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Lista de abreviaturas: vea la seccién 2.3 Resumen general de calidad, Introduccidn, /
n:

Lista y descripcién de materiales y equipo utilizados durante este proceso de elaboracio %P
seccidon 3.2.A.1 Instalaciones y equipo.

El proceso de elaboracién que se describe a continuacion se completa mediante los programas de
validacion presentados en la seccidn 3.2.8.2.5 Validacién y/o evaluacion del proceso con estudios
sobre los parametros de produccion y sobre 1os controles durante el proceso.

1 Purificacion y activacion del polisacarido de Haemophilus tipo b

El proceso de purificacion del polisacarido de Haemophilus tipo b se muestra en la figura 1.

El proceso de activacién del polisacarido de Haemophilus tipo b se muestra en la figura 2.
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Figura 1: Purificacién del polisacaride de Haemophilus tipo b

Descripcién del procese

Pardmetros de produccldn

N
Controles

Microgrénule da
cetrimida

Etapa 1.7
Furificacion
prefiminar

- Etapa 1.7a: Dispersion del
precipitado en NaCL 0,3 M y
ultracentrifugacisn. El
microgranulo se desecha

- Etapa 1.7D: Precipltacién con
etanol al 60 % vy centrifugado EI
sobrenadante se desecha

- Etapa 1.7¢: Lavado con etanol
absolute

- Etapa 1.7d: Desecaclén al
vaclo (opclonal}

Products istermeadio:

A

Etapa 1.8
Purificacion
final

Y

A
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reprocesarnient

Etapa 1.9
Frecipitacion
con etanol
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Etapa 1.10
Desacacion

- Etapa 1.8a: Suspensitn en
tampon de acetato de sodio 0,3
M Adicidn de 0,5 a 1 volumen de
tampon de fenol.
Ultracentrifugado. Se elimina la
fase de fenol.

Extraccién del fenol repetida 6
veces

- Etapa 1.8b: Diélisis con agua
purificada elrafiftrada

- Etapa 1.8¢: Ultrafiltracién con
agua purificada ultrefiltrada

Solucidn diafilrada

- Etapa 1.9a: Precipitacion con
etanol al 80% en presencla de
NaCl (0,3 M) Centrifugacidn,
Desechar el sobrenadante

- Etapa 1.8b:

- Molienda en etanal anhidro

- Lavado cen etanol de 509

~ Lavado con acetona

- Lavado con éter

Praciptado

- Desecation al vaclo
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Pollsacéride purificado de Haemaphliua tipo b
PRP

- Tiempao de conlacto: 2 horas con 30

min.
- Volumen de stanol agregade:

33

mb x volumen de cultivo industelal

litro
Iergurarc@n de la desecaclén: al
menes 10 horas

- Duracidn de la didlisis; 2 10 horas

- Coste ~ 100kDa

- DO260nm det ultrafiitrade: < 0,060

= Duracién de |a desscaclén: 215 canyol durants ef pracase:

horas

. Contenide de hurnedad residual

, Prughas da iberacldn da Control de Calidad en
la atapa da PRP = |dentificacidn de Heemophilus

tipa b - Distribucitn del tamafio molecular -
Conlenidg de rboss - Contenlde de fésfore -
Cantenlda proteieo - Contsnida de dcides

nucleicos - Gontenldo da andotoxings
bacterianas - Pruabe de plrégenos
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Figura 2: Activacién del polisacarido de Haemophilus tipo b ' o
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EMR@@'
Descripcién del proceso Parémetros de produccién ) Controles
Polisacérido purificado de
Haemophilus tipo b (PRF)
Etapa 1.11: Preparacion del polisacirido
AH activado de Haemophilus . pH antes de la adicidn de BrCN: 10,52 11,1
Etapa 1,11a: Disolucién de del PRP . pH regulado durante la reaccion de activacion:
Etapa 1.11b: Activacién del PRP 105alt,1
apa 1.115: Actlvacion de . Tiempo de agitacion de la reaceion: 35 a 40 min.
. T °C de la reaccitn: +22°C a +26°C
. pH antes de la adicién del ADH: 8,9a5,1
Etapa L.11¢: Union con dihidrazida dei acido adipico - . pH regulado durante la reaccion de union: 8,2 a 8,8
T oC: +22 °C a +26 °C durante15 min.
. Agitacion al menos durante toda la noche a entre
+2°Cy+8°C
Etapa [.11d: Purificacion Control durante el proceso:
Filtracién . Carga bicldgica

