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A, y se registra el peso obtenido. Tras la adicion, se agita la solucion durante

aproximadamente 15 minutos.

Procedimiente de mezcla

El proceso de fabricacion del granel es una operacion de mezclado simpie.

Adicién de componentes
l.a adicién de cada componente es verificada por controles de peso. La secuencia correcta
y la integridad de estas adiciones se documentan en el Registro de Produccién,

Llenado

Las jeringas se llenan bajo Flujo Aéreo Laminar (LAF) en un cuarto aséptico clase B. Se
infroducen las jeringas y los émbolos en la sala de llenado mediante una maquina de
desempaque de jeringas en un cuarto adyacente Clase C. El recipiente del producto final
formulado a granel, sellado, provisto de un agitador, se lleva a un ¢uarto Clase C adyacente
al cuarto de flenado. La tuberia de salida del recipiente del producto a granel se conecta
asépticamente a la tuberia de entrada de las bombas de llenado. Se ceban las bombas de
llenado, se investigan burbujas de aire en la via de flenado, y se controlan los vollimenes de
entrega y se ajustan si es necesario; cuando finalizan todos los controles, comienza el
llenado. Las bombas de llenado llenan cinco o diez jeringas en forma simultéanea (lo que
depende de fa maquina de llenado utilizada). Los pistones de los émbolos se introducen
automaticamente en las jeringas, y las jeringas llenadas y cerradas se vuelven a colocar en
sus bandejas originales. Después, [as bandejas regresan al cuarto de desempaque de
jeringas sobre una cinta transportadora, a través de una abertura en la pared. Después de!
llenado, las bandejas de jeringas pueden ser sometidas a inspeccion inmediata o pueden
ser separadas, identificadas y almacenadas adecuadamente a +2 y +8°C mientras
aguardan la inspeccion.

Inspeccién

Cuando se practica la inspeccién directamente después del llenado, fas bandejas de
jeringas son movidas automaticamente del cuarto de llenado al cuarto de inspeccién a
través de una abertura en la pared, y después, son transferidas a la maquina de inspeccién
mediante un maniputador automatico.

Cuando la inspeccién no se realiza directamente después del llenado, se conservan las
paletas que contienen las jeringas lienas, cerradas, a +2 y +8°C. Cuando tiene lugar fa
inspeccibn, se mueven las paletas al cuarto de Inspeccion, Se retira la sobreenvoltura
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plastica, y se transfieren las jeringas a la maquina de inspeccion con un manipulador

automatico.

Tras la inspeccion, las jeringas inspeccionadas se conservan a +2 y +8°C mienfras
aguardan el envase. '

Envasado

El envase tiene lugar en las lineas de envasado, compuestas por un rotulador, un
termoformador, un cartoner y una empacadora de ¢ajas.

Se retiran las jeringas llenas y cerradas de las bandejas, se las coloca sobre un rotulador
utilizando un manipulador automatico.

En esta etapa, el rotulador atornilla el émbolo a la jeringa.

Cuando se emplean jeringas no preimpresas, un dispositivo controlado electrénicamente
imprime la linea de dosis pediatrica en el cilindro de |a Jeringa.

El etiquetado es efectuado por una maquina que imprime sobre una etiqueta autoadhesiva
los datos del lote en proceso, y la pega al cilindro de |a jeringa.

Después, las jeringas etiquetadas pasan a una maquina ensambladora que termoforma una
tira de PVC o PETen blisters. Las jeringas junto con un-émbolo introducido en la jeringa se
colocan en los blisteres que se cubren con papel desprendible.

Los blisters son envasados, junto con el prospecto, por otra maquina en cajas de carton
donde se imprime el nimero de lote y su fecha de vencimiento.

Se practica una Prueba de Identidad de HA para cada cepa en una muestra del producto
terminado, envasado. El producto envasado se conserva a 2-8°C hasta que es liberado.

24. Confroles de los pasos criticos e intermedios

Controles intraproceso

Preparacién del Granel Final

Despues de cada adicion al tanque de mezcla, se verifica el peso de la solucion agregada.
Se investiga la integridad del filtro estéril empleado para el amortiguador final después del
uso. Después de la mezcla, se verifica el pH de la vacuna final a granel,

Preparacion de Buffer A y Buffer Final

pH: determinado potenciométricamente. Vida Util: 24 horas a temperatura ambiente.

