenada al origen: 

IC(b) = LI -0.043; LS 0.027 

.. t .. de Student: 113.0.975 = 2.1604 

Coeficiente de variación de Regresión: 

cv,.,, = 0.473 

LINEARIDAD DEL MÉTODO 

CONCLUSIÓN: 

RESULTADOS Y ANÁLISIS 

El método es lineal ya que el C.V. es de 0.744, y los limites son s; 3%. 
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4.3.5 Exactitud del Método 

TABLA 25. Exactirud del Método de la capacidad de adsorción de proteínas del gel de 

Hidróxido' de aluminio. 

¡~[iiici'.iiif·· :' · C:< •. 0.25 .. ; : . ():o): :: , :~;"Y.2.95 
f.llUESTAA"- PORclBm>:i:J,E~~~".too.~;; 

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 

cv 1.104 1.028 0.354 

X- Promedio DE - Desviación Estándar CV - Coeficiente de Variación 

CRITERIO DE ACEPTACION 

CV S3.0% 

Porciento de Recobro 97-103% 
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Gráfica 6. Exactitud del método al 0.25% de gel de Hidróxido de aluminio. 
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No. de determinacion~ 

6 

Gráfica 7. Exactitud del método al 1% de gel de Hidróxido de aluminio. 
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Gráfica 8. Exactitud del método al 2.95% de gel de Hidróxido de alwninio. 

EXACTITUD AL 2.95'Vo EN 6 LECTURAS 
TOMADAS DE UNA SOLA MUESTRA 

110 

E 

1 
~ JOO e 

~ 
,¡:: 

90 

2 4 

No. de determinacionC11 

Intervalo de confianza para la media poblacional: 

IC = LI 99.713, LS 100.555 

"t" de Student: t17,o.975 = 2.1098 

EXACTITUD DEL MÉTODO 

CONCLUSIÓN: 

6 

El método es exacto en el intervalo de 0.25. 1.0 y 2.95%; ya que el C.V. es 

de 0.846, y Jos límites son 5 3%. 
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4.3.6 PRECISIÓN DEL MÉTODO: Reproducibilidad 

TABLA 26. Reproducibilidad del Método para la capacidad de adsorción de proteínas 

del gel de Hidróxido de aluminio . 
.-.,..._,..,...~...,.,~.....,~~~~~.,--.-~~~~..-,~..,.-,--~ 

~"(~il~ .;:~-~=ÓDE·=i~~~ 
100.3 97.3 

100.3 101.4 

99.7 97.9 

100.3 102.7 

2 99.7 99.7 

100.3 100.2 

TABLA 27. Parámetros y Resultados de los 12 datos (2 analistas/2 dias). 

~'J;~}:,~~~~U:~~: 
X 17.725 

DE 1.40 

CV 1.40 

X =Promedio DE - Desviación Estándar CV - Coeficiente de Variación 

CRITERIO DE ACEPTACION 

CV53% 
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PRECISIÓN DEL MÉTODO 

CONCLUSIÓN:.· 

RESUL T AD0S Y ANÁLISIS 

El método es preciso· (reproducible) entre analistas. y por un analista en días 

diferentes. 

El método se coi:isí.dera robusto en las condiciones de dias y analistas en las 

cuales se lleva a cabo Ja prueba. 
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TABLA 28. Comprobación de la Repetibilidad (precisión intermedia) mediante el 

ANADEV A (Análisis de varianza). 

[~~}~=~}~~~~ ¿~~~)t 
ANALISTA 0.16 0.16 o.os 18.51 

DIA 2 6.00 3.00 1.55 4.46 

ERROR 8 15.45 1.93 

CRITERIO DE, A_C~P.TAc:JON: 

.. 
ANALISTA: Si • -FCálcttlada es·. menor . que Ftablas el método analítico es 

reproducible por los analistas. 

DÍA: Si Fcalculada"es menor que Ftablas, el método analítico es reproducible en 

distintos di'as por un mismo analista 
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Gráfica 9. Precisión del método de la validación del método analítico. 

PRECISIÓN DEL MÉTODO 
(PRECISIÓN INTERMEDIA) 

2 

PRECISIÓN DEL MÉTODO 

CONCLUSIÓN: 

4 6 7 9 

No. de determinaciones 
JO 11 12 

El método analítico es reproducible entre diferentes analistas y en distintos días 

por un mismo analista. 
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4.3. 7 Estabilidad de la Muestra Analítica 

TABLA 29. Estabilidad de la muestra analítica. 

2 100 

3 100 

., .. :lNTERVALODE.· .. :····­
' :· ::··':,,:CONFIANZA· 

%R = Porcentaje de recobro 

102.20 

102.20 

99.83 

-0.59 - 3.41 

101.41 

t1> =Tabla de distribución &~,,de Dunnen 

CRITERIO DE ACEPTACION 

Coeficiente de Variación C.V. s 3% 

Estabilidad de la Muestra Analítica: 

RESULTADOS Y ANÁLISIS 

94.65 I02.14 

95.21 I02.14 

94.65 99.77 

-5.63 - -4.68 -0.65 -3.35 

94.84 101.35 

toc6.J;o.o.5) = 3.10 

Intervalo de CClnfi~~'(IC) para la diferencia de la media de la muestra 

almacenadá cori"'respecto a la media del análisis inicial incluye el valor de cero. 