. Pruebas de liberacion de Contrel de Calidad del
Polisacdrido AH PRP-AH = Prueba limite de cianuro residual -
activado de Haemophilus Colnteniclo de polisacdrido - % de pnli§acéridus
unidos a ADH - Proporcion de ADH libre/ADH
(PRP-AH) A N
total - Distribucion de tamafto molecular -

Identificacion de Haemophiius

)
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1.1  Purificacién preliminar (etapa 1.7)

o Etapa 1.7a: Disociacion de los microgranulos de PRP-cetrimida

Los microgrénulos de polisacarido-cetrimida se disocian mediante dispersion en una solucion de
cloruro de sodio 0,3 M (ver el capitulo 6.1.1). Se ultracentrifuga la solucién: se conserva el
sobrenadante y se desecha el microgranulo que contiene la cetrimida disociada.

o Etapa 1.7b: Precipitacion con etanol al 60 %

El polisacérido presente en el sobrenadante se precipita mediante la adicién de etanol anhidro frio
durante 2 h 30 min. El precipitado se recupera por centrifugacién de baja velocidad: el
sobrenadante se desecha y el microgranulo se conserva.

e FBtapa 1.7c: Lavado con etanol anhidro
El precipitado se lava con etanol anhidro frio.
e Etapa 1.7d: Desecacion al vacio

Antes del almacenamiento, el producto intermedio se trata en vacfo durante al menos 10 horas. El
producto intermedio se almacena a <-20 °C (vea la seccidn 3.2.5.2.4 Pasos criticos e
intermedios: Intermedio del PRP, capitulo 7.2).

Este paso se realiza solo si es necesario almacenar el producto intermedio antes de su procesado
posterior.

1.2 Purificacién final (etapa 1.8)

o Etapa 1.8a: Extraccion con fenol

El producto intermedio se resuspende en tampén de acetato de sodio 0,3 M (vea el capitulo O y
se purifica mediante extraccion con fenol. La fase acuosa se recolecta mediante
ultracentrifugacién y la fase superior se desecha. El paso de extraccion se realiza 6 veces.

e Etapa 1.8b: Dialisis

La fase acuosa obtenida previamente se suspende en tubos de dialisis durante un minimo de 10
horas en agua purificada ultrafiltrada. '

¢ Etapa 1.8¢: Ultrafiltracion

La solucién dializada se ultrafiltra (valor de corte de la membrana =100 kDa) frente a agua
purificada. :

[ .
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1.3  Precipitacién en etanol (etapa 1.9)

« FEtapa 1.9a: Precipitacion en etanol al 60 % en presencia de cloruro de sodio

El polisacarido capsular de Haemophilus tipo b se precipita a partir de la solucién ultrafilirada
mediante la adicién de cloruro de sodio y de etanol anhidro frfo. El precipitado se recolecta
mediante centrifugacion y el sobrenadante se desecha.

e Etapa 1.9b: Lavado con etanol, acetona y éter

El microgranulo se muele en etanol anhidro y después se lava sucesivamente con etanol de 90°
frio, acetona y éter con filtracién a través de un embudo de Bilchner entre cada paso lavado.