Los controles durante ef proceso descritos no incluyen ningtn tipo de control del contenido
del buffer final.

Preparacion de Solucién B
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pH: determinado potenciométricamente. Vida util: 24 horas a temperatura ambiente.

Llenado - Controles durante el proceso

~ Volumen de llenado: se caicula pesando cinco jeringas llenas, se efimina el contenido y se
vuelven a pesar las jeringas vacias. Se realiza cada hora durante el proceso de llenado.
Verificacion del Indicador de Esterilidad (ETO) de los cuerpos de las jeringas: la tira del
indicador de esterflidad de los cilindros de las jeringas deben ser del color apropiado.
Verificacion del Indicador de Esterilidad (rayos y) de los pistones del émbolo; la tira del
indicador de esterilidad del pistén del émbolo de [as jeringas debe ser del color apropiado.

2.5  Validacién y evaluacién de los procesos

251 Resumen

Validacion del proceso de Formulacién 7

El proceso de fabricacion a granel es una operacion de mezclado simple. Se ha realizado la
validacion del procedimiento de mezclado y ef informe de validacion se encuentra
disponible.

Validacion del Proceso de Llenado (con medios de cultivo)

Cada seis meses se realiza una corrida de lienado con medios en ia que lfos envases
finales se llenan con medios microbioldgicos en lugar del producto. Esta prueba se utiliza
para validar la configuracion del equipo de lienado, los cambios y el proceso de llenado, vy
se realiza de acuerdo con ias exigencias internacionales de GMP vigentes.

Una tasa de contaminacién de menos de 0,1% con un limite de confianza del 95% se
considera aceptable. Se investiga toda contaminacion.
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3) CONTROL DE CALIDAD-METODOS CONTROL EXCIPIENTES
DEL PRODUCTO TERMINADO.

3.1 Especificaciones
Los excipientes utilizados cumplen con las siguientes especificaciones:

Excipiente Especificacion

Cloruro de sodio Cumple Farmacopea Europea
Cloruro de potasio Cumple Farmacopea Europea
Fosfato diacido de potasio Cumple Farmacopea Eurcpea
Fosfato disédico dihidratado Cumple Farmacopea Europea

Cloruro de magnesio hexahidratado | Cumple Farmacopea Europea

Cloruro de calcio dihidratado Cumple Farmacopea Europea

Agua para inyeccion (WFI) Cumple Farmacopea Europea

S
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4) CONTROL DE CALIDAD-METODOS CONTROL PRODUCTO
TERMINADO

4,1 Especificaciones
Granel Final (Especificaciones para la liberacion)

Los parametros de prueba listados para la especificacion de liberacion del granel final son

los requeridos por la Farmacopea Europea.

Tabla 2: Granel Final (especificaciones de liberacion)

Ensayo Método Especificacion
Esterilidad Ph.Eur, Esteril
Endotoxinas LAL cinético cromogénico. | <100 UI/0,5 ml
Osmolaridad Ph.Eur. 240-360mOsm/kg
Ovoalbdmina Ph.Eur. <0,4 yug/mi

La prueba de pH se realiza solamente a ftitulo informativo, no como parfe de la
especificacion de liberacion:

Tabla 3: Granel Final (pruebas realizadas solamente a tifulo informativo)

Ensayo Método Especificacién

pH Ph.Eur. 6,9-77

Jarond
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Producto Terminado (Especificaciones de liberacion)

Tabla 4: Producto terminado {Especificaciones de liberacién)

