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Lista de abreviaturas: consulte 2.3 Resumen general de calidad, Introduccion.

1 Especificaciones

Tabla 1: Especificaciones para la proteina tetdnica concentrada (CTP)

Pruebas

Requeridas por

Métodos

Criterios de aceptacién

Contenido de nitrageno
proteico

Ph..Eur. 0452/1219,
edicidn actual

Ph. Eur, 2.5.9, edicion actual y 2.5.33, edicidn
actual, método 7.A

Método de Kjeldahl después de la
precipitacion de proteinas por dcido
tricloroacético y mineralizacién por dcido
sulfirico.

Para calculo

Razén DOzso[DOzﬁn

Medicidn de la densidad optica

21,3

Contenido de fésforo

Segln la Ph. Eur. 2.5.18, edicién actual

Medicién del contenido de fosforo segiin el
método de Chen

< 1,5 pg/mg de proteina

Contenido de
formaldehido residual
libre

Ph. Eur, 0452/1219,
edicién actual

TRS 300

Método colorimétrico

Visible a la espectrofotometria UV (método de
Nash) :

< 10 ug/mg de proteina

Titulo de floculacion

/

Ph. Eur. 2,7.27, edicién actual, prueba de
Ramon

Floculacién visible y comparacion ¢on una
referencia interna calibrada.

Para caleular ia pureza
antigénica

Pureza antigénica

Ph. Eur. 0452/1219,
edicidn actual

TRS 800/897

Célculo: valot obtenido mediante ia razén
entre el titulo de floculacion y ef contenldo de
nitrégeno proteico. '

= 1500 Li/mg de
nittagens proteico

Distribuclon del tamado

/

Ph. Eut, 2.2.30, edicion actual

> 50 % de mondmeros

Inyeccion en conejos

molecular (HPLC), Cromatografia de exclusién pot tamafio

pﬂl'CentajE de (HPLC)

mondmeros .

Prueba de esterilidad Ph. Eur. 0452/1219, | Ph. Eur. 2.6.1, edicién actual Sin crecimiento

bacteriana y finglea edicion actual Filtracién por membrana tnictobiatio
TRS 800

Ausencia de toxina Ph, Eur, 0452, Ph. Eur, 0452, edicion actual Cunple con la Ph, Eur,

(toxicidad especifica) e edicion actual o {no se observan sintomas

frreversibilidad det Inyeccion & cobayos tetdnicos y hay por lo
TRS 800

toxoide menos 93 % de

superviveticia)

Prueba de pirdégenos Ph. Eur. 1219, Ph. Eur. 2.6.8, edicidn actual Cumple con la Ph. Eur,

edicién actual (A temperatura < +1,15 °C

para la prueba en 3
€0onejos)

/)
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2  Procedimientos analiticos

Para los procedimientos analiticos descritos en la Farmacopea Europea (Ph. Eur.), sélo se
proporciona la referencia y se mencionan detalles especificos si corresponde,

Para los procedimientos analiticos no descritos en la Ph. Eur., se proporcionan los métodos en este
capitulo.

2.1 Contenido de nitrégeno proteico

Referencia

La prueba se lleva a cabo de acuerdo con la monografia 2.5.9 de la Ph. Eur,, 2.5.9 “Determination
of nitrogen by sulphutic acid digestion” y 2.5.33 “Total protein” (método 7.A) con el método de
Kjeldhal.

Principio
El nitrdgeno orgdnico que contiene la muestra analizada se transforma en sulfato de amonio

durante una mineralizacién sulfirica. Después de alcalinizar con hidréxido de sodio, se recolecta
el amoniaco destilado y se analiza con una solucidn titulada de 4cido clorhidrico.

Como se indica en la Ph. Eur. 2.5.33, método 7.A, la interferencia causada por la presencia en la
muestra de prueba de sustancias gue contienen nitrdgeno puede afectar la determinacion de las
proteinas. En consecuencia, se lleva a cabo la precipitacion de la solucién de CTP con 4cido
tricloroacético (TCA) antes del an4lisis de determinacién del nitrdgeno.

