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3.3 Contenido de fosforo

La prueba del analisis de fosforo realizada mediante el método de colorimetria de Chen en PRP se
describe en el capitulo 2.4. Como ensayo cuantitativo, se evaluaron la linealidad, la exactitud y la
precision. Se determina el contenido de fosforo mediante una reaccion colorimétrica, la cual mide
la absorcion espectrofotométrica de un complejo fosfomolibdico coloreado a 825 nm. Dado que la

absorcidn a esta longitud de onda no es especifica para ese complejo coloreado, no se puede
evaluar la especificidad. Se presenta un resumen de la validacion en la tabla 12.

Tabla 12: Contenido de fésforo en PRP: Validacién, resumen

Caracteristicas Criterios de aceptacion Resultados
Linealidad SigniﬁcaHCia dela pendiente: Plinealidad < Plinealidad< 030001; Pdesvizcién de la linealidad = 0,83
0,01 Después del ajuste lineal de Y = concentracién medida con
No hay desviacién de la linealidad: respecto a X = volumen de la solucidn, se destaca la siguiente
Pyesviacion de In lincalidad >0,03 relacion:
Y =-0,3321 +7,7181: X
Coeficiente de correlacién lincal r = 0,9991 con 16 grados de
libertad
Intervato de linealidad: [3,9 -- 12,4]%
Exactitud La recuperacidn porcentual promedio La recuperacién porcentual promedio y sus limites de
calculada para 1os 3 niveles de agregados confianza del 95 % son los siguientes:
tlelééi;:/os se encuentra entre ¢l 90 % v el 100,4 % [99,0 % - 101,8 %]
()
Precisién El coeficiente de variacion de la precision | El coeficiente de variacidn de la precisién intermedia es igual
intermedia es < 10 %. a 1,3%
Intervalo de confianza del 95 % de la precisién intermedia para
I prueba con | medicién que se realiza de la manera habitual:
+0,22 % de peso seco
V)
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3.31

Linealidad

Tres operadores llevaron a cabo tres pruebas independientes. Cada prueba incluyd un r@%@
6 vollimenes de la solucidn de la muestra de prueba, correspondiente a un rango de seis cantidades
de PRP ().g) sometido a prueba.

Los datos analizados son concentraciones de fosforo expresadas en % y se presentan en la

tabla 13.

Tabla 13: Contenido de fosforo en PRP: Validacién, linealidad; Cantidad de fésforo en la

muestra (%)

Volumen {mL) Cantidad tedrica de Grupo 1 Grupo 2 "~ Grupe 3
PRP (ug) (%) (%o} (%)
0,6 60 4,42 4,41 425
0,8 20 5,49 5,88 5,98
1,0 100 7,35 741 7,32
1,2 120 9,03 8,94 | 883
1,4 140 10,53 10,46 0,43
1,6 160 12,12 11,92 12,07

Se les aplica a los datos una regresion lineal no ponderada, en la que se usa el método de los
cuadrados minimos. Se verifica la homogeneidad de las varianzas limite mediante una prueba de
Cochran a un nivel de significancia del 5 %. Se evalda la dependencia entre las cantidades
esperadas (volumen de muestra de la solucién de PRP), las cantidades de fosforo medidas y 1a
linealidad de esta relacion mediante un analisis de varianza de la regresién. El andlisis de varianza
permite concluir la significancia de la pendiente ya que el valor P de linealidad con la tabla
Snedecor a un nivel de significancia del 1% es inferior al 1% (valor P < 0,0001), y una desviacion -
no significativa de la linealidad ya que el valor P de la falta de ajuste de la linealidad con la tabla
Snedecor al 5 % es superior al 5% (valor P = 0,83).

La ecuacién de la recta de regresion es:

Y = (03321 £ 0,2013) + (7,7181 & 0,1748) - X
Donde: ‘ '
o X =volumen (mL)
¢ Y = cantidad medida (%)

¢ Coeficiente de correlacion lineal r = 0,9991 con 16 grados de libertad
o [ntervalo de linealidad: {3,94 - 12,38] %
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Figura 5: Contenido de fésforo en PRP: validacién, grafico de linealidad
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3.3.2 Exactitud

Los datos analizados corresponden al factor de concentracion calculado, a partir de los resultados
obtenidos ent la prueba de linealidad (vea la tabla 13). Los factores de concentracién tebrica
cotresponden la proporcién de la cantidad de PRP evaluada con respecto a la cantidad de 100 ug
de PRP (cantidad tipica de PRP sometido a prueba pot rutina). Los factores de concentracién
medida corresponden a la proporcién del contenido de fosforo obtenido en el nivel evaluado de
PRP con respecto al contenido de fosforo obtenido con la cantidad de 100 ug de PRP. Los
tesultados del factor de concentracidn en los cinco niveles involucrados se presentan en la

tabla 14,

Tabla 14: Contenido de fésforo en PRP: Validacién, exactitud; factor de concentracién
calculada