Ensayo Método Especificacion
Aspecto Visual Emulsion blanca lechosa
Identidad de hemaglutinina: | IDRS Positiva
A (H3N2)
A (HIN1)
B
Contenido de [DRS Para cada cepa: limite de
hemaglutinina: confianza inferior (p = 0,95):
A (H3N2) > 12 pg/dosis (= 80% de lo
A {H1IN1) estipulado en la etiqueta) |
B
Esterilidad Ph. Eur. Esteril
LAL cinético <100 UI/Q,5 ml
Endotoxina cromogenico
dentidad de escualeno HPLC Positiva
Contenido de escualeno HPLC 1,65-2,35% wiw
Distribucién del tamafio de
|las particulas:
Didmetro medio de las | Dispersion
particulas luminica dinamica | 130-180 nm
Nimero de particulés > 1,2 | Sensado dptico
um/m de particulas <1 x107/ml
pH Ph. Eur, 6,9-7,7
Volumen extraible USP 20,5ml
Proteina total (distinta de | Acido
HA) bicinconinico <120 pgf0,5 ml
inactivacion viral Prueba practicada en las  Cosechas
Mono;zalentes Combinadas
Formaldehido libre Prueba  practicada en las  Cosechas

Monovalentes Combinadas

Las pruebas siguientes no forman parte de la especificacion de liberacion del producto

terminado a granel, pero se realizan sélo a titulo informativo.
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Tabla 5: Producto Terminado (pruebas realizadas solamente a titulo informativo)

Ensayo Método Especificacion
pH Ph.Eur. 69-7.7
Volumen extraible | Ph.Eur. >0,6mi

Producto envasado (Especificaciones de liberacién)

Tabla 6: Producto envasado (Especificaciones de liberacion)

Ensayo Método Especificacién
Identidad de hemaglutinina | SRID _ positivo

para cada cepa

4.2 Procedimientos analiticos

Los métodos de ensayo cumplen con los requerimientos de fa Ph.Eur, cuando son
aplicables. A continuacién solo se describen los métodos no incluidos en Farmacopea.

421 Contenido de Hemaglutinina e Identidad de Hemaglutinina (SRID: Single
radial Inmunodiffusion Test)

Se lleva a cabo mediante inmunodifusion radial simple (IDRS).

La muestra que se analiza se trata con un detergente zwitteridnico que permite la
separacion de los antigenos en un gel de agarosa que contiene un antisuero especifico. De
esta manera, los antigenos forman un anillo de precipitacion con el antisuero. El aniilo de
precipitacién se visualiza mediante tincion con azul de Coomassie. Los diametros de los
anillos de precipitacidén obtenidos para cada muestra, se comparan con los obtenidos con
un estandar internacional suministrada por el NIBSC, Londres o instituto equivalente
reconocido por la OMS.

a- Reactivos

La composicion descripta mas abajo es dependiente del volumen y [a misma debe ajustarse
en funcién del volumen total requerido.

i- WHO Estandar de Referencia

Antisueros especificos y los antigenos distribuidos por el NIBSC, Londres o instituto

equivalente reconocido por fa OMS.

fi- Solucion al 10% de azida de sodio
Disolver 10 g de azida de sodic en un matraz aforado de 100 ml conteniendo
aproximadamente 80 mi de agua destilada. Llevar a volumen (100 ml) con agua destilada).

fii- Solucién al 10% de Zwittergent

aS.A
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En un matraz aforado de 100 ml conteniendo aproximadamente 80 mi de agua destilada,

disolver 10 g de zwittergent 3-14. Lievar a volumen (100 ml) con agua destilada,

iv- Buffer Dulbecco PBS-A pH 7,3

En un matraz aforado de 5000 mi conteniendo aproximadamente 4000 mi de agua
destilada, disolver en el siguiente orden:

50,00g NaCl

1,25¢ KCI

7,209 NazHPO4:2H20 (14,50 g NapHPO4.12H20)

1,259 KH2PQy4

Agregar 25 mi de solucidn al 10% de azida de sodio, medir el pH y ajustarlo a 7,3 £ 0,1 con
solucién de NaOH o HCI, Llevar a volumen (5000 ml) con agua destiléda.

v- Agarosa 1,5 %

En un recipiente de 3000 ml conteniendo aproximadamente 1500 mi de la solucion Buffer
Dubelcco (PBS-A), suspender 30 ¢ de Agarosa {Indubiosa A 37 o equivalente). Llevar a
2000 m| utilizando la solucién Buffer Dubelcco (PBS-A). Colocar en bafio de agua hasta que
la agarosa se disuelva completamente. Distribuir la agarosa en viales, cerrar y efiquetar y
almacenar a 2-8 °C.