Equipos y reactivos

¢ Equipo: equipo estindar de laboratorio con centrifugadora, unidad y tubos de digestién y
sistema de destilacion Kjeldahl

¢ Reactivos: agua purificada desionizada, hidréxido de sodio 1 N concentrado y 4cido sulfirico
2/3 N, solucién de 5 glucosa monohidrato a razdn de 50 g/L en agua purificada, dcido
clothidrico 0,1 N en agua purificada, catalizador de mineralizacién en comprimido, dcido
tricloroacético al 40 % p/v en agua purificada y 4cido tricloroacético al 5 % p/v en agua
purificada, solucién de control interno de nitrégeno a razon de 2 mg/mL en agua purificada
(por lo general se usa sulfato de amonio desecado).

Soluciones

¢ Solucion muestra: use 1 mL de la solucion de CTP de prueba y afore a 5§ mL con agua
purificada. Agregue 3 mL de solucion de 4cido tricloroacético al 40 % p/v, agite
enérgicamente y deje a temperatura ambiente. Centrifugue a por lo menos 4000 rpm durante
varios minutos y deseche el sobrenadante. Agregue 5 mL de solucién de acido tricloroacético
al 5% p/v, agite enérgicamente y deje a temperatura ambiente, Centrifugue a por lo menos
4000 rpm durante varios minutos y deseche el sobrenadante. Disuelvar el precipitado con
1 mL de solucion de hidréxido de sodio 1 N, Agregue a un tubo de digestion. Duplique..
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* Testigo digerido: agregue 1 mL de solucién de 50 g/L de glucosa monohidrato a un fu%m}:le
digestidn. Duplicar.

& Aparato testigo: cotresponde a un tubo de digestion vacio. Tr1p11que

o Solucién de control: agregue 1 mL de solucién de control de nitrégeno a razén de 2 mg/mL a
un tubo de digestidén. Duplique.

Procedimiento operativo

Para digerir los tubos del aparato testigo, las soluciones de control, el testigo digerido y las
soluciones muestra para determinar el contenido de nitrégeno total o de nitrégeno proteico,
agregue 1 comprimido del catalizador de mineralizacion y 10 mL de acido sulffirico concentrado.

La digestion se realiza con una unidad de digestion (por lo comtin durante 120 minutos, con
40 minutos a + 200 °C, 40 minutos a + 300 °C y 40 minutos a + 400 °C) Las condiciones pueden
variar segun el equipo utilizado.

Lectura, cialculo, resultados

Considerando que 1 mL de HCI 0,1 N corresponde a 1,4 mg de nitrégeno, se utilizan las
siguientes ecuaciones para calcular el contenido de nitrdgeno de las soluciones muestra y de
control:

mg de nitrogeno por mL de muestra = V- VO;? L4xd
: V-V, )xl.4xd
mg de nitrégeno por mL de control interno = V-V, )1>< a

Donde:

e V= volumen de HC1 0,1 N usado pata la solucidén de muestra digerida (en mL)

Vo = volumen medio de HC1 0,01 N usado para las soluciones testigo digetidas (en mL)
Vo = volumen medio de HC1 0,01 N usado para el testigo del aparato (en mL)

X =volumen de la muestra de prueba del producto (en mL)

d = dilucién

Calcular el contenido proteico de la CTP multiplicando el contenido de nitrégeno proteico,
expresado en mg/mL, por 6,25.

Criterios de validez

La diferencia entre los valores de los 2 ensayos del control interno y la diferencia entre los valores
de los 2 ensayos de soluciones de muestra (respectivamente, contenido de nitrégeno total y
proteico) es inferiot al 10 % (no es aplicable si VVj es bajo).

/2 ya
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2.2 Densidad optica a 280 nm y 260 nm

Se aplica el método utilizado para el PTP (vea la seccion 3.2.8.2.4 Controles de los pasos dri%cg.s
¢ intermedios, Intermedio PTP).

2.3  Contenido de fosforo

Referencia _
Chen P.S., Microdetermination of Phosphorus, Anal. Chem., 1956, 28, 1756-1758.
Principiv (método de Chen, despudés de la mineralizacion)

El fosforo se mineraliza a fosfatos en 4cido caliente. El fosfato y el molibdato de amonio forman
un complejo fosfo-molibdico que, cuando se reduce, desarrolla un color azul. Este color puede
medirse por espectrofotometria a 825 nm.