Factor de concentracion Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
tedrica
0,6 0,60 0,60 0,58
0.8 0,75 0,79 0,82
1,2 1,23 1,21 1,21
1.4 1,43 1,41 1,42
1,6 1,65 1,61 ' 1,65
yA
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Se calculan las recuperaciones porcentuales entre los factores de concentracion tedricd py
para cada nive! de concentracién y para todos los grupos. Se verifica la homogeneidad dily
varianzas intraniveles mediante una prueba de Cochran a un nivel de significancia del 5 76838 s
demuestra la igualdad de las medias interniveles mediante el anélisis de varianza y se calcula la

recuperacion porcentual media con limites de confianza del 95 %:

Tabla 15: Recuperaciéon porcentual promedio

Recuperacién porcentual Limites de confianza del 95 %

100,39% [98,97 --101,82] %5

La recuperacidn porcentual promedio esta entre el 90 %y el 110 %.
3.3.3  Precision

Se analizaron tres grupos en condiciones de precision intermedia: los analisis se llevaron a cabo
de manera independiente utilizando el mismo método, en una muestra primaria homogénea, en el
mismo laboratorio, y los realizaron 3 operadores en 3 diferentes dias.

Dentro de cada grupo, se sometieron a prueba 5 lotes de PRP y se llevaron a cabo 3 anélisis por
lote en condiciones que garantizaban la repetibilidad: los anélisis se llevaron a cabo de forma
independiente utilizando el mismo método, en una muestra primaria homogénea, en el mismo
laboratorio, con los mismos equipos y los realizé el mismo operador en 3 dias consecutivos.

Los datos analizados son concentraciones de fosforo expresadas en porcentaje de peso seco y se
presentan en la tabla 16. '
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Tabla 16: Contenido de fésforo en PRP: Validacion, precisién; concentracién en 1
de peso seco)

Lote de PRP Andlisis Grupo 1 (%) Grupe 2 (%) Grupo 3 (%)
FA221418 1 8,38 8,51 8,40
2 8,65 8,42 8,49
3 8,37 8,31 | 838
FA224375 1 8.21 8,22 8,27
2 8.4 8,2 8,35
3 8,11 8,16 822
FA224376 1 8,04 8,20 8,16
2 8,33 8,24 8,30
3 8,06 8,18 : 8,16
FA224377 | 8,16 8,30 7,99
2 8,32 8,15 8,10
3 8,07 8,13 -1 798
FA24T170 1 8,16 8,15 819
2 8,34 8,22 8,27
3 8,07 8,21 8,14
Para cada lote:

¢ Se verifica la homogeneidad de las varianzas intragrupales mediante una prueba de Cochran a
un nivel de significancia del 5 %.

¢ Los pardmetros de repetibilidad/precision intermedia se determinaron utilizando el céleulo de
varianzas (varianza de repetibilidad en los grupos completos, varianza intergrupal y varianza
de precision intermedia).

¢ Se determind el intervalo de confianza del 95 % de la precision intermedia con la prueba de la
t en un nivel de significancia del 5 % con varianzas de repetibilidad e intergrupales.

En los lotes completos:

o Se verificala homogene1dad de las varianzas de precisién intermedia mediante la prueba de
Cochran,

o Se calculd una varianza de precision intermedia comun con su intervalo de confianza del 95%.

Las caracteristicas de repetibilidad y precision intermedia, asi como el intervalo de confianza del
95 % para 1 corrida (1 medicion) que se lleva a cabo de la manera habitual, se presentan en la
tabla 17,
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Tabla 17: Caracteristicas de repetibilidad y precision intermedia

Namero de lote Caracteristicas Coeficiente de Desviacién estdndar | Intervalo de confianza
variacién del 95 %

FA221418 Repetihilidad 1,35% 0,114 /

Precision intermedia 1,35% 0,114 0,262 %
FA224375 Repetibilidad 1,15% 0,095 /

Precisién intermedia 1,15% 0,095 +0,218%
FA224376 Repetibilidad 1,29% 0,106 /

Precisidn intermedia 1,29% 0,106 *0,244%
FA224377 Repetibilidad 1,21% 0,098 !

Precision intermedia 1,53% 0,125 +0,288%
FA247170 Repetibilidad 1,11% 0,091 ' /

Precision intermedia 1,11% 0,091 +0,209%
Lotes completos | Precisién intermedia 1,29% 0,107 +(3,216%

El coeficiente de precisidén intermedia de variacién es inferior al 10 %, con una media general del
peso seco del 8,24 %.

