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Tabla 14 RP-HPLC

Muestras de Prueba

Controles durante el proceso

Descripcion de la
Valoracién '

Valoracién de Sandoz;

Para generar la curva de calibracién, se preparan ocho concentraciones
del estandar de referencia de protelna recombinante NadA en tampén de
dilucién (Tris/HCl 50 mM). Se preparan muestras de adecuacion del
sistema (SST) para evaluar ¢l desempefio de la separacion del sistema
cromatografico. La fase mdvil (mezcla de acetonitrilo vy agua con 4cido
trifluoroacstico) o el tampon de dilucién sirven como el blanco, o control
negativo, Se diluyen muestras de prueba con tampén de dilucion de modo
tal que la sefial de deteccidn esté dentro del rango de calibracién
(normalmente en el rango de 125-250 pg/ml),

Para asegurar la saturacién de la columna antes del primer andlisis, se
Inyectan muestras de estandar de referencia de equilibracién en miltiples
oportunidades, en una concentracion de aproximadamente 0,250 mg/m, al
comienzo de la secuencia; cada secuencia de inyeccion incluye una
prueba de adecuacion del sistema para verificar la sensibilidad del sistema
de deteccién y miltiples inyecciones de una muestra de adecuacion del
sistema antes y después de las primeras muestras de calibracion, y en
intervalos variables durante la secuencia, Las muestras de calibracion se
inyectan por duplicado, con el fin de aumentar la concentracion, para
obtener la curva de calibracion. El blanco se inyecta entre grupos de

muestra de tipicamente 10-15 muestras para evitar la contaminacion, Las

muestras de prueba se inyectan una vez. La columna se opera en las
condiciones validadas, con deteccién de absorbancia de UV a215nm. La
integracion pico se lleva a cabo con la ayuda del sistema de evaluacion de
datos Chromeleon (o equivalente). El contenido y la pureza se determinan
a partir de los cromatogramas v la curva de calibracién. Se verifican los
criterios adecuados de idoneidad del sistema para confirmar la validez de
la corrida analitica.
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