Equipos y reactivos
¢ Equipo: equipo estandar de laboratorio y espectrofotometro UV visible.

¢ Reactivos: agua purificada, agua para inyectables, acido ascorbico a razdn de 10 % p/v en
agua purificada, HCL 1 N, 4cido sulfirico 6 N, molibdato de amonio 2,5 % p/v, dcido
perclorico 0,5 M en agua purificada, solucion estandar de fésforo NIST (Instituto Nacional de
Estandares y Tecnologias) a razén de 10 mg/mL (para la solucion de control).

o Referencia: dihidrogenofosfato de potasio (secado previamente a +100°C).

Soluciones

e Reactivo de coloracién: agua purificada/H;SO4 6N/molibdato de amonio al 2,5% p/v/éacido
ascorbico al 10% p/v (2 volumenes/1 volumen/1 volumen/1 volumen). Agregar estos cuatro
reactivos en el orden dado. Esta solucion se debe preparar en forma extemporanea y debe ser
amarilla.

¢ Soluciones estandar de referencia: utilice KH ;PO,4 previamente secado a +100°C, agua
purificada y una alicuota de acido sulfirico concentrado para disolucién para preparar una
solucion madre de referencia a razén de 80 mg/L de fésforo. Diluya esta solucién en agua
purificada para preparar un estandar de referencia de trabajo de 2 mg/L de fésforo.

¢ Solucién de control interno de fésforo a razén de 50 pg/mL en HCi al 0,05 %: utilice una
solucion NIST a razén de 10 mg/mL, HC1 1 N y agua purificada.

¢ Solucion de muestra de prueba: antes del andlisis, la protefna se debe precipitar con dcido
petelérico 0,5 M, las condiciones tipicas que se deben aplicar son: en ¢l tubo de ensayo,
analizar 2 mL de solucion de CTP, agregar 2 mL de écido percldrico 0,5 M, tapar, agitar y
centrifugar a 4000 rpm durante 10 minutos. Dividir el sobtenadante en alicuotas de 2 ml para
realizar el analisis.
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Procedimiento operatzvo

Realizar 4 anélisis para el control interno y 2 para cada muestra

Llevar a cabo las operaciones descritas en la tabla 2 con los tubos de ensayo.

‘Tabla 2: Preparacion de las muestras

Testigo 1 2 3 4 Pruebas . (.Jontrol
interno

Sobrenadante mL - - - - - TS* < 4 -
Solucién interna de fésforo de mL ; ; ) . i 0.1
50 ug/mL . i ’
Solucién estandar de referencia
de trabajo a 2 mg/L mL ) 05 ! 2 4 - }
Agua purificada mL 4 3,5 3 2 - 4-T§ 39
Reactivo de coloracion mL 4 4 4 4 4 4 4
Agite.
Deje los tubos en un bafio de agua a 37 °C durante 2 horas.
Microgramos de fésforo en la muestra 0 1 4 4 8 . -
de prueba
* Muestra de prueba
Tt Microgramos de fosforo en el control interno

Lectura, cdlculo, resultados

Medir la absorbancia de cada tubo a 825 nm en comparacidn con el testigo, en un trayecto optico
de [ cm.

Establecer la regresion lineal de la curva de calibracion y deducir el coeficiente de correlacién.

Mediante la ecuacidn de linea, calcule la cantidad de fosforo (ug/TS) a partir de la DO de la
muestra de prueba.

Y
RA_0302403 Informacidn conﬂdencial!pro'fuet ria
Pagina 10 de 46

VAMONTEMILONE CHFHSTIANDO INGUEZ

CTGR: . T2E5I5A APODERADIC
SANGH BASTEUR §.4. SANOFI PASTEUR 8.4






sanofi pasteur o Seccién 3.2.8.2.4
Granel de polisacirido conjugado de Haemophilus tipo b Controles de los pasos criticos e intermedios

W,

Y 3 ‘.mf:QUQ‘ I
! L %

La concentracion del producto que se evaluara se obtiene con la siguiente formula:
a x dilucién &