1.4  Desecacion del polisacarido de Haemophilus Tipo b (etapa 1.10)

e [Etapa 1.10a: Desecacion
El microgranulo se seca al vacio durante al menos 15 horas.
s Etapa 1.10b: Almacenamiento

Se toman muestras para los controles durante el proceso (vea el capitulo 5.1). El polvo del
polisacérido purificado de Haemophilus tipo b (PRP) se almacena a < -35 °C. Se toman muestras
para los controles de calidad (vea la seccién 3.2.8.2.4 Control de los pasos criticos ¢ intermedios:
Intermedios de PRP).

1.5 Reprocesado

Bl paso final de purificacién (etapas 1.8 a 1.10) puede repetirse una vez si es necesario, cuando las
pruebas de pirogenos y de contenido de endotoxinas realizadas en el PRP se encuentren fueta de
las especificaciones (vea la Figura 1). Los estudios de estabilidad han demostrado que el paso de.
reptocesado no afecta la calidad del polisacarido de Haemophilus tipo b (vea la seccion 3.2.8.2.4
Contro} de los pasos ctiticos e intermedios: Intermedios de PRP).

R 7/
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1.6  Preparacién del polisacarido AH activado de Haemophilus (etapa 1.11

e FEtapa 1.11a: Disolucion del PRP

El polisacérido purificado de Haemophilus tipo b (PRP) desecado (vea la etapa 1.10.b) se diluye
en agua purificada a una concentracion de 5 mg/mL.

e Etapa 1.11b: Activacion del PRP

Se agita la solucién y se afiade una solucion de bromuro de ciandgeno. La reaccion de activacion
se realiza mediante incubacién de la mezcla de reaccién durante 35 a 40 min., a entre +22 °C'y
+26 °C, bajo condiciones de agitacion.

e FEtapa 1.11¢c: Uni6n con dihidrazida de 4cido adipico

Al final de la incubacién se afiade dihidrazida de 4cido adipico (ADH). La mezcla se incuba
durante 15 min. a entre +22 °Cy +26 °C y después al menos durante una noche a entre +2 °Cy
+8 °C con agitacion suave.

¢ [Etapa 1.11d: Purificacion

El producto se ultrafiltra (membrana de corte de 10 kDa) contra una soluc10n de cloruro de sodio
0,1 M (vea el capitulo 6.3) para purificarlo y concentrarlo. :

Se toman muestras para los controles durante el proceso antes de la filtracion (vea el cap1tulo
5.1.4). El polisacarido AH activado (PRP-AH) de Haemophilus que se obtiene se filtra a través de
un filtro de membrana cuyos poros tienen un tamafio de 0,45 um. El polisacarido AH (PRP-AH)
de Haemophzlus se almacena a < -35 °C. Se toman muestras para los controles de calidad (vea la
seccién 3.2.8.2.4 Control de los pasos criticos e intermedios: Intermedio del PRP-AH).

A /.
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2 Purificacion, detoxificacién y concentracion de la toxina tetdnica

El proceso de purificacién, detoxificacién y concentracion de la toxina tetdnica se muestra en la
figura 3 y en la figura 4. '