vi- Solucion de decoloracion

En un matraz aforade de 2000 ml, que contenga aproximadamente 1000 ml de agua
destilada, agregue 200 ml de acido acético y 500 ml de metanol, agite. Complete a volumen
con agua destilada.

vii- Solucion de coloracion

Agregue 1,5 g de Coomassie Brillant Biue G 250 en un matraz aforado de 500 mi
contenfendo 400 ml de la solucién de decoloracion. Lleve a volumen de 500 ml utilizando |a
solucién de decoloracion. La conbentracién de la solucién de coloracion puede variar
acorde ala ¢epa (¢]. 12 g/l para Resvir 9).

viil- Preparacion de las placas para SRID

La agarosa contenida en los viales se funde en bafio de agua y luego se agrega el
antisuero siguiendo las instrucciones del proveedor y los ensayos de optimizacion
realizados. La agarosa luego es colocada en placas de vidrio limplias y enfriadas por
aproximadamente 3-5 minutos y mantenidas a 55 - 57°C
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Luego de enfriadas, realizar los pocillos de aproximadamente 4 mm de diametro sobre la
superficie de Ia agarosa con un instrumento metafico y remover la agarosa del interior del
cada uno de los pocitlos. En cada placa realizar aproximadamente 186 pocillos

b- Procedimiento

Agregar 50 pl de la solucidn de Zwittergent (10%) a 450 wl de la solucion de mayor
concentracion del estandar y de la muestra. Incubar a temperatura ambiente durante media
hora. Utilizando PBS-A como diluyente, preparar diluciones seriadas de cada uno de los
antigenos tratados con el detergente.

Agregar al menos 4 diluciones del estandar y 4 diluciones de la muestra a ser examinada
en cantidades de 20 p! por pocillo, a las placas preparadas con 18 pocillos
aproximadamente. Preparar una linea de estandares y una de muestras.

Permitir a las muestras (estandar y muestra) difundir por 20 a 24 horas en un cuarto
humidificado y a temperatura de entre 20 a 25°C y luego colocar las placas en agua
purificada por aproximadamente 1 hora. El nimero de placas es diferente dependiendo del
tipo de muestra. |

Presionar las placas, colocando una hoja de papel de filtro entre la placa y el peso. Dejar
por media hora. Secar las placas a 37°C y luego tefir por 15 minutos en |a solucion de
coloracién. Destefiir las placas utilizando la solucion de decoloracion hasta que los anillos
de precipitacion se hagan claramente visibles.

Medir el diametro de los anillos de precipitacion.

Los diametros para las muestras y el estandar son calculados y se calcula la linga de
regresion para ambas (estandar y muestras)

¢- Calculos

Calcular la pendiente de las dos lineas de regresién, el intercepto (ordenada al origen) v el
coeficiente de correlacion. |

El contenido de hemaglutinina en la muestra se obtiene aplicando la siguiente férmula;

ughH4 SC* Dil.C* Conc STD
mL SSTD * Dil. STD

donde:
3C. es la pendiente de la curva de la muestra

SSTD: es la pendiente de la curva del estandar
Dil C: es la dilucién inicial de la muestra
Conc. STD: concentracion del estandar
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Dil STD: es la dilucion inicial del estandar

422

Esterilidad

Se lleva a cabo segun la Ph. Eur.

4.2.3

Endotoxina

Se lleva a cabo segun la prugba de LAL cinética cromogénica.

a- Equipos

PC, pentium 75 o superior, con sistema operativo Windows 95.
Lector Kqcl {0 equivalente)

Pipetas certificadas de volumen fijo o variable.

b~ Reactivos

1) Kit Cinético - Limulus QCL (Bio-Whittaker o equivalente) conteniendo:

- vigles de endotoxina de E.coli

- viales de reactivo LAL

2) Reactivo acuoso LAL

c- Materiales

- microplacas estériles y aprirogénicas

- tubos de vidrio certificados para ensayo de endotoxinas

- Tapas estériles libre de pirdgenos para pipetas libre de pirégenos

d- Procedimiento

Se realiza acorde a las instrucciones del fabricante.