El porcentaje de recuperación esta entre 97-103% 
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALÍTICA 

CONCLUSIÓN: 

La prueb~-. de ·Ja EsÜ.bllida~ .el~ ?1~{J11u~;ira · ah~ítica . cumple con el criterio de 

aceptación Pa#íasc(o¡;~{~¡C);i~;;~~;~c{J>?r,:iIC) que'.~sU..Piu~ba se podrá realizar 

con la técnica;,.ci~fü3§;~¿¡",:,~~\,~(~~t~.cio~{·~í. ".()111º también es posible 
utilizar ASB- en-;Jugát'·'de.-.•ASH·:'cuando/a5í-'se-requiera sin que esto altere el 

resultado de '1a p~~l:)~F-c6i;¡:idi~i¿;;-;;A_j;\ ~fo n:aJizar I~ técnica descrita pero a 

temperatura ambi.Ont¡;; (condi;;,¡(,;; C);-~o así para la condición B ya que en este 

caso el IC no Pasª pD_r el ~~~ c~I"º-
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5. INFORME DE VALIDACIÓN DE MÉTODO ANALÍTICO 

5.1 PROPÓSITO 

Documentar que con la Validación del método analítico para la Determinación de 

la capacidad de adsorción de proteínas del gel de hidróxido de aluminio destinado 

para la producción de vacunas humanas, si es adecuada para su propósito y 

cwnple de manera. consistente con los criterios de aceptación predeterminados . . . 

para linearidad ' y (precisión del sistema., Jinearidad y precisión del método 

(repetibilidad y rep;odiicibilidad) exactitud y estabilidad de la muestra analítica. 

5.2 RESULTADOS 

TABLA 30. Resultados del método analítico. 

LINEAR/DAD DEL SISTEMA Coeficiente de correlación r 2: 0.99 r= 0.99999 

Coeficiente de determinación r' 2: 0.98 r' = 0.99998 

Coeficiente de vaiaci6n CV,,;, 1.5 C.V.= 0.162 
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TABLA 30. Continuación. 

LINEAR/DAD DEL MÉTODO Pendiente (m) "' 1 Pendiente (m) = 1.0024 

Ordenada (b) "' O Ordenada (b) = -0.00781 

Coeficiente de detenninación r2;;,; 0.98 r2= 0.99998 

Coeficiente de variación CV s 3.0 C.V.=0.744 

PRECISIÓN DEL SISTEMA Coeficiente de variación CV s 1.5 C.V.=0.135 

PRECISIÓN DEL MÉTODO 
• Repeübilidad • Coeficiente de correlación r c.: 0.99 • r= 0.99997 

Coeficiente de determinación r2;;,; 0.98 r2= 0.99998 

Coeficiente de variación CV s 3.0 CV=0.744 

• Reproducibilidad • Coeficiente de variación CV s 3.0 • CV= 1.40 

EXACTITUD DEL MÉTODO Coeficiente de variación CV s 3.0 C.V.=0.846 

ESTABILIDAD DE LA 
Condición A: 101.41 % MUESTRA ANAL/T/CA Porciento de recobro 97 - 103 % 

DEL MÉTODO 
Condición C: 101.35 % 
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5.3 DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

El método propuesto para la determinación de la capacidad de adsorción 

de proteínas del gel de hidróxido de aluminio' cumple su propósito, por lo que se 

le considera efectivo y confiable por ser ; H11~al,~·'::.;;l<~cto, . preciso (repetibilidad y 

reproducibilidad) y estable; por lo que - e~Ui',-p;,_.¡;ba podrá realizarse con la 

técnica descrita por el proveedor, así ·. como .también es posible realizar 

la técnica descrita pero a temperatuni{~b·i~~te y/o utilizarse estándar de 

ASB en lugar de ASH. 

5.4 CONCLUSIONES 

La Validación de la Determinación de la capacidad de adsorción de proteínas 

del gel de hidróxido de aluminio destinado. para la producción de vacunas 

humanas se encuentra 

.VALIDADO 

Fin del Informe de Validación de Método Analítico 
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CONCLUSIONES DEL MÉTODO ANALÍTICO 

El método para la deterininación de la capacidad de adsorción de proteínas del gel 

de hidróxidÓ >de''":Ju.iiiÍ~io se validó conforme a la técnica prop..;esta por el 

proveedor. 

Basándose en los resultados obtenidos se demostró de manera práctica y 

docum~nta~ ]·~~e. el método propuesto cumple su propósito, por lo que se le 

considera efec~ivo y confiable por ser lineal, exacto, preciso, especifico y estable. 

Se evaluó el sistema de medición resultando ser PRECISO y LINEAL 

en el intervalo de 35-130o/o del contenido de ASH (1.6-5.2mg/ml) considerando 

4.0mg/ml corno el 100%. 

Se concluye que el método es LINEAL y EXACTO en el intervalo de 

0.25-2.95% de la concentración de hidróxido de aluminio [Al(OH)3] equivalente a 

l .47-J 7.75mg/ml adsorbidos, ,además el método es PRECISO (reproducible) y 

ESPECÍFICO. 

Para el caso.de la precisión intermedia cumple con el criterio de aceptación 

del ANADEV A y se concluye que el método analitico es reproducible entre 

analistas y en distintos días para cada uno de los analistas. 
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De acuerdo a los resultados obténidos en la evaluación de la estabilidad del .. · 
método analítico del método se deterininó que las muestras no son estables si el 

tiempo de reposo se prolon.ga 
0

h~Ía. las 72 horas en refrigeración y sin agitación 

esporádica. ya que los resultados no se reproducen. 

Por otro lado el análisis de las muestras puede llevarse a cabo con 1.a técnica 

descrita por el proveedor, así corno también es posible realizar la técnica descrita 

pero a temperatura ambiente ya que los resultados se reproducen. Durante la 

validación se probó utilizar ASB (albúmina sérica bovina) en lugar de ASH 

(albúmina sérica humana) obteniendo resultados satisfuctorios y reproducibles por 

lo que se puede utilizar cualquiera de las dos albúminas. 
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