Figura 3: Preparacién de la proteina tetnica purificada

. : Parametros de
. Descripcion del proceso produceion Controles
Toxina concentrada y
diafiltrada
Ajuste del Etapa 2.8: Volumen sjustado a
volumen alrededor de 500 LfimL
Etapa 2.9: Pracipitaclén con sulfato
de amonio
Precipitacidn d
la toxina tetan _ Etapa 2,9a: . Sulfato de amonio al menos
- Primera precipitacién 160g/t.
con sulfato de amonio , Concentracion de carbon
- Filtracidn con filtro de vegetal Sa 11 g/L
carbdn vegetal
- Filtracién 0,45 pm
, s . Tiempo de reposo: 2 a 64 horas
Etapa 2.90: Seg.unda pretl:lpltacmn con . Concentracién del sulfato de
' sulfato de amonio y centrifugado amonio de al menos 320 g/l Cantrol durante el
. T €C del almacenamiento breve  Proceso: .
Etapa 2.9¢: Diafiltracion antes de la diafiltracion (etapa  Titulo de floculacion
2.9¢): #2°C a +8°C Control durante el
3 S . proceso:
‘[ Etapa 2.9¢: Filtracldn . Contenido da sulfato
¢ de amonio
Toxina tetanica , Volumen de formaldehido: Obletivo
purificada vator* 2 10 mL
Detoxificacin . Tiempo de agitacién: 2 a 30 minutes
. T 2C y duracién de la incubacidn:
Etapa 2.10: Detoxificacién +15°C a+26 °C durants 2 a 3 dias
- gmpgaga Oa: Tratamlento con +36 °C a +38 °C durante 10 dias
formaldehido +5°Ca+10°Cduranie 4 a 7 dias
+36 °C a 38 °C durante 14 dlas
Control durante el
} Etapa 2.10b: Filtracion proceso:
¥ ‘ . Carga bicldgica
Brotemna tetaniea . Pruebas de liberacion de Control de
purificada (PTP) Calidad =-Contenido de nitrogeno
proteico - Contenido de nitrégeno total -
Proporclon nitrégena proteico/nltrégano
* para obiener una concentracién finat de 7.5 total - Proporcion DO280/00280 -
umoles Titulo de floculacién - Pureza
de formaldehido por mL antigénica - Distribucion del tamafio
molecular - Prueba de esterilidad
hacteriana v filinaica
/] 7]
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Figura 4: Preparacién de la proteina tetdnica concentrada
Descripeion del proceso Pardmetros de produécién Corntroles
Proteina tetanica
purificada (PTP)
Pasos de . Etazpill;}}):i{jil‘tliaﬁ]‘trauén y filtracién
concentracion y apa 2.1 1a: Diallitracion Corte ~ 30kDa
filtracion Etapa 2.11b: Concentracién ' Corte ~ 30kDa Control durante cl
Etapa 2.11c: Filtracién : : proceso:
. Pruebas de tiberacion &FEMBS W' thiidad
_ = Contenido de nitrégeno proteico -
Y Proporcién DO280/DO260 - Contenido de

fésforo - Contenido de formaldehido libre
residual - Titulo de floculacion - Pureza
antigénica - Disttibucion del tamafio
molecular « Prueba de esterilidad bactetiana y
fiingica » Prueba de susencia toxina y de
irreversibilidad - Prueba de pirdgenos

Proteina tet4nica concentrada
(CTP)

2.1  Ajuste del volumen (etapa 2.8)

El volumen final de la toxina tetanica concentrada (fin de la etapa 2.7¢) se ajusta con tampon de
fosfato disédico 0,07M, pH 8,1 a 8,3 (vea el capftulo 6.2) para alcanzar una concentracion final de
toxina de aproximadamente 500 Li/mL. -

2.2 Precipitacién de la purificacién de la toxina tetanica (etapa 29)

Se realiza una doble precipitacién con sulfato aménico para obtener la toxina tetanica purificada.

El proceso de purificacion se realiza en 7 dias.

e Btapa 2.9a: Primera precipitacion con sulfato de amonio y carbon vegetal en condiciones de
enfrianmiento ' :

La primera precipitacion se realiza mediante la adicién de sulfato amdnico a la toxina tetinica
concentrada y diafiltrada, seguida por tratamiento con carbén vegetal para obtener un liquido
ligeramente opalescente.

Después se filtra la toxina a través del filtro de carbon vegetal, se filtra en un cartucho de filtro de
0,45 um y se clarifica para retirar el precipitado.

g 4
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« Etapa 2.9b: segunda precipitacion con sulfato de amonio y carbén en condiciones de W
enfriamiento ' '

La segunda precipitacién se realiza mediante la adicion de sulfato de amonio al sobrenadante de la
ptimera precipitacién. Después de reposar durante al menos 64 horas, se obtiene el microgranulo

mediante centrifugacién continua. El microgréanulo se disuelve en una solucién tampén de fosfato
disodico 0,05 M (pH 8,1 a 8,3).