Ingresar en el programa de la PC y seleccionar en el siguiente orden:

NUmero y con¢entracion de estandares de endotoxina

Nurnero de repeticiones

Informacion de la muestra

Distribucion de los estandares

Diluciones de las muestras en |las microplacas

Recontituir el estandar de endotoxina de E. coli (solucién CSE) con un volumen de
reactivo acuoso LAL reportado en el certificado de analisis y agite al menos 15
minutos. Esta solucion contiene 50 Ul/ml,

Recontituir el estandar de endotoxina de E. ¢oli (solucién CSE) con reactivo acuoso
LAL. Ademas diluir 1:10 para obtener 5; 0,5; 0,05 y 0,005 Ul/ml.

Efectuar el control positivo directamente en la placa mediante el agregado de 10 ml
de la solucidn estandar elegida en dos de los cuatro pocillos conteniendo la
muestra.

Reconstituir ¢l reactivo LAL inmediatamente antes de usarlo con un volumen de
reactivo acucso LAL indicado en la etiqueta del vial y mezclar suavemente.
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» Si fuera necesario, ajustar el pH de la muestra a 7,0-8.0 con HCI 0,1 N libre de
pirogenos o NaOH 0,1 N y diluir con reactivo acuoso LAL .

o Colocar una alicuota de 100 ul de muestra en cada pocilio de la placa microtitulada
por cuadruplicado, 100 pl para cada dilucion de solucion estandar por duplicado, y
100 ul de reactivo acuoso LAL como blanco por duplicado. Ubicar la placa llena en
el lector Cinético - QCL y presionar la tecla direccional UP para posicionar la placa
en la cémara de incubacion.

o Pre-incubar ia placa microtitutada por lo menos 10 minutos.

o Agregar 100 |l de la suspension de reactivo LAL y presionar la tecla ENTER para
iniciar el ensayo.

¢ LaPC edita los resultados del ensayo (por regresion lingal).

4.2.4 Proteinas
Realizado mediante el método de micro-Kjeldhal, con la diferencia de que se toma una
muestra de 20 ml, El contenido de Protelnas distintas de Hemaglutinina se obtiene restando
el contenido total de HA del las Proteinas Totales.
Proteinas totales:
Este control se lleva a cabo después de la dialisis a través de una membrana con un cut-off
de 10000 Daltons, lo que permite la eliminacion de moléculas de bajo peso molecular,
El método se basa en la transformacion de nitrégeno en sulfato de amonio a través de Ia
mineralizacion con acido sulfirico concentrado y posterior destitacion de amoniaco en un
entorno basico.

a) Reactivos:
Las composiciones que s¢ presentan a continuacion refieren al volumen especifico, puede
ser ajustado de acuerdo con el volumen total requerido.
Membrana de dialisis: Cut-off 10000
Acido suffurico concentrado.
Sulfato de potasio
Oxicloruro de selenio
Sulfato clprico
Hidréxido de sodio
Perdxido de hidrogeno 120 volimenes.
Acido sulffirico 0,01 N (Normex, o equivalente)
Tiosulfato de sodio 0,01 N (Normex, 0 equivalente)
Yoduro de potasio
Almidén soluble
Yodato de potasio
Agua Milli-Q

