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Antigeno de superficie de la hepatitis B

3.2.8.2.2

2 Controles durante el proceso

Los controles durante el proceso aplicados durante la fermentacion de Hansenula polymorphay la
cosecha de proteina se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1: Controles durante el proceso realizados durante 1a fermentacion y 1a cosecha

Pasos de elaboracion

Controles durante el proceso

Pruebas Criterios de aceptacion Justificacién
Etapa 1.3: Fermentacion Pureza microbiolégica | Cumple Asegurar la ausencia de confaminacion
industrial (método interno)
[dentificacién de Cumple Permitir la identificacién
H. polymorpha microbiolégica de las células hudsped
(método interno)

Etapa 1.6: Precipitacion de pH 6,0-70 Asegurar que el sobrenadante de PEG

PEG (Determinacion tenga un PH adecuado.;?ara reglizgr el
potenciométrica - paso siguienie (adsorcion en didxido de
método intetno) silicio coloidal)

Etapa 1.8t Desorcion pH 81835 Asegurar que el adsorbato tenga utt pH
(Determinacién adecuado para realizar la desorcion del
potencioméirica - diéxido de silicio coloidal
método interno)
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3  Medios de cultivo, tampones y otros aditivos empleados dur®
cultivo y la cosecha celular

3.1 Medio de precultivo

3.1.1 Composicién del medio de precultivo

¢ Solucidon de mezcla de sales (vea el apartado 3.1.2)
¢ Glicerol al 85%

¢ Solucion de cloruro de calcio (vea el apartado 3.1.3)
s Solucion de microelementos (vea el apartado 3.1.4)
¢ Solucién vitaminica (vea el apartado 3.1.5)

s Solucion de elementos traza (vea el apartado 3.1.6)
e Agua purificada

Luego se utiliza una solucién alcalina (vea ef apartado 3.12) a fin de obtener un pH final
comprendido entre 4,9 y 5,1, Esta solucién se filtra antes de usarse (tamafio de poro de 0,2 um),

3.1.2  Solucién de mezcla de sales

¢ Cloruro de sodio

¢ Sulfato de magnesio, 7 H,0
¢ Fosfato didcido de amonio
¢ Clotuto de potasio

e Agua purificada

Antes de usarse, esta solucion se filtra mediante filtracién profunda.
3.1.3  Solucién de cloruro de calcio

¢ Cloruro de calcio, 2 H;0
¢ Agua purificada

Esta solucién se filtra antes de usarse (tamafio de poro de 0,2 pm).

3.1.4 Solucién de microelementos

« EDTA
o Sulfato de hierro (II) y amonio, 6 H,0O
A 7
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*

Sulfato de manganeso, 1 H,O
Sulfato de cobre (1), 5 H,O
Sulfato de zine, 7 H,O

Agua purificada

Esta solucidn se filtra antes de usarse (tamafio de poro de 0,2 pm).

3.1.5  Solucion vitaminica

Clorhidrato de tiamina
Biotina
Alcohol isopropilico

Agua purificada

Esta solucién se filtra antes de usarse (tamafio de poro de 0,2 pm).

3.1.6 Solucién de elementos traza

Sulfato de niquel (II), 6 H;0
Cloruro de cobalto (ID, 6 H,O
Yoduro de potasio

Molibdato de sodio, 2 H,0O
Acido bérico

Agua purificada

Esta solucidn se filtra antes de usarse (tamafio de poro de 0,2 pm).
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3.2  Maedio de produccién

¢ Solucién de mezcla de sales (vea el apartado 3.1.2)
o Glicerol al 85%

o Solucién de cloruro de calcio (vea el apartado 3.1.3)
¢ Solucidén de microelementos (vea el apartado 3.1.4)
¢ Solucién vitaminica (vea el apartado 3.1.5)

¢ Solucién de elementos traza (vea el apartado 3.1.6)
e Agua purificada

Luego se utiliza una solucidn alcalina (vea el apartado 3.12) a fin de obtener un pH final
comprendido entre 4.8 y 5,2. Esta solucidn se filtra antes de usarse (tamafio de poro de 0,2 pm).