¢ Etapa 2.9¢: Diafiltracion

La solucién tamponada de toxina tetdnica se dializa con una solucién tampén de fosfato disddico
0,05 M (pH 8.1 a 8,3).

Se toman muestras para los controles durante el proceso (vea el capitulo 5.1.2). Luego se ajusta el

volumen con ¢l mismo tampdn para obtener una concentracién final de aproximadamente
300 Lf/mL.

¢ Etapa 2.9d: Filtracién

La solucién se filtra a través de una membrana con tamafio de poro de 0,2 pmy constituye la
“toxina tetdnica purificada”. Se toman muestras para los controles durante el proceso (vea el
capitulo 5.1.2).

2.3 Detoxificacién de la toxina tetdnica purificada (etapa 2.10)

e Etapa 2.10a: Tratamiento con formaldehido en un tanque con doble cubierta

Se afiade formaldehido al 36 % a la solucién de toxina tetdnica purificada bajo condiciones de
agitacién. La inactivacién se logra en un periodo de incubacién total como se describe a
continuacidn:

s 2-3diasaentre +15°C y+25°C

o Por lo menos 10 dias a entre +36 °C y +38 °C

e 4.7 dias con agua fria circulante (de +5 °C a +10 °C)
o  Por lo menos 13,25 dias a entre +36 °C y +38 °C

Después se enfria el producto a una temperatura de entre +5 °Cy +10 °C,
« Etapa 2.10b: Filtracion

Luego, la proteina teténica purificada (PTP) detoxificada se filtra a través de una membrana de 0,2
um y se almacena a entre +2 °C y +8 °C. Se toman muestras para los Controles de Calidad (vea la
secoidn 3.2.8.2.4 Controles de los pasos criticos e intermedios: Intermedio de PTP).

A
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2.4 Preparacion de la proteina tetinica concentrada (fase 2.11)

La preparacion de la proteina tetdnica concentrada se resume en la figura 4.
¢ Etapa 2.11a: Diafiltracién

La proteina tetanica purificada se diafiltra con una solucién de cloruro de sodio 0,1 M (membrana
de corte de 30 kDa) (vea el capitulo 6.2.2).

e FEtapa 2.11b: Concentracion después de la diafiltracion

La solucién de la proteina tetédnica purificada se concentra mediante ulirafiltracion (membrana de
corte de 30 kDa) con cloruro de sodio 0,1 M., Después se ajusta la concentracion del cloruro de
sodio en la solucién concentrada de proteina tetanica 0,05 M,

o Etapa 2.11c: Filtracién

Se toman muestras para los controles durante el proceso antes de la filtracion (ver el capitulo
5.1.3). Finalmente, la proteina tetdnica concentrada (CTP) se filtra a través de una membrana de
0,2 umyy se almacena a entre +2 °C y +8 °C. Se obtienen muestras para los controles de calidad
(vea la seccion 3.2.8.2.4 Controles de pasos criticos e intermedios: Intermedio de CTP).

| /A 7]
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3 Preparacién del granel concentrado conjugado de polisacdrido de a
Haemophilus (PRP-T)

El conjugado se prepara mediante unién covalente de la proteina tetdnica concentrada (etapa
2.11.c) con el polisacarido AH de Haemophilus activado (etapa 1.11) mediante una reaccién de
condensacion mediada por una reaccién mediada por carbodiimida utilizando 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDAC).