3.3.4 Conclusion

El método es lineal en el rango: [3,94 - 12,38]% de fésforo. Se demuestra la exactitud en el
mismo rango, con una recuperacion promedio del 100 %. Se verifica la precision del método con
un intervalo de confianza de una precisién intermedia de +0,22 % para 1 prueba que se realiza de
la manera habitual, '

El método es valido para medir el fésforo preséﬁte en el PRP,

3.4 Contenido proteico

La prueba de contenido proteico con el método de Lowry (basado en la Ph. Eur. 2.5,16) se
describe en el capitulo 2.5. La adicién de una sal de cobre en un medio alcalino, seguida por
reactivo de Folin Ciocalteu, a una solucidn de proteinas produce un color azul oscuro, su
intensidad se mide por espectrofotometria a 760 nm. Dado que muchos componentes no proteicos
pueden afectar la intensidad del color, la precipitacion de las proteinas de antemano mejora la
especificidad de la prueba.

Como ensayo cuantitativo, se evaluaron la linealidad, la exactitud, la precision y el limite inferior
de cuantificacion.

Se presenta un resumen de la validacion en la tabla 18,

/) 4
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Tabla 18: Contenido proteico del PRP: Validacion, resunien

Caracteristicas Criterios de aceptabilidad Resultados
Linealidad Piincativas < 0,01 Después del ajuste lineal de Y = concentracion medida
IP deavincién de I linealidad = 0,05 con respecto a X = cantidad tedrica, se delimita 1a siguiente
relacion:

Y =-295+1,07- X

Intervalo de linealidad:
0,7 -2,9] %

[Exactitud El valor 100 % estd dentro del intervalo de La recuperacién porcentual promedio y sus
‘keonfianza de la recuperacién porcentual limites de confianza del 95 % son los siguientes:
promedio calculada para los 4 niveles

de concentracion tedrica 99,4 % [97,7 % ~ 1012 %]

Coeficiente de variacién de la precision

Drecision o termedia < 15 % Fos pardmetros de repetibilidad y precisidn
- (1]

intermedia son respectivamente iguales a:

* Agregado de 5 ug
- Coeficiente de varfacion: 8 % y 10 %
- intervalo de confianza del 95 % de la precisidn intermedia

para | prueba con 1 repticado reallzado del modo habitual: £
0,025%

* Agregado de 100 pg
- Coeficiente de variacién: 8% y 6%
- intervalo de confianza del 95 % de la precision intermedia

patd | pruebs con | replieado reallzado del modo habitual: 2
,251% ‘

Limitef.inferéor de  iComparacién con la concentracion més baja de
cuantificacién ]
la curva estindar. QL =5 ng/TS

es decir, 0,1 %

3.4.1 Linealidad

Tres operadores realizaron tres corridas independientes en tres dias distintos. Cada corrida incluy6
un rango de 5 niveles de agregado en el polisacérido.

Los datos analizados son cantidades de proteina presentes en el PRP expresadas en pg/mL y se
presentan en la tabla 19,
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muestra (ug/mL)

Cantidad tebrica (ug/mL) Pt T PR
50 55,93 53,12 46,57
70 75,92 70,02 65,31
100 106,70 106,10 93,43
110 127,19 116,88 101,00
120 136,73 130,25 112,31

Se les aplica a los datos una regresién lineal no ponderada, en la que se usa el método de los
cuadrados minimos. Se verifica la homogeneidad de las varianzas limite mediante una prueba de
Cochran a un nivel de significancia del 5 %. La dependencia entre las cantidades esperadas
(volumen de la muestra de solucién de PRP), las cantidades de fosforo medidas y la linealidad de
esta relacion se evallian mediante un analisis de varianza de la regresién. El andlisis de varianza
permite concluir la significancia de la pendiente ya que el valor P de linealidad con la tabla
Snedecor a un nivel de significancia del 1 % es inferior al 1 % (valor P <0,0001), y una
desviacién no significativa de la linealidad ya que el valor P de la falta de ajuste de la linealidad
con la tabla Snedecor al 5 % es superior al 5 % (valor P = 0,83).

La ecuacion de la recta de regresion es:

Y = (2,95 £ 16,77) + (1,07 £0,18) X

Donde:

X = agregado tedrico (ug)

Y = concentracion medida (pug/ml.)

Coeficiente de cotrelacion lineal r = 0,9631 con 13 grados de libertad
Intervalo de linealidad: [33,72 — 141,93 ] pg/mL

Puesto que la disolucién promedio consistia en 246,52 mg csp 50 mL, €l rango de linealidad es
{0,68 - 2,88] %
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Figura 6: Contenido proteico en el PRP: validacion, grifica de linealidad
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3.4.2 Exactitud

rhios

Tres operadores realizaron tres corridas independientes en tres dias distintos. Cada corrida incluyé

un rango de 5 niveles de agregado en el polisacarido.

Se calculé la relacion entre el contenido de protefna de acuetdo con los diferentes niveles de

agregado y el contenido del agregado de 50 ug para cada grupo. Al expresar esa proporcién en
comparacioén con el factor de concentracion tedrica previsto, se obtiene el porcentaje de '
recuperacion. Los resultados del factor de concentracidn en los cuatro niveles involucrados se

presentan en la tabla 20.
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