3.3 Tampon de lavado celular

¢ Solucion de lavado concentrada {vea el apartado 3.3.1)
¢ Agua purificada .

El tamp6n de lavado celular debe cumplir con el signiente criterio de pH: pH=7,6 - 7.9

Esta solucion se filtra antes de usarse (tamafio de poro de 0,2 pm).
3.3.1 Solucion de lavado concentrada

+ Fosfato disodico, 12 H,O

¢ Fosfato didcido de sodio, 2 H20
¢ EDTA

¢ Agua purificada

Esta solucidn se filtra antes de usarse (tamafio de poro de 0,2 um).

3.4  Solucion detergente

¢  Alcohol isopropilico

s Polisorbato 20

Esta solucidn se filtra antes de usarse (tamafio de poro de 0,2 pum).

3.5 Solucién de inhibidor de proteasa

¢ Fluoruro de fenilmetiisulfonilo (PMSF}

¥
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¢ Alcohol isopropilico

Esta solucién se filtra antes de usarse (tamafio de poro de 0,2 umy).

3.6 Solucion de cloruro de sodio SM

e Cloruro de sodio
s Agua purificada

Esta solucion se filtra antes de usarse (tamafio de poro de 0,2 pm).

3.7 Solucion de polietilenglicol
e PEG 6000

¢ Solucidn de tris (hidroximetil) aminometano (vea el apartado 3.7.1)
e Agua purificada |

Esta solucidn se filtra antes de usarse (tamafio de poro de 0,2 pmy).
3.7.1  Solucion de trometamol (tris [hidroximetil] aminometano)

o Tris (hidroximetil) aminometano

. IEl pH de la solucidn se ajusta a 8,5+0,1 con HCI (vea el apartado 3.12)
s Agua purificada

Antes de usarse, esta solucién se filtra mediante filtracidn profunda.

3.8 Suspensién de diéxido de silicio coloidal

¢ Silicio coloidal anhidro
¢ Tampdn de lavado celular (vea el apartado 3.3)
e Agua purificada

Antes de usarse, la solucidn se trata con vapor a alta temperatura.

3.9 Tampoén de lavado de pellet

¢ Cloruro de sodio

e Agua purificada

E! tampén de lavado de pellet cumple con los siguientes criterios: pH = 4,8 — 8.4y
conductividad = 7,5 - 9,1 mS/cm.,

Antes de usarse, esta solucidn se filtra mediante filtracidn profunda.
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3.10 Tampon de desorcion

s Desoxicolato de sodio (DOC)

s Tetraborato disédico, 10 H,O

¢« EDTA

s Agua purificada

El tampén de desorcion cumple con los siguientes criteries: pH = 9,0 - 9,3

Esta solucion se filtra antes de usarse (tamafio de poro de 0,2 um).

3,11 Solucién de cloruro de sodio 3 M

o Cloruro de sodio
¢ Agua purificada

Esta solucion se filtra antes de usarse (tamafio de poro de 0,2 pm).

3.12 Otros

¢ Solucién antiespumante (éster de acido graso alcoxilado sobre base vegetal)
s Antiespumante
s Agua purificada

Esta solucién se filtra antes de usarse (tamafio de poro de 0,2 pm).

¢ Solucién alcalina (solucion de amoniaco/glicerol)
¢ Solucién de amoniaco
¢ Glicerol al 85%
s  Agua purificada

Esta solucidn se filtra antes de usarse (tamafio de poro de 0,2 pum).

o Solucion de desrepresion (solucién de glicerol)
¢ Glicerol al 85%
¢ Solucién de mezcla de sales (vea el apartado 3.1.2)
s Agua purificada

Esta solucién se filtra antes de usarse (tamaiio de poro de 0,2 pm).

o Solucién de induccion (solucién de glicerol/metanol)
o Glicerol al 85%

Ja
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¢ Metanol

Esta solucidn se filtra antes de usarse (tamafio de poro de 0,2 jim).

¢ Acido clorhidrico concentradd (37% viv)
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Reacciones de Purificacion y Modificacion - HBsAg
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Seccion 3.2.5.2.2 - Descripcion del proceso de elaboracion y
controles del proceso

Reacciones de purificacion y modificacién
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