La descripcion de la preparacién del grane]l concentrado conjugado del polisacarido de
Haemophilus mediante la reaccion de conjugacion (etapa 3) se muestra en la figura 5

Figura 5: Preparacién del granel concentrado conjugado del polisacarido de Haemophilus

Descripcién del proceso ‘ ] Parémetrqs: de ] l Conttroles
produccidn
. Polisacérido AH . Protelna teténica
activado de Haemophilus concentrada (CTP)
(PRP-AH) :

Etapa 3; Proceso de conjugacién

Etapa 3a: Reaccién de zcoplamiento .pH:5,6a35,8
l LT eC: +3°C a +5°C
. pH de la reaccion final: 6,9 a 7,% antrol durante el proceso:
Etapa 3b: Purificacién . Carga bioldgica
. Pruebas de liberacién de Control de Calidad
¢ = Contenido de fosforo - Contenido de
Granel de polisacdrido de polisacéridos - Proporcién polisacaridos/
Haemophilus conjugado protefna - Distribucion del tamafio moleculat =
concentrado Contenido de polisacéridos libres - Contenido
(PRP-T) de prote{na tetdnica libre - EDAC residual y

pruebas Hmite de EDU - Prueba limite de
feno! residual - Prueba de esterilidad
bacteriana y fingica - Medigion del pH -
Contenide de sacarosa
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3.1 Acoplamiento del polisacirido AH activado de Haemophilus y de la ;i)r :
tetAnica concentrada (etapa 3a)

El polisacarido AH activado de Haemophilus y la proteina tetdnica concentrada (obtenidos,
respectivamente, al final de las etapas 1.11d y 2.11c) se diluyen con cloruro de sodio 0,05 M (vea
el capitulo 6.3.1). Luego se le agrega solucion de EDAC (-etil 3-(3-dimetil aminopropil
carbodiimida clorhidrato) a la mezela de reaccion.

Esta mezcla se incuba durante 60 minutos a entre +3 °C y +5 °C. La reaccidn se detiene ajustando
el pH a entre 6,9 y 7,0 con hidréxido de sodio 0,1 N.

3.2 Purificacién y preparacién del granel concentrado final de PRPT
(etapa 3b)

La solucién se dializa con tres bafios sucesivos de cloruro de sodio 0,2 M (vea ¢l capitulo 6.3.1) a
entre +2 °C y +8 °C. : '

La mezcla dializada resultante se purifica mediante ultracentrifugacion sobre un gradiente de
sacarosa. El polisacérido de alto peso molecular recuperado se diluye en una solucién compuesta
por agua purificada, sacarosa y tampon de Tris-HCl 200 mM (= solucién tamponada, vea el
capitulo 6.3.3).

Se toman muestras para los controles durante el proceso antes de la filtracion (ver el capitulo
5.1.5). La solucién se filtra a través de una membrana de 0,2 um. El “granel concentrado
conjugado de polisacérido de Haemophilus” (PRP-T) resultante se almacena a <35 °C (vea la
seccién 3.2.8.7.1 Resumen y conclusiones sobre la estabilidad). Se toman muestras para los
controles de calidad (vea la seccién 3.2.8.4.1 Especificaciones).
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4 Llenado y condicienes de almacenamiento

Para el almacenamiento a <35 °C, el granel de polisacarido de Haemophilus concentrado
conjugado se trasvasa a matraces de polipropileno (vea la seccion 3.2.5.6 Sistema de cierre del
€nvase).

Durante el proceso de elaboracion del PRP-T, se obtienen y almacenan 4 productos intermedios
sujetos a pruebas de liberacién de control de calidad (vea las secciones 3.2,8.2.4 Control de pasos
criticos e intermedios: Intermedio de PRP, 3.2.8.2.4 Control de pasos criticos e intermedios:
Intermedio del PRP-AH, 3.2.8.2.4 Control de pasos criticos e intermedios: Intermedio del PTP y
3.2.5.2.4 Control de pasos criticos e intermedios: Intermedio de la CTP), como se describe en

la tabla 1. Ademas, también se almacenan otros dos productos no controlados por las pruebas de
liberacidn de calidad: el microgranulo de cetrimida y el producto intermedio (vea la tabla 1), La
vida ttil de cada producto intermedio esté respaldada por los datos de estabilidad que se presentan
en las secciones 3.2.8.2.4 Control de pasos criticos e intermedios: Intermedio de PRP, 3.2.5.2.4
Control de pasos criticos e intermedios: Intermedio del PRP-AH, 3.2.8.2.4 Control de pasos
criticos e intermedios: Intermedio del PTP y 3.2.S.2.4 Control de pasos criticos e intermedios:
Intermedio de la CTP.