-
@i

v aS'AI ' fl-\.ial'\;'.'ai‘iﬁl o
RIS Gio: A% agerad







Uy NOVARTIS

“Estandar de albimina bovina al 7% (material de referencia estandar de 927, provisto por el
Instituto Nacional de Estandar y Tecnologia, 0 equivalente).
b) Soluciones:
i. Mezcla écida
200 g de sulfato de potasio y 10 ml de oxicloruro de selenio se disuelven en una mezcla
compuesta de 1.250 ml de agua y 680 ml {1.250 g) de acido sulfirico concentrado.
ii. Solucién acido suffarico 0,01 N en medio yodado
Un vial de Normex, para la preparacion de acido sulfurico 0,01 N, se transfiere
cuantitativamente a un matraz calibrado de 1.000 ml, que contiene 0,5 g de yodato de
potasio y se lleva a volumen con agua.
ifi. Solucion de yoduro de potasio al 20% _
20 g de yoduro de potasio se disuelven en agua v se llevan a 100 mi de volumen.
Iv. Solucion de hidréxido de sodio al 40%
800 g de hidréxido de sodio se disuglven en agua y se lievan a 2000 ml de volumen,
v. Almidén soluble af 1%
1 g de almidén soluble se disuelve en 100 mi de agua en un plato caliente. La solucién se
utiliza después del enfriamiento.
vi. Solucidn de cloruro de sodio 0,5 M
29,22 g de cloruro de sodio se disuelven en 1000 ml de agua.
¢) Procedimiento:
Se toma una muestra de 10 ml, por duplicado, y se dializa contra agua. La dilisis se
produce a 4 ° C durante 48 horas, cambiando la solucién cada 24 horas. Después de este
periodo, el contenido del tubo de didlisis se transfiere a un matraz para digestion.
Agregar al matraz 10 ml de la mezcla &cida, 0,1 mg de sulfato de cobre, 50-60 mg de
selenio negro y permitir qu se digiera hasta que Ia solucion sea clara,
Enfriar la solucién digerida, afiadir aproximadamente 10 ml de agua, 2 ml de perdxido de
hidrégeno y calentar hasta que se desarrolle un humo blanco.
Después de enfriar, transferir cuantitativament el contenido del matraz en un aparato de
destilacién Kjeldahl. E! instrumento afiade de forma automatica hidréxido de sodio (solucidn
al 40%) y agua.
En un vaso de precipitados de 300 ml, agregar exactamente 25 ml de &cido sulfirico 0,01 N
en medio yodado y colocarlo debajo de un condensador refrigerado.
Destilar hasta obtener un volumen total de 150 ml, lavar con agua, recogiendo el liguido de
enjuague en un vaso y afadir 10 ml de solucién de yoduro de potasio. Dejar reposar
durante aproximadamente 10 minutos.
El titufo se determina con tiosulfato de sodio 0,01 N utilizando solucién de almidén soluble
como indicador.
d) Céleulo:

it !
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mgN (a-b)x0.01x14
ml c

donde:
a; volumen de tiosulfato de sodio necesario para titulo de ensayo en blanco (g].
procedentes de la destilacion de la solucion de hidréxido de sodio con agua y procediendo
como se describe con las muestras);
b: volumen promedio de tiosulfato de sodio de las dos determinaciones;
0,01: normalidad del acido sulfurico;
14 peso equivalente de nitrdgeno;
¢: ml de las muestras tomadas.
El contenido de proteina total se puede obtener multiplicando el valor obtenido por 8,25,
e) Criterios de validez de los analisis:

Cada dia se realiza un anélisis, un control positivo se prepara de la siguiente manera: 0,2
ml de solucion estandar de albimina bovina se diluye con 10 ml de agua, v 8 ml de esta
solucién se dializa contra agua. ‘ |

El analisis, entonces, sigue tal como se describe en el apartado "Procedimiento” y el
contenido de proteina (mg / ml), en el controi positivo se calcula segln la siguiente formula:

mg proteins _ (a-b)x0.01x14x50x6.25
ml 9

donde: ,

a: voiumen de tiosulfato de sodio necesario para titular ef ensayo del blanco;

b: volumen promedio de tiosulfato de las dos determinaciones;

0,01: normalidad del acido sulfarico;

14: peso equivalente de nitrégeno;

9: ml de solucion diluida del estandar de albimina

50: factor de dilucién estandar de alblmina;

6,26 factor de conversion para obtener proteinas a partir del contneio de nitrégeno;

El analisis se considerara valido si el porcentaje de recuperacion del control positivo,
calculado de la siguiente manera, esta entre 80 a 110%:

Recovery percentage %= ax100

donde:
a. concentracién de proteinas (mg / ml), obtenida en el analisis del control positivo (véase
mas arriba);

veclis Argating S. A
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b: concentracion de proteina tedrica (mg / ml), en el control positive, como se indica en el
certificado de analisis del estandar utilizado.

La diferencia de los vollimenes de tiosulfato de sodio en las dos determinaciones no debe
exceder de 0,5 ml.