N
= \

ng de fésforo por mL =

S

Donde:

¢ a:cantidad de fosforo en la muestra de prueba expresada en pg por muestra de prueba (TS)
¢ dilucion: dilucién de la muestra de prueba

¢ TS: volumen de la muestra de pruebaro del sobrenadante (mL)

Exprese el contenido de fosforo en ng/mg de proteina usando la siguiente formula:

Contenido de fosforo en Kg/mg de proteina = contemc'lo de fosiforo en pg/mlL,
contenido proteico (mg/mL)

Donde:

Contenido proteico (mg/mL) obtenido usando el contenido de nitrégeno proteico (vea el capitulo
2.1).

Criterios de valide;
El coeficiente de correlacion de la curva de calibracién debe ser, por lo menos, igual a 0,9990.

La desviacion relativa entre los 4 analisis de la muestra interna de control debe ser menor 0 igual
al 10 %.

La desviacion relativa entre los 2 analisis de la misma muestra debe ser menor o igual al 10 %,

La concentracién de fosforo en las muestras debe cumplir con las especificaciones de cada una de
- las muestras analizadas,

2.4  Contenido de formaldehido residual libre

Referencia

Esta prueba se basa en el método de Nash T,, Biochem, J., The Colorimetric Estimation of
Formaldehyde by means of the Hantzsch Reaction, 1953, 55 (416-421).

La prueba difiere del método 2.4.18 de la Ph. Eur. 2.4.18 “Free formaldehyde”, ya que el método
aplicado cotresponde a un ensayo con un rango de calibracién adaptado.

Principio ,
Con acetil acetona y en presencia de un exceso de sales de amoniaco, el formaldehido produce un

compuesto de color amarillo: 3,5-diacetil 1,4-dihidrolutidina que se mide fotométricamente en el
pico de absorcién (413 nm). '

La intensidad de la coloracidn es proporcional a la cantidad de formaldehido presente en la
muestra.

Y
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Equipos

Equipe estandar de laboratorio

Reactivos

Las cantidades son indicativas y se pueden multiplicar o dividir por un factor determinado, st
fuera necesario.

¢ Solucidn para el estandar madre de referencia (proveedor 1): formaldehido con un contenido
de aproximadamente 40 % p/v

s Solucidén para el control interno (proveedor 2): formaldehido con un contemdo de
aproximadamente 40 % p/v

¢ Tampodn de acetato:

ACELAtO @ AIMONIO ....eiiieceeceeei s eb e sbe st ebb s st bbb s e rreseatesreenes st eaeen 150 g
Acido ACEHEO GIACIAL ... vuevevvesieeseveeer s sress sttt et es s ent e 3 mL
Acetil acetona INCOlOTA ... 2mL
Agua para inyectables (WFL).....ccccoooiiiinininmnn s rcesennsscesessessenins hasta 1000 mL

Esta solucién debe desecharse tan pronto como presente un color amarillo intenso.
Almacenamientoa +5°C£3 °C

e Tampon de acetato sin acetil acetona:

ACEAt0 A€ BIMOMIO 1urvrrieerererteriieserissressiesscrsasstsesesasssatsberiorraererastassasssnssoresssssatsbissnssane 75g
Acido BCEHEO BIACTAL ....vvvverevvercrveeesseesssees st setss s ssnsssansssasessssnsssesssssassssnns 1,5 mL
WEL e hasta 500 mL

Almacenamientoa +5°C%3°C

¢ Preparacion de la solucion estandar de referencia madre de 10 mg/L:
Utilice una solucidn comercial al 40 % p/v con titulo controlado.

Filtre 1a solucion,

Diluya la solucién estdndar madre a razén de 1/100 como sigue: esto produce la solucion (1)

Solucidén de formaldehido....oiiimiiciiion oo, vermssssennnnenns 1 ML
WEL i s e has‘;a 100 mL
Luego diluya a razon de 1/400 como sigue:

Solucidon de formaldehido (1) rrss s esseeserens 5mL
MELANOL 1. ettt b s et rrr s e e s h et e e R he e b s ey s e R e a e s e et bees 200 mL
WEL ot ans hasta 2000 mL

Almacenamiento a +5°C+£3°C
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