Tabla 1: Condiciones de almacenamiento para los productos almacenados durante la
produccién de granel del polisacirido de Haemophilus concentrado conjugado

Envase Temperatura Vida ttil

Microgranulo de cetrimida™ Yaso de precipitacion de acero £.20°C 9 meses

inoxidable
Producto Intermedio* Envase de policarbonato £.20°C 3 meses
Polisacdrido de Haemophilus | Bnvase de vidrio certado con £-35°C 5 aftos
tipo b (PRDY¥ tapon de goma
Proteina tetdnica purificada Matraces de polipropileno con +2°Ca+8°%C 12 meses
(PTP)t tapones roscades de polipropileno ' :
Protefna tetdnica Envase de vidrio con tapdn de +2°Ca+8°C 12 meses
concentrada (CTP)¥ goma
Polisacdrido AH de Envase de vidrio con tapon de £.35°C 24 meses
Haemophilus activado (PRP- | goma
AH)t
Polisacarido de Haemophilus | Envase de prolipropileno con <-35°C "36 meses
concentrado conjugado cierre de polipropileno
(PRP-T)

#

il Productos intermedios sujetos a pruebas de liberacién de control de calidad

Productos intermedios no controlados por pruebas de liberacién de control de calidad

y
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_Granel de polisacirido conjugado de Haemophilus tipo b

Seccion 3.2.5.2.2

Reacciones de purificacion y modificacion

5  Controles durante el proceso

5.1 Panorama de los controles durante el proceso

5.1.1

Purificacion del polisacarido de Haemophilus tipo b

Los controles durante el proceso que se aplican durante la purificacion del polisacdrido de

Haemophilus tipo b se presentan en la tabla 2.

Tabla 2: Controles durante el proceso aplicados en la purificacién del polisacarido de

Haemophilus tipo b

Pasos de ¢laboracion

Coatroles durante el proceso

Pruebas

Criterios de aceptacion

Justificacidn

Etapa 1.10b: Molienda

Contenido de humedad
residual

(Ediciones actuales de la Ph.
Eur. 2.5.32
Microdeterminacién de agua,
Ph. Eur. 2.4.24 Solventes
residuales ¥ Ph. Eur, 2.2.28
Cromatografia de gases)

Sin criterios de aceptacion

Para el célculo del peso en
seco del polisacarido

5.1.2

Purificacién y detoxificacion de 1a toxina tetdnica

Los controles durante el proceso aplicados durante la purificacién, la detox1ﬁcaczon yla
concentracién de la toxina tetanica se presentan en la tabla 3

Tabla 3: Controles durante el proceso apllcados en ia purlficacwn y la detoxificacion de la

proteina tetanica

Pasos de elaboracion

Controles durante el proceso

Pruebas

Criterios de aceptacién

Justificacidn

Precipitacién de la texina
tetdnica

Etapa 2.9¢: Diafiltracion

Titulo de floculacidn (Ph. Eur.

2.7.27, edicidn actual: prueba
de Ramon)

8in criterfos de aceptacidn

Prueba realizada para ajustar
el titulo a 300 LffmL

Verificar ¢l rendimiento de la

ftapa 2.9d: Filtracion diafiltracién expresado como
Contenido de sulfato da <3,1 mg/L eliminﬁcién de suifato de
amonio (método interno) ‘ amotiio

Inactivacién Carga microbiana (antes de la | <20 UFC/mL Evaluar la contaminacion

Etapa 2,10b: Filtracién

fiitracion) (Ph. Bur. 2.6.12,
edicion actual)

biolégica antes de la filtracion
a0,2 um

j/i _

RA_0302392

._/4.

AF’DDERA 0
SANOFI PASTFHIR S,A.

L ¢