4,25 Ovoalbimina

El ensayo utilizado es un ELISA directo. Utilizando un anticuerpe policional anticvoalbimina

inmovilizado y un congugado anti-ovolabimina-HPR-conjugado como sistema de deteccion.
| Conjugado y muestras se incuban simultaneamente y luego Ia placa de ELISA es lavada y

se agrega el buffer con el sustrato. La placa se incuba y se realiza la lectura

a-Equipamiento |

Kit comercial Serazym Ovoalbumin ELISA (o equivalente)

Lector de placas

Lavadora de placas

b- Reactlvos y Seluciones

Sustrato TMB (3,3',5,5' tetramethylbenzidine and hydrogen peroxide)

Acido Sulfarico

¢- Procedimiento |

Colocar 100 il de anti ovoalbimina HRP conjugado en toda la placa, Agregar en triplicados

100 pl de la curva estandar (doble dilucién desde 20 a 0,625 ng/ml) y del control positivo,

Agregar en cuadruplicado 100 ul de la correspondiente dilucién de la muestra v de la

misma muestra con un agregado de ovoalbimina (muestra spikeada). Incubar la placa por

60 minutos a temperatura ambiente y luego iavar 5 veces en la lavadora de placas.

Agregar 100 plfpociilo de fa solucion del sustrato TMB, incubar la placa a temperatura

ambiente por 15 minutos. '

Al finalizar la incubacién detener la reaccion agregando 100 ul/pocillo de solucién de stop

(&cido sulfdrico)

Leer [a placa a una longitud de onda dual de 450 / 590-630 nm

d- Calculos

Determinar la DO promedio de los estandares, controles positivos, muestras y muestras
spikeadas. '

Crear la curva de referencia de los valores medios de DO del estandar vy las
concentraciones de ovoalbimina correspondiente utilizando una curva polindémica de
segundo grado. '

Control positivo, muestras y muestras spikeadas se Interpolan en la curva esténdar y se
defermina la concentracion expresada en ng/mi.
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4,26 Formaldehido

La concentracién de formaldehido se determina colorimétricamente luego de su reaccion
con acetilacetona. El principio del ensayo es el mismo que se describe en la Farmacopea
Europea. Se prepara una curva de calibracion del estandar para permitir la cuantificacion,
a- Equipamiento

Espectrofotémetro Lambda 12 Perkin Elmer (o equivalente)

b- Reactivos

Acetato de amonio

Acetilacetona

Acido Acético Glacial

Estandar de referencia de formaldehido, solucion con un titulo 2 36,5%p/v (certificado por
el proveedor)

Agua ultrapura tipo Milli Q (o equivalente)

¢~ Soluciones

Las siguientes composiciones son volimen especificas y pueden estar ajustadas al total de
los volumenes requeridos.

I- Solucion estandar de formaldehido de 20 ig/m

Diluir el estandar de referencia con agua para obtener una solucién de concentracion de
20 pg/ml

- Soluciéh de acetafo de amonfo al 15%

Disolver 16 g de acetato de amonio en 80 ml de agua, agregar 0,3 ml de &cido acético
glacial y llevar con agua a 100 ml. Esta solucién debe utilizarse en el transcurso de una
semana luego de su preparacion si se almacena a temperatura ambiente

iii- Solucion de acetilacetona

Agregar 0,2 ml de acetilacetona a 100 ml de solucion de acetato de amonio (punto i
anterior)

iv- Curva de formaldehido estandar

Preparar una serie de 5 diluciones por duplicado

En tubos de 15 ml, agregar 50, 100, 250, 500 y 1000 wl de la solucion estandar de 20 ug/ml
de formaldehido. Agregar agua hasta 1 ml. Los tubos contendran 1, 2, 5, 10 y 20 ug
respectivamente de formaldehido

d- Procedimiento

Un mililitro de muestra es ensayade. El blanco consiste en 1 ml de agua. A cada uno de los
tubos {blanco, estandar y muestras), agregar 4 mi de agua y luego 5 mide Ja solucién de
acetilacetona. Luego de mezclar, incubar en un bafio de agua a 40°C por 40 minutos. Leer
la absorbancia de la solucion resultante a 415 nm.

e~ Calculos y expresion de los resultados
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